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Tipificacion de la colagena producida en la cicatrizacion traqueal
postraqueoplastia, después de la aplicacion de diferentes moduladores de la
cicatrizacion en la anastomosis traqueal. Estudio experimental.

RESUMEN.

Las estenosis traqueales se presentan por un desbalance entre la deposicion de
coldgena tipo I, Il y Il en la cicatriz. En la literatura se ha reportado que varios
farmacos disminuyen las estenosis traqueales, pero no se ha reportado que tipo
de colagena se expresa con su uso. El objetivo de este trabajo fue Tipificar la
coldgena formada en la cicatriz de una traqueoplastia después de la aplicacion de
acido hialurénico (AH), coldgeno polivinil pirrolidona (CPVP), mitomicina C (MC) y
una mezcla de AH con CPVP en un modelo experimental canino. Material y
meétodos: En 6 grupos de perros con una n=6 se realiz6 traqueoplastia cervical y
se aplico tépicamente el farmaco a evaluar: Grupo I: SSF, Grupo Il: FSB, Grupo Il
AH, Grupo IV: CPVP, Gupo V: AH-CPVP y Grupo VI: MC. A todos los animales se
les realiz6 evaluacion clinica y endoscépica. Al finalizar el estudio se realiz6
evaluacion microscopica, cuantificacion de la colagena formada mediante el
método de Woessner e inmunohistoguimicamente se tipificaron las colagenas
formadas en la cicatriz traqueal. Resultados: La aplicacion del tratamiento
promueve el desarrollo microscépico de fibras de coldgena bien organizadas. Los
peros tratados con AH, CPVP, AH-CPVP y MC mostraron menor cantidad total de
colagena por gramo de tejido traqueal en la anastomosis. El FSB, AH, AH-CPVP y
la MC disminuyeron la expresion de colagena tipo | en el sitio de la anastomosis y
favorecieron la del tipo Ill; pero no promovieron el de la tipo Il. Conclusion. La
aplicacién tépica postraqueoplastia de FSB, AH, AH-CPVP y MC disminuyen la
cantidad total de colagena en la cicatriz, disminuyen la expresiéon de colagena tipo

I, favorecen la del tipo 11l y no promueven la expresion del tipo |l.

Palabras clave: Estenosis tragueales, acido hialuronico (AH), colageno polivinil
pirrolidona (CPVP), mitomicina C (MC), colagena tipo I, colagena tipo Il, colagena

tipo 111



I. INTRODUCCION.

Las vias aéreas conductoras (narinas, senos paranasales, laringe, faringe, traquea
y bronquios) son una serie de compartimientos que permiten el movimiento de aire
desde su entrada al organismo, hasta el area de intercambio gaseoso de los
pulmones, asi como para la salida de éste. Las vias aéreas conductoras también
tienen funcién protectora al filtrar particulas como bacterias y polvo que entran con

el aire inspirado, calentando y proporcionando humedad al mismo.

La trdquea es un 6rgano tubular de forma circular que se encuentra sostenida por
anillos cartilaginosos en forma de herradura que se conectan por detrds mediante
una membrana elastica (1,2), posee una porcién extratoracica y otra intratoracica y
su funcion es llevar el aire inspirado ya sea por la nariz o boca hacia las zonas de

intercambio gaseoso.

El cartilago es una variedad de tejido conjuntivo, el cual es avascular, y esta
constituido de una matriz extracelular (que representa mas del 95% de su

volumen), condrocitos, células condrogénicas, condroblastos y pericondrio.

El cartilago de acuerdo a su contenido de proteinas fibrosas especificas se

clasifica en 3 tipos: a) Hialino, b) articular y c) elastico.

El cartilago hialino se encuentra en las superficies articulares de la articulaciones,
terminaciones ventrales de la parrilla costal, laringe, anillos traqueales y
bronquiales. Este cartilago estd formado por una matriz extracelular, capsular o

pericelular, matriz territorial y la matriz interterritorial.

La matriz extracelular se compone de moléculas de colagena, proteoglicanos y
glicoproteinas multiadhesivas. Las moléculas de colagena representan el 15% del

peso total de este tipo de cartilago, siendo el 80% colagena tipo Il (3).



Patologias de la trdquea.

Las vias respiratorias sufren varias enfermedades las cuales tienen diversas
causas, pero comparten ciertas caracteristicas fisiopatologicas y clinicas como: la
limitacion del flujo respiratorio (provocado por la obstruccién intraluminal de la via
respiratoria, engrosamiento de sus paredes o pérdida de la elasticidad de los
tejidos intersticiales que es necesaria para conservar la permeabilidad de la via
aérea), hipersecrecion de moco, irritabilidad de toda la via respiratoria y
anormalidades del intercambio gaseoso que originan tos, produccion de esputo,

sibilancias y disnea (4).

Los trastornos de las vias aéreas conductoras son principalmente inflamatorios,

infecciosos o debidos a alteraciones anatémicas.

Las infecciones producidas por virus o bacterias, asi como la inhalacion de
irritantes 0 reacciones alérgicas provocan inflamacion de estos 6érganos,

denominandose de acuerdo a la estructura anatémica afectada.

Con respecto a las alteraciones anatomicas, éstas se deben a la presencia de
neoplasias, traumas, malasias y estenosis traqueales. Representando estas

tltimas el 92% de las patologias de origen benigno.
Estenosis traqueal.

La estenosis traqueal se define como una disminucién anormal en el calibre de la
traguea por retraccidon cicatrizal o depdsito excesivo de tejido fibroso durante la
cicatrizacion. La estenosis traqueal constituye un verdadero problema clinico de
obstruccion de vias aéreas superiores y es originada principalmente por el
antecedente de intubaciébn orotraqueal, traqueostomia, procedimientos
endoscopicos, infecciones, tumores, factores congénitos en la respuesta de
cicatrizacion y condiciones inflamatorias cronicas, mala cicatrizacion en plastias
traqueales (5-9). La estenosis de la traguea produce signos o sintomas variables
dependiendo de la reduccion del calibre de la trdquea. La mayoria de los

pacientes pueden estar asintomaticos durante un periodo variable después del
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retiro del tubo orotraqueal o de la traqueotomia. Posteriormente se puede
presentar disnea, inicialmente con el ejercicio, después con reposo, tos, dificultad
para la eliminacion de las secreciones y estridor. El estridor, sonido de timbre alto,
penetrante, es un signo muy importante de estenosis; puede presentarse en

reposo O ejercicio, ser inspiratorio, espiratorio o combinado.

En el Instituto Nacional de Enfermedades Respiratorias (INER), como centro de
referencia para el tratamiento de la estenosis traqueal, se ha observado en los
altimos afos, un incremento dramatico en el nimero de pacientes con esta
patologia, siendo el grupo etareo mas afectado aquel en etapa mas productiva,
tanto en el sexo femenino como masculino. En la experiencia del Departamento de
Cirugia del INER, de 1984 a diciembre del 2000, se presentaron 467 pacientes
con diagnostico de estenosis traqueal por diversas causas, destacando la
secundaria a intubacién orotraqueal prolongada, el tiempo de intubacion muestra
un minimo de 6 horas hasta 78 dias como maximo, y el sitio de localizacibn méas

frecuente es el tercio superior (10).

En el Instituto actualmente la principal causa de estenosis traqueal es el
antecedente de intubacién orotraqueal (a pesar de que hoy en dia se utilizan tubos
con balones con baja presion, aunque también se presentan después de una
tragueoplastias y seguimos sin saber exactamente porque no todos los pacientes
con ese antecedente presentan estenosis traqueal, sin embargo coincidimos con
la literatura en que el factor determinante en la produccion de una estenosis
tragueal es consecuencia de la sobreproduccion o mala remodelacion de la

colagena en alguna de las fases de la cicatrizacion.
Cicatrizacion.

La reparacion de una herida es una integracion de procesos interactivos y
dindmicos, cuya secuencia se superpone en el tiempo, por lo que al proceso de
cicatrizacion se le puede dividir en tres fases: a) inflamatoria, b) Proliferativa y c)

remodelacion tisular.



Fase inflamatoria.

Se presenta inmediatamente después de la produccion de la lesion y consiste en
la formacién del coagulo o tapdén hemostatico, a través de la cascada de
coagulacion que inician los elementos formes de la sangre por dos vias
principales: la intrinseca y la extrinseca. Ambas llevan a la formacion de trombina,
enzima que transforma el fibrindgeno en fibrina y causa la coagulacion de la
sangre, también activa a las plaquetas. El fibrinbgeno y los receptores de
superficie de las plaquetas se unen y se polimerizan para formar una matriz de

fibrina, dando lugar a un trombo.

El coagulo de fibrina junto con la fibronectina proporciona una matriz provisional

para la migracion de monocitos, fibroblastos y queratinocitos.

A las 6 horas de producida la lesidn aparecen los neutrofilos atraidos por
estimulos quimiotacticos especificos. Posteriormente, suceden las interacciones
“célula-célula” y “célula-matriz”. Asi se inicia la funcion de fagocitosis de bacterias
y proteinas de la matriz por medio de la liberacion de enzimas (hidrolasas,
proteasas y lisozimas) y la produccion de radicales libres de oxigeno. Finalmente,
los neutréfilos quedan atrapados en el coagulo y se disecan con él, y los que
permanecen en tejido viable mueren por apoptosis y posteriormente son

removidos por los macrofagos o fibroblastos.

Dos o 3 dias después de la lesion, se produce el acumulo de monocitos que
reemplazan a los neutréfilos. Los monocitos de los vasos, al llegar al tejido se
transforman en macréfagos y se unen a proteinas de la matriz extracelular

mediante receptores de integrina, promoviendo la fagocitosis.

