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I. GLOSARIO

AUTOINJERTO: El injerto proviene del sujeto receptor.

BIOPLASTICO: Polimero de origen organico (biopolimero) catalogado como biodegradable.
CADENA OSICULAR: Huesos que forman una cadena situada en la cavidad timpanica del
oido medio. En los mamiferos son tres (martillo, yunque y estribo) y en otros vertebrados
terrestres solo existe uno (la columela).

COBAYO: Mamifero roedor de la familia Caviidae originaria de la region andina de América
del Sur.

COLESTEATOMA: Alteracion destructiva de una parte de la membrana mucosa del oido
medio que pasa a ser tejido epitelial, produce células epiteliales muertas que al entrar en
contacto con la mucosa en la que esta situado se infectan con facilidad.

HIPOACUSIA: Déficit funcional que ocurre cuando un sujeto pierde capacidad auditiva, en
mayor o menor grado.

HUVEC's: Linea comercial de células endoteliales de vena obtenidas de cordén umbilical.
INJERTO: Consiste en trasladar érganos, tejidos o células de una persona a otra. El 6rgano
trasplantado reemplaza y asume la funcién del érgano dafiado del receptor, salvandole la
vida o mejorando la calidad de vida.

OTORREA: Flujo mucoso o en forma de pus que procede del conducto auditivo externo o del
timpano cuando este se ha perforado.

[PCLDEGHDI]: alfa,omega-telequelico poli(epsilon-caprolactona) diol y hexametilen di-
isocianato.

PERFORACION TIMPANICA: Es una abertura o agujero en el timpano, el cual separa el

oido medio del externo. Cuando el timpano se dafa, la audicién puede verse afectada.
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POLIURETANO: Polimero que se obtiene mediante condensacion de bases hidroxilicas
combinadas con disocianatos.

TIMPANO: Membrana elastica, semitransparente y un poco cénica que comunica el canal
auditivo externo con el oido medio, aunque esta sella la cavidad del oido medio.
TIMPANOMETRIA: Es un examen utilizado para detectar problemas en el oido medio.
TIMPANOPLASTIA/MIRINGOPLASTIA TIPO I. Se refiere a uno o mas procedimientos
quirurgicos que se hacen para corregir una ruptura u otro dafo en el timpano (membrana
timpanica), con una cadena osicular intacta; en este texto el término timpanoplastia y
miringoplastia se usaran como sinénimos.

TOMOGRAFIA: procesamiento de imagenes de rayos X por secciones.

XENOINJERTO: El injerto proviene de una especie diferente al receptor.
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l. TITULO

USO DE BIOMATERIALES COMO INJERTOS PARA TIMPANOPLASTIA TIPO |

Il. DEFINICION DEL PROBLEMA

Cual es el efecto de los biomateriales (bioplastico e injerto autélogo) en la reparacidon de

perforaciones timpanicas cronicas en un modelo animal experimental.

¢ Es posible que el alfa,omega-telequelico poli(epsilon-caprolactona) diol y hexametilen di-
isocianato [PCLDEGHDI] sea util como injerto en la timpanoplastia tipo | y pueda sustituir los
injertos autdlogos de fascia?

Ill. MARCO TEORICO

GENERALIDADES

Filogeneticamente, los seres vivos, al emerger del medio acuatico al terrestre tuvieron que
romper la barrera agua/aire para mayor funcién auditiva. Békesy calculé6 de manera
sobresaliente la superficie vibratoria de la membrana timpanica comparada con el area de la
platina del estribo, dicho calculo muestra una diferencia 17 a 1, lo cual da un aumento de 22
veces la presion ejercida y una ganancia de 26.8 dB (1).

En el oido perforado, la ventana redonda mantiene un papel importante en el acoplamiento
acustico de transmision de sonido. Cualquier perforacién timpanica anula el mecanismo de
proteccion, con lo cual el sonido alcanza ambas ventanas al mismo tiempo, cancelando el
movimiento columnar coclear fisiolégico. Dicho efecto de cancelacion puede provocar

perdidas auditivas de hasta 45 dB (2).
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La perforacion timpanica crénica es una entidad comun en la practica otorrinolaringolégica, la
cual puede condicionar infeccién recurrente o cronica e hipoacusia conductiva en grados
variables. La etiologia de dichas perforaciones puede deberse a trauma, infecciones cronicas
0 agudas de oido medio, o a la colocacion de tubos de ventilacion.

La mayoria de las perforaciones timpanicas agudas presentan un cierre espontaneo, sin
embargo las perforaciones timpanicas crénicas tienen origen por una falla en el patrén de
migracion epitelial a través de la perforacién. Cuando dicha perforacidn persiste es indicacion
de manejo quirurgico.