Los macrofagos cuando estan unidos a la matriz extracelular sufren un cambio
fenotipico y de células inflamatorias se transforman en células reparadoras que
liberan citoquinas o factores de crecimiento (TGF a y B, PDGF, FGF y IGF-1) con

un importante papel en la neoformacion tisular.



Fase proliferativa.

Consta de los siguientes procesos: Fibroplasia, Angiogénesis y Contraccion de la
herida.

Fibroplasia.

Los fibroblastos constituyen las células mas importantes en la produccion de
matriz extracelular. A medida que migran, los fibroblastos van depositando una
nueva matriz provisional de fibronectina y acido hialurénico. Desde el tercero al
quinto dia son estimulados por citoquinas y factores de crecimiento (TGF B,
PDGF, TNF, FGF, IL1 e IL4) para comenzar a sintetizar la matriz de colageno y
una vez que se depositd una suficiente cantidad, cesa la produccién, debido a que
el INFy y la misma matriz inhiben la proliferacion de fibroblastos y la sintesis de

colageno.
Angiogénesis.

La angiogénesis o formacion de tejido de granulacion se inicia simultaneamente
con la fibroplasia. En la proliferacion endotelial tienen un papel especial el VEGF
(factor de crecimiento vascular-endotelial) y las angiopoyetinas (Ang). La Ang 2
interactia con un receptor de las células endoteliales (Tie 2) y disminuyendo el
contacto de éstas con la matriz para favorecer la accion del VEGF. Al mismo
tiempo la disminucién de la tension de O2, estimula a los macréfagos para que

produzcan y secreten factores angiogénicos.

Se produce el reclutamiento de las células periendoteliales (pericitos y células de
musculo liso) que van a estabilizar los vasos recién formados. Este proceso se
realiza por la union de la Angl al receptor Tie 2, aumentando el contacto de éstas
con la matriz. Otros receptores celulares que intervienen son los de integrina, en

especial el avB3, esencial para la formacion y mantenimiento de los nuevos vasos.



Contraccién de la herida.

Los fibroblastos sufren una serie de cambios fenotipicos. Primero un fenotipo
migratorio, luego un fenotipo profibrético y posteriormente, alrededor del noveno

dia del proceso de cicatrizacion, adoptan el fenotipo de miofibroblasto.

La colagena neoformada se une a través de enlaces covalentes cruzados con
haces del borde de la herida. Estas uniones crean una red a través de la herida y
asi la traccion que realizan los fibroblastos a la matriz pericelular se puede
transmitir dando como resultado una contraccién coordinada. En una herida de
espesor completo hay reduccion del tamafio en un 40% respecto del tamafio

original.

El TGF B estimula la contracciébn de los fibroblastos, también intervienen la

angiotensina, las prostaglandinas, la bradiquinina y la endotelina.

En el dltimo dia de la cicatrizacién los fibroblastos inician su proceso de apoptosis,
estableciéndose una transicion de una cicatriz rica en fibroblastos y tejido de

granulacién, a una cicatriz acelular.
Remodelacién Tisular.

Comienza al mismo tiempo que la fibroplasia y continla por meses. La célula
principal es el fibroblasto que produce fibronectina, &acido hialurénico,
proteoglicanos y colagena durante la fase de reparacion y que sirven como base
para la migracion celular y soporte tisular. Al cabo de 1 afio o mas, el colageno
tipo 1l que se depositd durante la reparacion es reemplazado por el de tipo I. La
degradacion del primer colageno se debe a la accion de las metaloproteinasas de
la matriz (colagenasas, gelatinasas y estromalisinasas), cuya actividad depende
de los iones de zinc y que son estimuladas por los factores de crecimiento y por

los componentes de la matriz extracelular.

Al final del proceso la cicatriz adquiere una resistencia maxima del 70%
comparada con el tejido sano. La actividad celular disminuye y el tejido conjuntivo

cicatrizal se torna rico en colageno, pobre en células y vasos.



Regeneracion tragueal posterior a la lesion.

Los resultados de las investigaciones respecto a la reparacion traqueal “in vivo”
pueden ser dificiles de interpretar debido a la variacion en la cantidad de dafio y

por ello no existe consenso respecto a los procesos de regeneracion.

La formacion de tejido de granulacion comprende la produccion de exudado
inflamatorio, con gemacion de los capilares sanguineos y movilizacion de las
células epiteliales, que se posicionan en la superficie cruenta para facilitar su
cicatrizacion; este hecho desde un punto de vista clinico, sobre todo si se produce
de una manera exuberante, puede conducir a disminucién del calibre de la via
aérea Yy dificultad para el paso de aire. Por otra parte la retraccion inevitable en el
tejido conjuntivo cicatricial, conlleva con el tiempo a una mayor o menor estrechez

en la via aérea superior como respuesta a fendmenos reparativos (11-13).

Es importante mencionar que existen tres factores que son determinantes para la
reparacién del cartilago traqueal y son el tamafio del defecto, madurez del
cartilago y la posicion del defecto sobre la superficie. Incluso bajo condiciones
optimas la reparacién de defectos del cartilago hialino es dificil debido a su bajo
grado de division de los condorcitos en comparacion con las células que sintetizan

la colagena tipo | (tejido cicatrizal) (14).

El tejido cicatrizal traqueal estd compuesto principalmente por colagena tipo | que
se deposita como fibras de diametro largo, asi que cualquier tejido cicatrizal que
se deposita durante la cicatrizacibn del cartilago probablemente afecta las
propiedades de reparacion del tejido. Por esta razon es importante entender el
mecanismo de deposicion de tejido cicatrizal y como minimizarlo durante la

cicatrizacion del cartilago (14,15).

En resumen se puede decir que la cicatrizacion del cartilago traqueal
tentativamente es un balance entre la deposicion de colagena tipo | en forma de
tejido cicatrizal y la reparacion por la expresion de colagena tipo II, Il y

proteoglicanos, asi como la severidad de la inflamacién del sitio de lesion (14).



Colagena.

La colagena es la proteina mas abundante en el humano y es la encargada de
mantener unidas las células. Se encuentra practicamente en todos los tejidos,
principalmente en la piel, tendones, vasos sanguineos, huesos, cartilago, cornea,
humor vitreo, dientes, asi como en las membranas basales y puede llegar a

ocupar un tercio del total de sus proteinas (16).

En el cuerpo humano existen mas de veinte tipos de colagenas y aparece como
un material altamente ordenado y sus fibras se disponen de manera diferente en
cada tejido y de esta manera establecen una arquitectura que contribuye a la
resistencia y funcionamiento 6ptimo de los mismos; por ejemplo en los tendones
las fibras de colagena se disponen en forma estrictamente paralela, en los vasos
sanguineos se disponen alrededor de la pared formando redes helicoidales
elasticas por eso mantienen su forma tubular, en la piel estas fibras se entrelazan
sin mucha cohesion y se extienden en todas direcciones, en la cornea la colagena

esta tan perfectamente organizada en haces paralelos que es casi cristalino.

El conocimiento de la estructura molecular, la biosintesis, el ensamblaje y la
regeneracion de la colagena resulta de gran importancia para lograr entender
muchos pasos del desarrollo embrionario, asi como procesos patologicos ligados
con enfermedades humanas. La exploracion de la expresion y la funcion de
diferentes tipos de colagenas también contribuyen a un mejor entendimiento de
enfermedades basadas en defectos moleculares de la colagena. Ademas, la
degradacion de la esta misma y los defectos de su metabolismo son factores
importantes en el curso de enfermedades, por lo que el conocimiento de las
propiedades de los diferentes tipos de colagenas puede aportar grandes

beneficios en la terapia de estas enfermedades (17).
Estructura de la colagena.

La unidad béasica de la fibra de colagena es el mondmero de colagena, el cual
tiene la forma de varilla, de unos 300 nm de longitud y 1.5 nm de diametro. Esta

molécula estad compuesta por tres hélices polipéptidicas levogiras denominadas
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cadenas a, cada una de ellas con aproximadamente 1000 aminoacidos entre los
que sobresalen la prolina, hidroxiprolina y glicina. Estas hélices se enrollan entre si
y forman una superhélice dextrogira en la que las hélices polipeptidicas y la
superhélice de tropocolagena estan enrolladas en sentidos opuestos, la
superhélice se encarga de evitar el desenrollamiento de las tres cadenas
polipéptidicas.

La direccion de la hélice en el enrollamiento de orden superior es opuesta al giro
de las cadenas polipeptidicas individuales, con lo que se consigue una
conformacién que permite el empaquetamiento mas intimo posible entre las
multiples cadenas polipéptidicas. El estrecho empaquetamiento de la triple hélice
de la colagena proporciona una gran fuerza de tension, sin ninguna capacidad de
estiramiento. Las fibras de colagena pueden soportar hasta 10000 veces su propio

peso.
Biosintesis de la colagena.

La biosintesis de las cadenas a del tropocolagena y su ensamblaje para generar
fibras de colagena transcurre en una secuencia de etapas bien ordenadas en las
que al menos intervienen ocho enzimas especificas y varias enzimas inespecificas
que transforman las proteinas. La mayor parte de la informacion acerca de la
biosintesis y ensamblaje de la colagena proviene de estudios sobre la biosintesis
de la colagena tipo |, que probablemente sirve como paradigma para el resto de

las colagenas.
1.- Estructura de la procolagena.

Todas la colagenas se sintetizan en forma de un precursor intracelular conocido
como procolagena, la cual esta formada por polipéptidos (cadenas pro-a) que son
significativamente mas grandes que las cadenas a de las fibrillas extracelulares
(18-21).
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2.- Hidroxilacion de prolina y de lisina.