En la actualidad, existen diferentes tipos de materiales usados como injertos en una amplia
gama de procedimientos. La seleccidn de cualquier material como injerto debe ir dirigida
especificamente a su capacidad de mantener su integridad estructural, quimica y mecanica;
y a las caracteristicas necesarias que permitan su funcién sustituta, con un adecuado perfil
de seguridad para el paciente (3).

Esto traducido al contexto clinico, marca a cualquier injerto autélogo como el estandar de oro
y exige a cualquier otro material exdgeno una interaccién tejido/material biologicamente
compatible.

Diferentes injertos se han utilizado en la timpanoplastia tipo | con diferentes tasas de éxito
reportadas. En el caso de los plasticos, se ha tratado de utilizar cianoacrilatos, alcohol
polivinil, acido poliglicélico, entre otros (4); en el caso de los injertos biolégicos se han
utilizado vena, placenta, duramadre (5).

LA MEMBRANA TIMPANICA

En el ser humano, la membrana timpanica posee una forma redonda discretamente irregular

y ligeramente conificada, el vértice de dicho cono se encuentra en el umbo, que corresponde

10
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a la porcion distal de manubrio del martillo. En el adulto presenta una angulacion de 140°
respecto a la pared superior del conducto auditivo externo.

El diametro vertical de la membrana timpanica se determina por el eje largo del manubrio del
martillo y mide aproxmandamente entre 8.5 y 10 mm, mientras que el diametro horizontal
mide entre 8 y 9 mm. Hacia la porcién proximal del manubrio se encuentra la apdfisis lateral
del martillo, La membrana timpanica se encuentra firmemente adherida a esta porcion y al
umbo denominandose striae mallearis (6).

Las estrias timpanicas anterior y posterior se extienden desde la apdfisis lateral hacia las
espinas timpanicas anterior y posterior respectivamente, estas dividen la membrana
timpanica en una porcion tensa y una porcion flacida.

El receso superior de la membrana timpanica se conoce con el eponimo de espacio de
Prussak, la pars flacida forma el borde lateral de este espacio desde su insercion en el borde
superior del nicho de Rivinus en la incisura timpanica.

El ligamento maleolar anterior delimita este espacio anterosuperiormente desde la unién de
la cabeza y el cuello del martillo a la periferia del nicho de Rivinus. Posteriormente, el
espacio de Prussak se abre hacia el epitimpano. Los pliegues maleolares anterior y posterior
limitan la porcion inferior del espacio de Prussak.

La periferia engrosada de la pars tensa, el anulus timpanico (limbus) ancla la membrana
timpanica al surco timpanico; hacia las porciones superiores (nicho de Rivinus) el surco
timpanico y el anulus se encuentran ausentes. La pars tensa y la pars flacida difieren en su
estructura (7):

La pars tensa, se compone de tres capas: Una lateral epitelial que se continta con la piel del

conducto auditivo externo, una intermedia fibrosa con disposicion radial externa y circular

11
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interna y una mucosa medial que se continua con la mucosa de la caja timpanica.

A pesar de ser laxa la pars flacida, es mas gruesa que la pars tensa, consiste también de
tres capas, sin embargo la epidermis se compone de solo 5 a 10 capas de epitelio y la capa
fibrosa es un arreglo disperso de fibras elasticas y de colageno.

La membrana timpanica que ha sufrido una perforacion cicatriza dependiendo de la
proliferacion fibrosa, sin embargo en la mayoria de los especimenes el rearreglo de la capa
fibrosa es deficiente, resultando en una membrana timpanica dimerica con solo dos capas
una epitelial y una mucosa.

En la actualidad se han descrito diversos factores predictores de éxito en el cierre de una
membrana timpanica, involucrando factores intrinsecos del huésped (adecuada funcion de la
trompa de Eustaquio, alergia, tabaquismo, entre otras), factores inherentes de la propia
perforacion y la anatomia del paciente y factores relacionados con el injerto y la técnica

quirurgica (evitar “blunting”) (8).