Una vez sintetizadas, las moléculas de procolagena sufren varias modificaciones
postraduccionales. Los residuos de prolina y de lisina de la molécula de
procolagena son hidroxilados para dar 4-hidroxiprolina, 3-hiroxiprolina y 5-
hidroxilisina. Estas modificaciones ocurren mientras las cadenas peptidicas aun

estan unidas a los ribosomas del reticulo endoplasmico rugoso.
3.-Glicosilacion de hidroxilisina.

Tras la hidroxilacion tiene lugar la adicion de azucares sobre los residuos de
hidroxilisina. Los principales monosacaridos presentes en las colagenas de
vertebrados son la galactosa y la glucosa (22). La glicosilacion también tiene lugar

en la luz de reticulo endoplasmico.
4.-Ensamblaje de la triple hélice.

Las extensiones peptidicas carboxilo-terminales tienes una funcion esencial en el
ensamblaje de las tres cadenas a para formar los monémeros de colagena. La
formacion de la triple hélice esta precedida por el alineamiento de los dominios
carboxilo-terminales de las tres cadenas pro-a, desde donde se inicia la formacién
de la triple hélice que progresa hacia el extremo amino-terminal a modo de

cremallera.

Las cadenas de procolagena se agrupan formando haces de tres cadenas en la

luz de las vesiculas del aparato de Golgi.
5.- Secrecién de la procolagena.

Después del ensamblaje, las moléculas de procolagena son empaquetadas en el
aparato de Golgi en granulos de secrecion y son secretadas a la matriz

extracelular.
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6.- Procesamiento de la procolagena.

Tras la secrecion, las moléculas de procolagena son procesadas. Las procolagena
peptidasas que se encentran en la matriz extracelular, eliminan las extensiones
peptidicas de los haces de procolagena, dejando soélo la triple hélice de
tropocolagena con aproximadamente 1000 residuos.

7.- Formacion de microfibrillas.

Una vez eliminadas las extensiones peptidicas se producen moléculas de
tropocolagena que se agregan para formar microfibrillas insolubles. Las fibras de
colagena inmaduras, o microfibrillas, se forman por agregacién espontanea de las
moléculas de tropocolagena en la matriz extracelular, cerca de la superficie de las
células.

8.- Formacion de entrecruzamientos y agrupacién de las microfibrillas.

La ultima parte de la sintesis de la colagena es el entrecruzamiento de las triples
hélices de tropocolagena, y la estabilizacién de las fibrillas maduras de colagena.
La reaccién que inicia la formacion de estos puentes intermoleculares es la
desaminacion oxidativa de residuos de lisina o hidroxilisisna. Los aldehidos
producidos se condensan con otros residuos de lisina, hidroxilisina o hidroxilisina
glicosailada, estratégicamente colocados, para formar enlaces al-imina o ceto-
imina que confieren a las fibrillas una alta resistencia a la tension.

El grado de entrecruzamiento de la colagena aumenta con la edad.

Las colagenas tipo I, 11, y lll forman fibrillas con estructuras similares. Sin embargo,
otras colagenas son mayores o menores y se agregan de diferentes maneras.

Tipos de colagena.

El nombre de colagena [del griego koAAa (cola) y yevvaw (engendrar)] se utiliza
como un término genérico para denominar proteinas que forman una triple hélice
caracteristica de tres cadenas polipeptidicas. Todos lo miembros de la familia de
la colagena forman estas estructuras supramoleculares en la matriz extracelular,
aunqgue su tamafo, funcion y distribucién tisular varia considerablemente. De esta
forma, se han descrito 26 tipos de colagenas genéticamente distintas.
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Por lo tanto, las colagenas pueden ser consideradas como una familia de
proteinas. La principal subclasificacion de estas se basa en los tipos “fibrilar” y “no
fibrilar’. Los colagenos fibrilares forman fibrillas caracteristicas que son
rapidamente identificadas por sus estriaciones transversales y proporcionan la
tension requerida para mantener unidos a los tejidos. La coldgena no fibrilar forma
una estructura reticular que sirve como armazén para la union de células
epiteliales y endoteliales o como una barrera de filtracion en tejidos. La diferencia
mas importante entre la colagena no fibrilar y la fibrilar es que los monémeros del
primero contienen grandes unidades globulares, lo que implica que los
monomeros de colagena no fibrilar se autoensamblan formando estructuras mas
complejas que las que se encuentran ordinariamente dispuestas en la colagena

fibrilar.

Las colagenas de los tipos I, Il y Ill son las principales fibrilares. El tipo | se
encuentra en muchos tejidos conectivos, entre los que se incluyen la piel, los
huesos, los tendones y los ligamentos. El tipo Il es el principal tipo de colagena del
cartilago hialino. El tipo 1l es menos abundante que los tipos | y Il, pero se pueden
encontrar pequefias cantidades en los tejidos que contienen el tipo |, con
excepcion del hueso y el tenddn, y representa aproximadamente la mitad de la
coldgena total en los principales tejidos del sistema cardiovascular como las

valvulas cardiacas y las principales arterias.

A pesar de la gran diversidad estructural entre los diferentes tipos de colagena,
todos los miembros de esta familia tiene caracteristicas comun: la triple hélice
dextrogira compuesta de tres cadenas a. Esta triple hélice puede estar compuesta
por tres cadenas idénticas (homotrimeros) como en las colagenas I, 1ll, VII, VIII, X
y otros, o por dos o mas cadenas diferentes (heterotrimeros) como en las

colagenas de los tipos |, IV, V, IX y XI.
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Colagenas |, II, lll, Vy Xl (Coldgenas formadoras de fibrillas).

Todos estas colagenas son similares en tamafio y se caracterizan por tener
grandes dominios de triple hélice con alrededor de 1000 residuos de aminoacidos
0 330 repeticiones Gly- X- Y por cadena. Ademas, son sintetizados como grandes
precursores, que necesitan se procesados hasta coladgenas mediante la
intervencién de las procoldgenas peptidasas. Estas coldgenas se caracterizan por
su capacidad para ensamblarse formando agregados supramoleculares altamente
orientados con una estructura caracteristica, la tipica organizaciéon de fibras
escalonadas con diametro de entre 25 y 400 nm. En el microscopio electronico, las
fibrillas se definen por un patron de bandas caracteristico con una periodicidad de
aproximadamente 67 nm (llamada periodo D) debido a la disposicién escalonada

de los mondémeros de colageno individuales.

Colagena tipo | es la mas abundante y estudiada de esta familia. Constituye mas
del 90% de la masa organica del hueso y es la principal coldgena de los tendones,
la piel, los ligamentos, la cornea y muchos tejidos conectivos intersticiales con
excepcion del cartilago hialino, el cerebro y el humor vitreo. La triple hélice de la
colagena tipo | es un heterotrimero formado por dos cadenas idénticas al (I) y una
cadena a2 (l). Las fibras helicoidales, in vivo, suelen encontrarse entremezcladas
con las fibras de colagena tipo Il (en la piel y las fibras reticulares) o colagena tipo
V (en el hueso, los tendones y la cérnea). En la mayoria de 6rganos, y
fundamentalmente en los tendones, la colagena tipo | proporciona rigidez a la
tensibn y en el hueso, es responsable de las propiedades biomecéanicas

relacionadas con la resistencia a la carga y la tension.

Coléagena tipo Il es el componente caracteristico y predominante del cartilago
hialino. En comparacién con la colagena tipo I, las cadenas de la tipo Il muestran
un contenido en hidroxilisina mayor, asi como residuos de glucosa y galactosa que
median la interaccién con proteoglicanos, otro componente tipico de la matriz del
cartilago hialino. Forma una red de fibrillas entre las que se encuentran moléculas
de proteoglicanos. Sin embargo, no es exclusivo del cartilago, donde representa

un 80% de la colagena total, ya que también se encuentra en el humor vitreo, el
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epitelio de la cornea, la notocorda, el nucleo pulposo de los discos intervertebrales
y el epitelio embrionario. La triple hélice de la coldgena tipo Il esta formada por
tres cadenas al (ll) formando una molécula homotrimérica de tamafo y
propiedades biomecanicas similares a las de la tipo I. En el cartilago también se
encuentran colagenas tipo IX y Xl, los cuales se cree que actdan limitando el
diametro de las fibrillas de coladgena tipo Il a 15-50 nm.

Colagena tipo lll es un homotrimero de tres cadenas al (lll) y estda ampliamente
distribuido en todos los tejidos que contienen colagena tipo | excepto en el hueso y
en los tendones. Es un componente importante de las fibras reticulares en el tejido

intersticial de los pulmones, el higado, la dermis, el bazo y los vasos sanguineos.
Degradacion de la colagena.

La degradacion de las moléculas de colagena se lleva a cabo por enzimas
altamente especificas conocidas originalmente como colagenasas. Estas enzimas
son parte de una familia de moléculas conocidas como metaloproteinasas de la

matriz extracelular.

Este grupo de enzimas son responsables de la degradacion de moléculas de la
matriz extracelular tales como la gelatina, los diferentes tipos de colagena, los

proteoglicanos, la laminina, la fibronectina y la elastina.
Las caracteristicas de las MMP son:

1. Son sintetizadas y secretadas por células hematopoyéticas y del tejido

conjuntivo.

2. Todas las MMPs son proteinas y sus secuencias de aminoacidos
determinadas de sus cDNA, revelan que estan constituidas por un
predominio, responsable de mantener su latencia enzimatica; un dominio
catalitico, el cual se cree ser el sitio de union del zinc; y un dominio

carboxiterminal.

3. Su actividad enzimatica es mayor a pH cercano a la neutralidad
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4. Su mecanismo catalitico es dependiente del zinc y calcio
5. Se secretan en forma de zimdgeno

6. Los zimoOgenos pueden ser activados por proteasas o0 por

organomercuriales

7. La regulacién de las MMPs ocurre no sélo a nivel de expresion genética,
sino también extracelularmente, después de su secrecion, por inhibidores
especificos. El principal es el inhibidor tisular de metaloproteinasas (TIMP)
(23).

Tratamiento de las estenosis tragueales.

El tratamiento de las estenosis traqueales es variado siendo el Standard de oro la
tragueoplastia con anastomosis termino terminal sin embargo se han practicado
diversos procedimientos como las dilataciones con balén o canulas, la colocacion
de los distintos tipos de férulas intratraqueales (silastic 0 metélicas expandibles) y
la permeabilizacion con laser, pero desafortunadamente estas han sido solamente
de tipo paliativo (5,6,24).

Se estima que el porcentaje de reestenosis traqueal posterior a un procedimiento

de traqueoplastia con anastomosis termino terminal varia entre el 5%-20% (25).

Otra alternativa de tratamiento que se ha utilizado es la aplicacion de farmacos
como los esteroides, mitomicina C (MC), antiinflamatorios no esteroides y agentes
latirogenos, con el fin de modular el proceso de cicatrizacion y prevenir la

formacion de una cicatriz excesiva (26-28).

En el departamento de cirugia experimental del INER se ha utilizado con éxito el
acido hialurénico (AH), la colagena polivinil pirrolidona y la combinacion de ambos

en diferentes protocolos experimentales.

El AH es un componente de la matriz extracelular de la herida fetal, el cual modula
la fibrogénesis de colagena durante el proceso de cicatrizacion de las heridas

fetales (29) y favorece la regeneracion, asi como la reparacion tisular con menor
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inflamacion y fibrosis. Este medicamento ha sido usado con buenos resultados
para la disminucion de procesos fibroticos en el tratamiento de la osteocondritis de
rodilla (30), regeneracion de las heridas de la mucosa nasal (31), para prevenir la
formacion de adherencias intrabdominales postquirargicas (32) y como expansor
tisular en la piel (33). También se ha observado en estudios experimentales que
este medicamento evita las estenosis traqueales (13).

La colagena polivinil pirrolidona (CPVP) es un farmaco que existe en forma de
esponja e inyectable y esta constituido por una mezcla de colagena porcina tipo |
irradiada con rayos gamma Yy polivinil pirrolidona (CPVP), el cual tiene actividad
fibrinolitica y actia como remodelador de procesos fibrosos debido a que inhibe la
expresion de moléculas de adhesion (ELAM-1, VCAM-1), asi como de citocinas
proinflamatorias y fibrogénicas (IL-1B, TNF-a, TGF-1B y PDGF-AB) (34).
Clinicamente la aplicacion intralesional semanal (vida media del farmaco) del
medicamento ha tenido éxito para el tratamiento de cicatrices queloides e
hipertroficas, fibrosis dérmicas y de tendones, ya que disminuye el volumen de la
cicatriz, desaparece el infiltrado inflamatorio y restablece la arquitectura normal de
la cicatriz tratada (35,36). Experimentalmente se ha observado que disminuyen las
adherencias intraabdominales (37) y su uso postraqueoplastia sola o en
combinacion con el AH disminuye la cantidad de coladgena formada por gramo de
tejido traqueal en el sitio de la anastomosis y provoca que la consistencia del tejido

tragueal sea mas firme que la del tejido normal (32,38,39).

Aunque en la literatura se ha reportado que tanto la mitomicina C como los
esteroides, AH y CPVP disminuyen la cantidad de colagena formada por gramo de
tejido traqueal, hasta la fecha no se ha reportado el tipo de colagena que se
expresa en la cicatriz traqueal después de su aplicacion, lo cual podria ser un
aspecto importante para establecer nuevas alternativas de tratamiento para
bloquear la deposicion de estas y evitar las estenosis tragueales

postraqueoplastia.
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II. JUSTIFICACION.

La cicatrizacidbn de lesiones traqueales dependen de un balance entre la
deposicion de colagena tipo | en forma de tejido cicatrizal, la reparacion por la
expresion de colagena tipo I, lll y proteoglicanos, sin embargo en ocasiones la
expresion de la primera llega a ser superior que la I, lo que provoca estenosis
traqueal. En la literatura se ha reportado que el AH, CPVP y la MC, disminuyen las
estenosis traqueales y reaccién inflamatoria; sin embargo en ningun estudio se
menciona el efecto de estos sobre la expresion de los diferentes tipos de colagena
de la cicatriz traqueal. En este trabajo se propuso estudiar los tipos de colagena
que se expresan después aplicar diferentes moduladores de la cicatrizacién en un

modelo experimental canino postraqueoplastia.

l1l. HIPOTESIS.

El AH, CPVP y la MC son moduladores de la cicatrizacion que disminuyen la
formacién de cicatrices fibroticas, por lo que se puede pensar que la aplicacién de
éstos después de realizar una traqueoplastia en perros, evita al 100% la expresiéon
de la colagena tipo | en la cicatriz traqueal y con esto las estenosis traqueales

postquirdrgicas.
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IV. OBJETIVO GENERAL.

Tipificar la coldgena formada en la cicatriz de una traqueoplastia después de la
aplicacion de AH, CPVP, MC y una mezcla de AH-CPVP en un modelo

experimental canino.

V. OBJETIVOS ESPECIFICOS.

- Valorar la presencia de colagena tipo I, Il y Il formada en la cicatriz de una
tragueoplastia después de la aplicacion de AH, CPVP y MC en un modelo

experimental canino.

- Valorar los cambios endoscopicos que sufre la anastomosis traqueal post

aplicacion de AH, CPVP y MC, después de realizar una traqueaoplastia en perros.

- Evaluar los cambios macroscépicos y microscopicos producidos por el AH, CPVP

y MC sobre la cicatriz formada, después de realizar una traqueoplastia en perros.

- Determinar la cantidad de colagena formada en la traquea, postragueoplastia, en
perros tratados AH, CPVP y MC.
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VI. MATERIAL Y METODOS.
Animales de experimentacion.

Se utilizaron 36 perros mestizos, sanos, sin importar el sexo o la edad, con un
peso entre 15 y 18 Kg. Todos los animales fueron tratados de acuerdo a las
Especificaciones Técnicas para el Cuidado y Uso de Animales de Laboratorio de
la Norma Oficial Mexicana (40) y de la Guide for the Care and Use of Laboratory

Animals de los Estados Unidos (41).
Criterios de inclusion.

Se incluyeron perros clinicamente sanos, que no presentaron antecedentes de
alguna enfermedad respiratoria desde su llegada al bioterio del INER”ICV” y antes

de que se les realizara la cirugia.
Criterios de exclusion.

Los animales con datos clinicamente patoldgicos a su llegada al INER’ICV” 'y
previos al procedimiento quirirgico o con antecedentes de alguna cirugia de

cuello, fueron excluidos del estudio.
Criterios de eliminacion.

Todo animal que presento signos clinicos de cualquier patologia que no fuera

provocada por el procedimiento quirargico, fue eliminado.
Grupos de Estudio.
Los animales fueron divididos en 6 grupos de estudio:

Grupo | (n=6): Reseccion de tres anillos traquéales cervicales y tragueoplastia

convencional con aplicacién intraluminal de solucién fisiolégica.

Grupo Il (n=6): Resecciéon de tres anillos traquéales cervicales y traqueoplastia
convencional con aplicacion intraluminal de fosfato sodico de betametasona
(FSB).
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Grupo lll (n=6): Reseccién de tres anillos traquéales cervicales y traqueoplastia

convencional con aplicacién intraluminal de acido hialurdnico.

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

convencional con aplicacién intraluminal de colageno polivinil pirrolidona.

Grupo V (n=6): Reseccion de tres anillos traquéales cervicales y traqueoplastia
convencional con aplicacién intraluminal de acido hialurénico mas colageno

polivinil pirrolidona.

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

convencional con aplicacién intraluminal de mitomicina C

Anestesia.

Los animales se prepararon con 24 horas de ayuno para solidos y 12 horas para

liquidos.

La anestesia en todos los grupos de estudio se indujo con hidrocloruro de xilacina
(Rompun, Bayer) a dosis de 0.1 mg/Kg. y 6 mg/kg. de propofol (Recofol, PISA) via
intravenosa (IV) mezclados en la misma jeringa e inmediatamente después se les
aplicé dipirona (Metamizol Sédico-Nondol-Sector Salud) a dosis de 28 mg/Kg. IV
como analgésico (42).

Una vez anestesiados, los animales se colocaron sobre la mesa de cirugia en
posicién decubito dorsal y se intubaron con una sonda orotraqueal con globo Rush
México D.F. de alto volumen y baja presién medidas entre 5y 7 Fr dependiendo
del tamafio del perro, la cual se conectdo a un ventilador de volumen (Harvard
Apparatus, Boston MA, USA) con un vaporizador (Isotec 3 Ohmeda) y la anestesia
se mantuvo con Isofluorano al 1.5%. Todos los animales se ventilaron con un
volumen corriente de 10 ml/Kg, una fraccién inspirada de oxigeno (FiO;) de 100%
y 20 respiraciones por minuto, durante todo el procedimiento quirdrgico sus signos

vitales se vigilaron con un monitor para electrocardiografia (Datascope Passport).
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Técnica quirdrgica.

Se realiz6 una incision media en la region cervical ventral, se disecé el tejido
celular subcutaneo y platisma hasta llegar a los mdusculos infrahioideos
(esternohioideo y esternotirohioideo) los cuales se separaron en la linea alba
hasta llegar a la traquea, esta se disec6 en toda su circunferencia (Figura 1) y se
resecaron tres anillos traqueales a nivel medio de la traquea cervical ( 3°, 4°y 5°
anillos) (Figura 2 y 3), se introdujo una canula orotraqueal en la porcion distal de la
traguea para mantener la ventilacion y finalmente se realizé anastomosis término
terminal con material absorbible 3 ceros (PDS, Ethicon, New Jersey USA) con
puntos separados (Figura 4). Terminada la traqueoplastia se cerré por planos sin
dejar drenaje. A todos los animales se les administré antes de la cirugia y durante
5 dias enrofloxacina (5 mg/Kg) (Baytril, Bayer, Leverkusen, Germany)
intramuscular y metamizol soédico (28 mg/Kg) (Metamizol sddico, Pisa
agropecuario S.A. de C.V. Tula, Hidalgo, México) IM como analgésico trans y

postquirdrgico (42).
Tratamiento.

En los grupos |, lll, IVy V, el tratamiento se aplicé inmediatamente después de la
cirugia y cada semana durante 3 semanas, en el resto de los grupos (Il y VI) el

tratamiento Unicamente se aplicé durante el procedimiento quirdrgico.

Para la aplicacion del tratamiento en los grupos I, lll, IV y V, todos los animales
fueron sometidos a anestesia general y mediante endoscopia se les instil6 el
farmaco en el sitio de la anastomosis (Figura 5). En los animales del grupo | se
instilaron 3 mililitros de solucion fisiologica. En el grupo Il se instilo 2ml (8mg) de
fosfato sodico de betametasona en la mucosa traqueal. En el grupo Il se instild
15 microgramos de &cido hialurénico diluidos en 3 ml de agua destilada (dosis
usada para evitar adherencias intraabdominales y estenosis uretrales e
intestinales y para prevenir las estenosis traqueales) (13). Los animales del grupo
IV recibieron 28.2 mg de CPVP (que es la dosis utilizada para los problemas de

piel y tendones y experimentalmente en estenosis traqueales crénicas) diluidos en
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3 ml de solucién salina al 0.9% (SSF) (38,43). Mientras que en el grupo V se
instilaron una combinacion de AH y CPVP a la dosis antes mencionada (39). En
los animales del grupo VI se instilaron directamente sobre ambos extremos de la
traguea resecada (antes de llevar a cabo la anastomosis) 1.2 mg de mitomicina C,
diluidos en 3 ml de SSF (dosis utilizadas para las estenosis traqueales) y 5
minutos después de haber sido instilada, la traguea fue lavada nuevamente con
SSF (5).

Evaluacion.
Clinica.

El estudio tuvo una duracion de 4 semanas y se realizd evaluacion clinica diaria
durante la primera semana posquirldrgica y cada tercer dia, durante 3 semanas
restantes del estudio. Se evalué el grado de disnea de acuerdo a una escala
modificada a la utilizada por la Medical Research Council (44), la cual se basa en
la severidad de ésta: 0= sin dificultad para respirar después de correr, 1= dificultad

para respirar después de correr, 2= dificultad para respirar en reposo.

Endoscopica.

En todos los animales se realizdé evaluacion visual directa de la anastomosis
tragueal mediante traqueoscopia, previo a la cirugia y cada tercer dia durante todo
el tiempo de estudio. En esta se evalu6 el estado de la anastomosis, asi como la
presencia 0 no de estenosis. Los procedimientos se videograbaron con una
videocassetra VHS. La presencia de estenosis se valoré de acuerdo a la escala
descrita La presencia de estenosis se valorard de acuerdo a la escala descrita por
Freitag y col. (45): Grado 1 = 0 — 25 % estenosis, Grado 2 = 26 — 50 %. Grado 3 =
51 - 75y Grado 4 = 76 — Luz no detectable.
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Macroscopica.

Una vez transcurridas 4 semanas postcirugia los animales fueron sometidos a
eutanasia con sobredosis de pentobarbital sodico (Anestesal) (42) y se realiz6

evaluacion macroscopica y microscopica de la anastomosis.

Macroscopicamente se revisG el estado de la anastomosis, la cicatrizacion
extraluminal, la presencia de dehiscencia, infeccion, asi como la formacién de
fistulas. Para evaluar el estado de la mucosa, el lumen vy la cicatriz de la traquea,
se retird el segmento anastomosado y se incidié por la parte membranosa de la
trAquea para evaluar la estenosis y tipo de cicatriz formada.

Microscopica.

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

fibrosis.

Bioguimica.

En la evaluacién bioquimica se determiné la concentracién de hidroxiprolina por
gramo de tejido traqueal. La determinacion se realizé por el método de Woessner
(23,46) en dos muestras de la misma traquea, la primera de ellas se tomo
inmediatamente después de la traqueoplastia, mientras que la segunda muestra
se tomd cuando el estudio concluyé. Las muestras se colocaron cada una dentro
de un vial que se pesé previamente, inmediatamente después de colocar la
muestra se obtuvo el peso “mojado” y posteriormente se mantuvo en una estufa a

80°C hasta que se pudo obtener el peso “seco” de las muestras.
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Obtenido el peso “seco”, las muestras se hidrolizaron con acido clorhidrico 6N
(J.T.Baker) durante 36 horas. Transcurrido este tiempo, las muestras se filtraron y
se colocaron en una evaporadora hasta eliminar el exceso de acido clorhidrico. El
residuo obtenido, se llevo a pH de 7.0 y se aforo a un volumen de 10 ml con agua
destilada, de esta ultima dilucién, se tom6 una alicuota de volumen variable de
acuerdo con cada una de las muestras y se determiné la concentracién de

hidroxiprolina presente en la muestra.

Para realizar la determinacion de hidroxiprolina, se prepard una curva estandar
gue contenia 1 mg de hidroxiprolina/1 ml de agua (SIGMA,Co), se ajusto para la
preparacion de los estandares de hidroxiprolina en concentraciones de 200, 400,
600, 800 y 1000 ul de hidroxiprolina y se incluyé un blanco que contenia agua
destilada. Posteriormente, en todos los tubos se adicion6: 1 ml de cloramina T
(SIGMA Co) 0.05M disuelta en metilcelosolve (SIGMA Co), agua y amortiguador
de fosfatos pH 6.0, 1 ml de acido perclérico 3.0N (J.T. Baker), 1 ml de solucion de
paradimetilaminobenzaldehido (SIGMA Co) al 20% en metilcelosolve. El ensayo
se incubd durante 20 minutos a 60°C y concluido el tiempo de incubacion, se
obtuvo la absorbancia de cada muestra, para esto se utiliz6 un espectrofotometro

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

Determinacion de los tipos de colagena.

La determinacion de los tipos de colagena se llevo a cabo mediante
inmunohistoquimica en anillos traqueales tomados durante la cirugia
(pretratamiento) y al final del estudio,(postcirugia), estos anillos traqueales se
procesaron como para histologia, se les realizaron cortes de 3 micras y se
montaron en las laminillas silanizadas, posteriormente se desparafinaron durante
20 minutos a 80 °C y se deshidrataron mediante transferencia en xilol 5 minutos a
alcohol absoluto durante 1 min., después se colocaron en la camara de
recuperacion de antigenos con buffer de citratos pH: 6. Inmediatamente se

colocaron en bafio Maria durante 30 minutos, se dejo enfriar y se lavaron con
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TBST 3 veces por 3 minutos. La peroxidasa enddgena se removié con suero
blogueador y peréxido de hidrogeno durante 10 min., se lavo nuevamente con
TBST. Una vez eliminada la peroxidasa endogena, la determinacién se realiz
utilizando el sistema Biotina-Streptavidina-peroxidasa, (Vectastain Universal Quick
Kit, Burlingame,CA), las secciones de tejido fueron incubadas con el anticuerpo
primario para cada colagena diluido en un buffer (suero bloqueador) durante 24
horas a 4°C, pasado este tiempo las laminillas fueron lavadas nuevamente con
TBST 3 lavados de 3 minutos cada uno y se procedio a la incubacién con el
segundo anticuerpo biotilinado universal (Vectastain Universal Quick Kit,
Burlingame,CA) 10 minutos, lavandose al final 3 tiempos 3 minutos cada tiempo,
fueron incubadas con streptavidina/peroxidasa (Vectastain Universal Quick Kit
Burlingame,CA) por 10 minutos y se lavaron como ya se describié, se utilizd
AminoetilCarbazol (AEC substrate Pack Biogenex, San Ramoén CA, USA) como
revelador durante 5 minutos y finalmente se trataron con Hematoxilina para virar el

contraste.

La expresion del tipo de colagena se evalud utlizando un método
semicuantitativo basado en el grado e intensidad de la expresion de las mismas:
Grado 0: Sin expresion, Grado |: Expresion leve solo en algunos focos de la
trAquea con tincién débil, Grado Il: Expresion y tincibn moderada en mas del
tejido y Grado lll: Expresién y tincion severa en toda la extension del corte.

El analisis estadistico del grado de disnea, estenosis, inflamacion, fibrosis y
tipificacion de la colagena se llevdé a cabo con la prueba de Kruskall-Wallis,
mientras que para la determinacién cuantificacion de la colagena se realiz6
mediante las pruebas de ANDEVA y Tukey Kramer. Los valores de p<0.05 fueron

considerados como significativos.
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VII. RESULTADOS.
Hallazgos clinicos.

Todos los animales sobrevivieron al procedimiento quirdrgico y al tiempo de
estudio establecido sin ninguna diferencia clinica importante. Solamente 3 (50%)
animales tratados con SSF (grupo |) mostraron estridor al ladrido, sin que éste

afectara su ventilacion.

Hallazgos Endoscopicos.

En todos los casos se observd cicatrizacion de los bordes de la anastomosis

traqueal a los 7 dias posteriores al procedimiento quirargico.

El 100% de los animales del grupo | (SSF) (Figura 6), y VI (MC) (Figura 7),
mostraron la mucosa traqueal edematosa e hiperémica durante las 2 primeras
semanas del estudio y desapareci6 en la tercera semana, solo se mantuvo asi en
un animal tratado con SSF hasta el final del estudio. En los grupos Il (FSB) (Figura
8), Il (AH) (Figura 9) y IV (CPVP) (Figura 10) la mucosa se observé de esta
manera durante los primeros 5 dias, mientras que en el grupo V (Figura 11) solo
durante los primeros 3 dias postcirugia, en estos animales la trdquea se observé
de apariencia normal a la segunda semana postragueoplastia.

Tres animales (50%) del grupo | mostraron estenosis grado Il de la anastomosis, 2
en la segunda semana y 1 en la tercera, la cual permanecié hasta el final del
estudio, durante la traqueoscopia se pudo observar que el tejido que producia la
estenosis era de consistencia firme, dificiles de atravesar con el endoscopio y
tendian a sangrar al intentar pasar este instrumento. Solo un animal (16.7%) del
grupo 1l desarrollo estenosis grado | de la anastomosis a la segunda semana
postcirugia, la cual era laxa y permitia el paso del endoscopio sin dificultad. En
todos los animales que no desarrollaron estenosis, una vez que desaparecieron el
edema y la hiperemia mostraron una evolucién endoscoépica satisfactoria hasta el

final del estudio.
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Al correlacionar la evolucion endoscoépica dentro de cada grupo y entre grupos, se
pudo observar que las traqueas a las que se les aplico SSF presentaron mayor
porcentaje de estenosis (Kruskall-Wallis p<0.05).

Hallazgos Macroscopicos.

Al final del estudio, macroscopicamente en ningan grupo se observo dehiscencia,
infeccion o fistulas. En todos los grupos, la anastomosis estaba bien cicatrizada.
En el 100% de los animales del grupo | se observé presencia de abundante tejido
fibroso de consistencia firme. En los grupos Il, Il (Figura 12), IV (Figura 13) y VI
(Figura 14) en todos los perros se aprecié desarrollo de tejido fibroso moderado de
consistencia laxa, asi como la presencia de aparentes vasos de neoformacion a
nivel de la anastomosis, tanto sobre el cartilago como sobre la mucosa traqueal.
Ademas en el grupo V (Figura 15) se observé desarrollo de tejido fibroso
moderado pero de consistencia firme, asi como vasos de neoformacion tanto en la
mucosa como en el cartilago del segmento tragueal anastomosado. Ademas en
los animales tratados con la mezcla de AH-CPVP (grupo V) el sitio de la
anastomosis se palpo de una consistencia muy firme (duro).

Hallazgos Microscoépicos.

Histologicamente en todos los casos (100%) del grupo | se observd fibrosis,
caracterizada por la formacidbn de nuevas fibras de colagena gruesas y
desordenadas, 2 de estos animales (33.3%) presentaron inflamacion leve en la
lamina propia. Los otros 4 animales (66.6 %) en todas las capas de la trAdquea,
mostraron inflamacién severa a base de linfocitos, con presencia de células
gigantes a cuerpo extrafio en la zona de las suturas (Figura 16).

Los animales del grupo Il, presentaron fibrosis moderada a base de fibras de
colagena gruesa y bien organizada, en todos los casos el cartilago se observo
con desorganizacion de sus estructuras histologicas. Ademas, cinco (83.3%) de
los seis perros operados desarrollaron inflamacion moderada a base de linfocitos
en la zona de las suturas, un animal (16.6%) mostré una inflamacién severa a
base de neutrdfilos en la zona de sutura.
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En los animales del grupo tratado con AH (grupo lll), 4 perros (66.6 %) mostraron
desarrollo de nuevas fibras de colagena densa, delgada y bien organizada, asi
como fibras elasticas, también presentaron reaccion inflamatoria leve en la
submucosa serosa y lamina propia de la trdquea (Figura 17), en dos de éstos
perros (33.3%) se observdé hemorragia en el epitelio y lamina propia. Ademas un
animal de este grupo (16.6%), se presento reaccion inflamatoria intensa a base de
linfocitos en todas las capas de la traquea, con reaccion granulomatosa al material
de sutura y formacion de fibras de colagena gruesas y desordenadas.

Los estudios histolégicos de los 6 animales (100%) del grupo IV (CPVP)
mostraron depodsitos de nuevas fibras de colagena gruesas y bien organizadas,
vasos de neoformacion y hemorragia de la serosa, el 33% de estos animales (n=2)
desarrollo una reaccion inflamatoria leve a base de linfocitos en la lamina propia,
ademas 1 perro (16.6%) mostré fibrosis en la serosa (Figura 18).

En todos (100%) los animales del grupo V, se observo el desarrollo de fibras de
coldgena bien organizadas, delgadas y fibras elasticas con poco desarrollo de
vasos de neoformacién (Figura 19). En cuatro animales (66.66%) todas las capas
de la traquea mostraron abundante inflamacién con infiltrado de linfocitos.

Los 6 animales (100%) del grupo VI mostraron buena cicatrizacion, caracterizada
por pocas fibras de colagena, delgadas y bien organizadas. El cartilago traqueal
se observd normal a excepcién de la zona en la que se llevé a cabo la
anastomosis (Figura 20), la cual mostr6 degeneracion del mismo. También se
apreciaron zonas de pérdida del epitelio en el sitio de la anastomosis. En todos los
casos se desarrollo inflamacion minima a base de linfocitos en la zona de las
suturas.

Hallazgos Bioquimicos.

Al cuantificar bioquimicamente la cantidad de coldgena por mg de tejido traqueal
se observé que en los grupos | (SSF), Il (FSB) y lll (AH), esta se incremento
después de la traqueoplastia, sin embargo este incremento solo fue significativo
en el grupo | (Andeva p< 0.05, Tukey/Kramer p< 0.05) (Cuadro 1).



30

En los grupos IV (CPVP) (Andeva p< 0.05, Tukey/Kramer p< 0.01) V (AH-CPVP) y
VI (M C) (Andeva p< 0.05, Tukey/Kramer p< 0.01), la cantidad de colagena
formada poscirugia y postratamiento disminuyo significativamente en comparacion
con sus anillos controles (Cuadro 1).

Al comparar entre grupos, todos los grupos (I, 1ll, IV Andeva p< 0.01,
Tukey/Kramer p< 0.05) (V y VI Andeva p< 0.001, Tukey/Kramer p< 0.01) formaron
menos colagena después de la cirugia que el grupo | (Cuadro 1).

Al final del estudio no se observo diferencia en la cantidad de coldgena formada
entre los grupos V y VI (p=NS), sin embargo estas mostraron disminucion
significativa al compararla con la del grupo IV (Andeva p< 0.001, Tukey/Kramer p<
0.001) (Cuadro 1).

Hallazgos inmunohistoquimicos.

Con respecto a la tipificacién de la coldgena, en las muestras prequirdrgicas de
todos los grupos se observé que en 13 animales (3 del grupo |, 3 del 1l, 2 del 1lI, 3
del IV y 2 del VI) hubo expresion leve y en 1 moderada (1 del grupo IV) de
colagena tipo I, los 22 perros restantes no la expresaron; sin embargo al comparar
entre grupos y dentro de cada grupo no se presento ninguna diferencia (p= 0.194
ANDEVA).

Al comparar el pre y post operatorio se observo incremento de leve a moderado en
la expresion de la colagena tipo | en los grupos | y IV (p < 0.01 ANDEVA, Tukey).
Mientras que en los grupos Il, Il y VI la expresion de esta disminuye de forma leve
(p < 0.01 ANDEVA, Tukey) (Grafica 1). En el grupo V se mantuvo igual ya que
ningun animal expreso esta colagena

Al confrontar entre grupos la expresion de colagena tipo | al final del estudio se
observo que los animales tratados con AH, AH-CPVP y MC mostraron menor
expresion ya que solo 1 animal del grupo Il (AH) y 1 del VI (MC) esta pudo ser
observada de forma leve (p< 0.005 ANDEVA) (Figura 21) en comparacion con los
otros grupos de estudio en los que se expreso en todos los casos de forma leve a
moderada (Grafica 2).
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En las muestras de traquea tomadas antes de la cirugia se observo que en la
coldgena tipo Il se expreso de manera leve en 15 casos (2 del grupo |, 2 del 1I, 1
del lll, 4 del IV, 4 del V y 2 del VI), en los 21 animales restantes no hubo expresion
de esta (p= 0.435 ANDEVA).

Al valorar la expresion de colagena tipo Il pre y postratamiento se aprecio que en
el grupo I y Ill no se modifico. En los grupos II, IV y VI se incremento sin embargo
esto solo fue significativo en los grupos Il y VI (p= 0.002 ANDEVA), mientras que
en los animales del grupo V la expresion de esta disminuyo en comparacion con
sus valores basales (p= 0.05 ANDEVA) (Grafica 3).

Al final del estudio, se observé que la colagena tipo Il no se expreso en 4 casos
del grupo de SSF, 5 del grupo AH y 4 del AH-CPVPV (Figura 22), lo cual fue
significativo (p < 0.001 ANDEVA, p< 0.01 Tukey) al compararlo con los otros
grupos (FSB, CPVP y MC) en los que se expreso de forma leve con excepcion de

un animal del grupo Il en el que se presento de forma moderada.

En los anillos traqueales controles, la colagena tipo Il se expreso de forma severa
en 21 animales (2 del grupo I, 2 del Il, 4 del lll, 6 del IV, 6 del V y 1 del VI),
moderada en 10 (2 del grupo |, 2 del I, 2 del lll y 4 del VI) y leve en 4 casos (2 del
grupo |y 2 del 1), solo en un animal no se expreso. Tampoco al comparar entre
grupos y dentro de cada grupo no se observo diferencia significativa (p= 0.63
ANDEVA) (Grafica 5).

Al analizar la expresion pre y postratamiento de la colagena tipo Ill, nos
percatamos se expreso en todos los casos de grado moderado a severo. Aunque
al final del estudio al comparar entre grupos se observo que esta colagena se
expresa de forma moderada en los animales tratados con FSB, AH, AH-CPVP y
MC, a diferencia de los tratados con SSF y CPVP (Figura 23) en los que se
expresa de forma severa (p < 0.001 ANDEVA, p< 0.005 Tukey) (Grafica 6).
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VIIl. DISCUSION.

El tejido dafiado se repara mediante la deposicion de colagena, remodelacion de

la colagenay la formacién de una cicatriz.

El manejo de las estenosis traqueales es uno de los problemas mas dificiles de
resolver para el cirujano de térax y cuello, debido a que la formacién de una
cicatriz desproporcionada y la reestenosis son complicaciones de la cicatrizacion
traqueal (47-50).

La adecuada cicatrizacion traqueal se presenta por un balance entre la deposicién
de colagena tipo |, expresion de colagena tipo Il, lll y proteoglicanos, asi como con
una respuesta inflamatoria moderada (14), por lo que se puede pensar que el
alterar el grado de inflamacién de sitio de lesion y la expresion de los diferentes
tipos de colagena durante la cicatrizacion tragueal, permitird una adecuada
homeostasis entre ellas y la formacién de una cicatrizacibn que no provoque

estenosis traqueal.

Para prevenir las estenosis tragueales se han realizado diversos estudios
experimentales como clinicos en los que se han aplicado diferentes farmacos
como los esteroides, mitomicina C (MC), AH, CPVP y AH combinado con CPVP,
con el fin de modular el proceso de cicatrizacién y prevenir la formacion de una
cicatriz excesiva (13,26-28,38,39,43) y se ha observado que estos disminuyen el
grado de inflamacion, fibrosis, cantidad de colagena formada por gramo de tejido
tragueal, sin embargo en ninguno de ellos se describe el tipo de colagena que se

expresa en la cicatriz traqueal después de su aplicacion postraqueoplastia.

En este trabajo se describe el efecto de la aplicacion de AH, CPVP, MC y una
mezcla de AH-CPVP sobre la cicatrizacion traqueal y tipo de colagena que se

expresa en esta, después de realizar una traqueoplastia en perros.

Los hallazgos clinicos y endoscoépicos de todos los perros de este estudio
mostraron que en todos los casos se presento cicatrizacion traqueal, sin embargo,

la cicatrizacién observada endoscépicamente en los animales de los grupos Il, I,
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IV 'y V desde la primer semana no mostro signos de inflamacion a diferencia de la
del grupo control y MC, debido a que la respuesta inflamatoria de las heridas
traqueales disminuye en presencia de FSB, AH, CPVP y la mezcla de AH-CPVP,
ya que éstos favorecen la proliferacion de células que producen un infiltrado
inflamatorio monocelular, el cual disminuye el proceso inflamatorio agudo, local y
periférico en el caso del AH (13) y la CPVP (29,50,38,39,43,51), mientras que el
esteroide estabiliza la pared celular, disminuye el edema y previene la migracion
de macrofagos (52), supresion de la proliferacion de fibroblastos (53) o la
inhibicién de la sintesis de colagena o colagenasa. Sin embargo en los grupos en
los que se aplico SSF y la mitomicina C, la mucosa se encontré edematizada por 2

semanas, porque este farmaco no tiene efecto antiinflamatorio agudo (49).

Lo observado macroscopicamente en este estudio, coinciden con los reportados
por otros autores (27,30-32,37,53-59) que mencionan que el desarrollo de
cicatrices menos fibréticas y laxas formadas en los animales del grupo I, 1lI, IV, V
y VI se produjeron porque todos estos farmacos durante la inflamacion que es
parte del proceso de cicatrizaciébn disminuyen la produccion de colagena y
restablecen la arquitectura normal del tejido tragueal permitiendo una mejor
organizacién de los fibroblastos en el caso del AH y CPVP, mientras que los
esteroides y la MC puede deberse a que inhiben la proliferacion de los
fibroblastos, asi como la produccién y migracion de la matriz extracelular (5,49).

La inflamacion severa con presencia de linfocitos observada microscopicamente
en los animales del grupo | indica que todavia se esta presentando un proceso de
inflamacion crénica, ya que estas células aparecen en las fases tardias de la
inflamacion y esto sugiere que la aplicacion del FSB, AH y la CPVP disminuyen la
respuesta inflamatoria. Estos hallazgos coinciden con los de otros autores que
mencionan que en presencia de éstos medicamentos se disminuye la inflamacion.
Estos hallazgos coinciden con los de otros autores que menciona que los
mediadores inflamatorios del sistema inmune se asocian a la reparacion de los
tejidos y que los linfocitos (esencialmente los T), tienen un papel muy importante

en la regulacién de la cicatrizacién del adulto principalmente en la modulacion de
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la fibrosis (52,54,55,60-66). Aunque en este estudio no se observo que la MC
disminuyera la inflamacion durante el mismo tiempo que los otros medicamentos,
en los estudios histolégicos se aprecio que esta tiene efectos antiinflamatorios a
largo plazo (4 semanas), sin embargo no existen estudios que reporten estos

hallazgos.

Las células gigantes a cuerpo extrafio que se observaron en la zona de las suturas
de un animal del grupo I, es una respuesta de inflamacion crénica granulomatosa,
al material de sutura que provoco la fusion de los macréfagos que fueron a
digerirlo y por eso se formaron las células gigantes a cuerpo extrafio (50,60,67-
69).

En lo que respecta al desarrollo de fibras de colagena bien organizadas en los
animales de los grupos I, lll, IV, V y VI sugiere que éstos ordenan y adelgazan las
fibras de colagena y restablecen la arquitectura normal del tejido traqueal, porque
durante el proceso de reparacion disminuyen la inflamacion y la produccién de
colagena (29,33,38,39,43,49,51,70,71). Mientras que la mitomicina C aln no se
sabe cual el mecanismo exacto por el cual disminuye la fibrosis, algunos autores
sugieren que tiene un efecto similar a la de los agentes alquilosantes, ya que
produce uniones cruzadas de DNA e inhibe la sintesis de RNA y de colagena.
También se menciona que hay evidencias que sugieren de que su actividad
antifibroblastica es porque la reduccion de la actividad de los fibroblastos esta
mediada por apoptosis en la cual se produce la muerte programada del mismo, en
la que células apoptdticas muestran una caracteristica morfolégica que incluye
condensacion del ndcleo y citoplasma, fragmentacion nuclear y derrame
citoplasmico con la membrana celular intacta (5), ademas de producir migracion
de la matriz extracelular. En este estudio la disminucion en la fibrosis traqueal

coinciden con los reportados por otros autores (5,49,72,73).

La evaluacion bioquimica mostré que tanto la CPVP, la mezcla AH-CPVP vy la
mitomicina C disminuyen de manera importante la cantidad de colagena
desarrollada por mg de tejido en comparaciéon con los grupos de SSF y FSB, esto

puede explicarse porque el tratamiento con estos farmacos disminuyen la
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inflamacion y la formacion de fibras de colagena y coincide con los hallazgos
observados por otros autores al realizar estudios de cicatrizacion en otros tejidos

y diferentes modelos experimentales y clinicos (5,13,43,49,51,71).

En este estudio se observd la expresion de colagena tipo | en los anillos
tragueales sin tratamiento porque este tipo de colagena se encuentra presente en
todos los tejidos conjuntivos; sin embargo cuando hay una lesion esta se expresa
durante la fase de maduracion y remodelado de la cicatriz (74). La mayor
presencia postratamiento de colagena tipo | en los grupos tratados con SSF y
CPVP fue ocasionada por que la primera no tiene efectos antiinflamatorios y la
segunda tiene efecto solo en la inflamacion crénica durante la fase de
remodelacion (la cual en este estudio por su tiempo de duracién, apenas esta
empezando), en donde actua disminuyendo los factores proinflamatorios como el
factor de crecimiento derivado de las plaquetas (PDGF), el factor de crecimiento
transformado b1 (TGFb1), el factor de necrosis tumoral (TNF), la interleucina -1
(IL-B1), asi como las moléculas de adhesion celular que favorecen la diapédesis
leucocitaria, como la molécula de adhesion de los leucocitos al endotelio (ELAM-1)
y la molécula de adhesion vascular (VCAM-1), hasta que estos alcancen niveles
semejantes a los normales y favorezca el recambio de los componentes del tejido
conjuntivo con la consecuente eliminacion del exceso de proteinas fibrosas (34-
36,43). Por otro lado también al finalizar el estudio se observd menor expresion de
esta colagena en el grupo tratado con FSB, porque los esteroides inhiben la
produccion de colagena tipo | y Il debido a que inhiben la hidroxilacion de los
residuos de prolina y lisina de la proteina del precolagena, necesaria para el
entrecruzamiento covalente de las fibras de colageno individuales, para formar el
complejo final de triple hélice del colageno estructuralmente estable (75,76). En
estudios previos en los que se ha estudiado este tipo de colagenas durante el
crecimiento se ha reportado que los esteroides reducen la acumulacion intracelular
de ARN mensajero durante la formacion de las cadenas de precolagena que van a
formar las hélices polipéptidicas de colagena. Aunque también pueden actuar
blogueando el factor de crecimiento de insulina (IGF1) suprimiendo su sintesis, lo

cual afecta la mitogenesis de los condorcitos (77). La menor presencia de esta
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también en los grupos tratados con AH (lll y V) fue porque este farmaco actla
sobre la inflamacibn aguda y promueve menos liberacion de citocinas y
proteoglicanos con lo que se promueva una remodelacion mas rapida de la
cicatriz. En el grupo VI se observo leve expresion de colagena tipo posiblemente
porque la mitomicina C es impide la contracciébn de la herida mediada por
fibroblastos en este paso de la cicatrizacion, ya que inhibe la sintesis de DNA por
medio de la formacién de enlaces cruzados de la adenina y la guanina,
suprimiendo la sintesis de proteinas, o que ocasiona un retraso en la replicacion
de los fibroblastos e inhibe la produccién de coldgena y retrasa la contraccién de
la herida (78). Todo lo anterior nosotros lo suponemos debido a que no existen
estudios acerca de la expresion de los diferentes tipos de colagena en la traquea
después de una traqueoplastia y ser tratada con diferentes moduladores de la

cicatrizacion.

La colagena tipo Il es el componente principal del cartilago traqueal y al final del
estudio no se expreso o se expreso de forma leve porque la cicatriz de la
anastomosis traqueal todavia se encuentra en proceso de remodelacién y no ha
habido tiempo suficiente para observar si la colagena producida en esa cicatriz se

transforma en la colagena original.

La colagena tipo lll es la que predomina en los recién nacidos y en el periodo
inicial de la cicatrizaciébn de las heridas quirargicas y durante el proceso de
remodelacion que consiste basicamente en la fragmentacion del colageno formado
y el reordenamiento de sus fibrillas, hacen que disminuya la proporcion de
colageno lll y se incrementa la de colageno | (79). En este estudio se observo que
la colagena tipo Il se expreso en grado moderada en los animales tratados con
FSB, AH, AH-CPVP y MC posiblemente porque todos con sus efectos
antiinflamatorios (con excepcion de la MC, que no tiene actividad antiinflamatoria)
inhiben la accién de los fibroblastos para la produccion de coldgena; sin embargo
en la literatura no existen reportes que describan la expresion de esta en la
traguea después de haber sido tratada con estos medicamentos. Con respecto al

presencia severa de esta colagena en el grupo I, es porque la SSF no tiene ningun
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efecto sobre la produccion de coldgena, mientras posiblemente solo tenga efecto
sobre la coldgena tipo | cunado la fase de remodelacion de la cicatrizacion ya se
encuentre avanzada (por lo que es necesario realizar estudios a mas largo plazo
para evaluar esto). Es importante mencionar que la menor expresion observada en
el grupo en el que este farmaco se mezclo con el AH fue originada por los efectos

de este ultimo.
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IX. CONCLUSIONES.

- El AH, CPVP, la mezcla AH-CPVP y MC aplicados en forma topica en el sitio de
la anastomosis traqueal en perros, disminuyen la inflamacion de las mismas y
mejoran la calidad de la cicatrizacion de las mismas ya que disminuyen la

formacion de estenosis traqueal postraqueoplastia cervical en perros.

- La aplicacion tépica de FSB, AH, CPVP, la mezcla AH-CPVP y MC en el sitio de
la anastomosis postraqueoplastias, disminuye la inflamacion, asi como la fibrosis y

promueve el desarrollo de fibras de colagena bien organizadas.

- Después de una traqueoplastia cervical en perros, la aplicacion tépica de AH,
CPVP, la mezcla AH-CPVP y MC disminuye la cantidad de colagena formada por

gramo de tejido traqueal en el sitio de la anastomosis.

- La aplicacion tépica postraqueoplastia de AH, FSB, AH mezclado con CPVP y la

MC disminuyen la expresion de colagena tipo | en el sitio de la anastomosis.

- La aplicacién tépica de SSF, FSB, AH, CPVP, AH-CPVP y MC en el sitio de las
anastomosis postraqueoplastia no promueve la expresion de colagena tipo Il en la

cicatriz formada.

- El tratamiento con FSB, AH, AH-CPVP y MC favorece la expresién moderada de
colagena tipo Ill en la cicatriz formada después de realizar una traqueoplastia

cervical en perros.
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XI. FIGURAS.

Figura 2. Diseccion de tres anillos traqueales.
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Figura 3. Anastomosis de la porcion

ventilacion en la porcion proximal.

Figura 4. Fin de la anastomosis traqueal.

membranosa de la traquea y tubo
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Figura 5. Muestra aplicacion endoscopica del tratamiento en un perro del grupo lll.

Figura 6. Endoscopia al final del estudio de la anastomosis tratada con SSF.
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Figura 7. Endoscopia al final del estudio de buena cicatrizacién de la anastomosis

de un perro del grupo de MC.

Figura 8. Cicatrizacion al final del estudio en un animal tratado con FSB.



Figura 9. Traqueoscopia al final del estudio de un animal del grupo de AH.

-

CPVP ‘

Figura 10. Cicatriz desarrollada por un animal del grupo de CPVP.
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Figura 11. Endoscopia traqueal al final del estudio de la anastomosis tratada con
la mezcla AH-CPVP.

Figura 12. Cicatriz de la parte externa de la anastomosis traqueal en el grupo lll.
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Figura 13. Foto macroscoépica al final del estudio de la cicatriz externa de la

anastomosis traqueal tratada con CPVP.

Figura 14. Muestra la cicatriz al final del estudio en un animal tratado con la
mezcla AH-CPVP.
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Figura 16. Fotomicrografia que muestra el granuloma formado en un animal del

grupo |, también se observa infiltrado inflamatorio severo. Tincién H-E 2.5x
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Figura 17. Fotomicrografia, que muestra una capa de fibras de colagena bien
organizada alrededor de material de sutura en un animal tratado con AH. Tincién

Masson 10x.

Figura 18. Fotomicrografia, que muestra las fibras de coladgena bien organizada,
vasos de neoformacion y colagena delgada y bien organizada en un animal del
grupo IV (CPVP). Tinciébn Masson 10x.
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Figura 19. . Fotomicrografia en la que se observa la colagena bien organizada,
vasos de neoformacion y estructura del cartilago bien preservada en el grupo V
(AH-CPVP). Tinciobn Masson 40x.

Figura 20. Fotomicrografia que muestra el epitelio traqueal y fibras de colagena
bien organizada entre el cartilago traqueal seccionado por el corte de la
traqueoplastia en un animal del grupo VI (MC) (Masson 10x).



57

Figura 21. Microfotografia en la que se observa por inmunohistoquimica (rojo) la
expresion positiva leve de la colagena tipo | en la traquea de un animal tratado con
MC. (10 X).

Figura 22. Microfotografia en la que se observa al final del estudio la nula
expresion de la colagena tipo Il por inmunohistoquimica en la traquea de un
animal tratado con AH-CPVP. (10 X).
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Figura 23. Microfotografia en la que se observa al final del estudio la expresion
positiva de la colagena tipo Ill por inmunohistoquimica (rojo) en la submucosa
traqueal de un animal tratado con CPVP. (10 X).
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Xll. CUADROS
Miligramos de colagena en el tejido traqueal antes y después de la cirugia
Grupos de estudio
Grupo | Grupo Il | Grupo lll | Grupo IV | Grupo V | Grupo VI
I
(FSB) (AH) (CPVP) (AH- (MC)
(SSF) CPVP)
Precirugia |223.15| 101.44 187.06 257.16 225.12 226.62
Sin + +19.46 | +£12.19 | +10.10 +8.95 + 26.56
Tratamiento | 15.80
Poscirugia | 318.15| 138.11 217.46 *184.40 | **1+8.58 | ** 1 13.67
Pos + +20.87 | £1451 | +13.20 +1.38 +3.70
. 10.92
tratamiento

Promedio + EE.

Andeva * p<0.05 ** p<0.001.

*Tukey Kramer p<0.01, ¥ Tukey Kramer p<0.001.

Cuadro 1. Miligramos de colagena formada en la cicatriz de la traqueoplastia al

final del estudio
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Grafica 1. Muestra el incremento en la expresiéon de la colagena tipo | en los

grupos | y IV al final del estudio.
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Promedio grado de expresion.

Grafica 2. Se observa el grado de expresion de colagena tipo | antes y después

del tratamiento.
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Expresion de la colagena tipo Il; prey
post tratamiento
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Numero de casos.
* p= 0.002 ANDEVA, ** p= 0.05 ANDEVA

Grafica 3. * Muestra el incremento en la expresion de colagena tipo Il y **

disminucion de la expresion de la misma al final del estudio.
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Grafica 4. Se aprecia el grado de expresion de coldgena tipo Il antes y después

del tratamiento.
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post tratamiento

Casos
w

M Pre tx

W Post Tx

Numero de casos.

Grafica 5. Se observa la expresion pre y postratamiento de la colagena tipo Ill.
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Grafica 6. Muestra la expresion severa de colagena tipo Il al final del estudio en

los grupo tratados con SSF (*) y CPVP (**).
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