Tympanic
Annulus

Umbo Region of
» Tympanic Membrane

Manubrium

Nerves of
Tympanic Plexus

Stapedius M
<

~ Round Window
Niche

llustracion 1. Corte histolégico que demuestra la angulacion de la membrana timpanica.
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HISTORIA DE LA TIMPANOPLASTIA

El concepto de reparar una perforacion timpanica fue descrito por Berthold en 1878, dicho
procedimiento fue denominado miringoplastia (9), el cual consiste en reparar la membrana
timpanica sin desplazarla de su insercion ni alterando la funcién de la cadena osicular. No es
hasta 1952 cuando Wullstein y Zdllner en la Ciudad de Reichenhall describen los conceptos
basicos para reconstruir la membrana timpanica y los mecanismos de conduccién de sonido
de la cavidad timpanica (10); a partir de estas descripciones, la timpanoplastia tipo | o
miringoplastia ha encontrado su lugar en la otologia contemporanea y se han utilizado
diversos materiales para dicho uso con diferentes resultados. En los siguientes parrafos los
terminos miringoplastia y timpanoplastia tipo | se usaran como sinénimos.
INVESTIGACIONES CONCERNIENTES ACERCA DE LAS PROPIEDADES BIOFISICAS
INTRINSECAS DE LA MEMBRANA TIMPANICA

En la actualidad se estan desarrollando modelos que nos ayudan a entender mas sobre el
complejo fendbmeno de la acustica en las diferentes partes del oido y la transmisién del
sonido en el cuerpo humano, dichas investigaciones se han realizado desde la década de los
60, sin embargo es hasta este milenio que se esta estudiando la dinamica del sonido
acoplada a los mecanismos de audicion mediante velocimetria e impedanciometria (11). Se
ha descrito el patron de propagacién del sonido en parrafos previos, sin embargo la
inclinacién de la membrana timpanica propicia un retraso en la conduccion del sonido que
dependiendo de la situacion y extension de la perforacién puede alterar los mecanismos de

conduccion del sonido a la coclea.

13
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llustracion 2. Demuestra la correlacion que existe entre la anatomia del oido y el acoplamiento acustico
y osicular necesario para una adecuada conducciéon del sonido en el aparato auditivo. Se muestra
esquematicamente el coeficiente de refleccion del sonido y la propagaciéon del mismo de la membrana

timpanica a la coclea.

INVESTIGACIONES RELACIONADAS CON EL USO DE MATERIALES EXOGENOS COMO
INJERTOS

Desde la década de los 80 se han descrito diferentes materiales exdégenos para la reparacion
o sustitucion de 6rganos. Sin embargo muchas descripciones se han basado en el acierto
error.

Se sabe que los materiales autologos son los de eleccién debido a su baja inmunogenicidad,
sin embargo en el cuerpo no existe ningun tejido similar a la membrana timpanica, ya sea en

su composicion histologica o en sus caracteristicas fisicas (12).

14
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Es por eso que el uso de materiales exégenos biocompatibles y con un adecuado perfil bio
fisico quimico podrian resultar en mejores resultados anatdémicos, funcionales y costo-

beneficio.

PROBLEMATICA

Acusticamente, cualquier perforacion timpanica se comporta de manera diferente, similar a
un circuito eléctrico donde existe inductancia eléctrica y la cavidad de oido medio funciona
como capacitancia. Una perforacién timpanica pequefia actua como un filtro de baja
resistencia a frecuencias bajas, ya que estas, al llegar a la cavidad timpanica disminuyen la
fuerza de vibracion de la misma; asi mismo, perforaciones grandes tienen un efecto acustico
en frecuencias altas (2).

El efecto de una perforacién timpanica no se limita al paso libre del sonido a la cavidad
timpanica, sino también a cambios en el acoplamiento osicular, esto debido a que una
perforacion timpanica no solo debe evaluarse por su extension, sino también por su
localizacion. Las perforaciones timpanicas tienen un mayor efecto en la audicion cuando se
encuentran en las regiones posteriores y superiores de la membrana timpanica, debido a que
los mecanismos de soporte del martillo se ven alterados. Diferentes experimentos han
demostrado que la perdida de audicién puede afectarse hasta 40-60 dB a pesar de tener una
cadena osicular intacta, debido a las caracteristicas de la perforacion, a la accién del
acoplamiento osicular y al efecto de cancelacion de la ventana redonda.

A pesar de que existen multiples articulos relacionados con el manejo de la perforacion
timpanica, no existe casuistica acerca de la verdadera prevalencia e incidencia de esta

patologia en nuestro pais. Sin embargo cabe mencionar que podemos suponer que es una

15
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entidad subdiagnosticada y frecuente en nuestro pais, debido a los factores de riesgo
promotores para la misma.

EL BIOPLASTICO

En este estudio se utilizd el alfa,omega-telequelico poli(epsilon-caprolactona) diol y
hexametilen di-isocianato, el cual es un poliuretano segmentado biodegradable, utilizando
como elemento flexible la policaprolactona de peso molecular de 2,000 gr/mol, y disocianatos
de origen alifatico que no son téxicos a comparacion de sus contrapartes aromaticas. Los
segmentos rigidos que dan soporte estructural a este plastico se formaron mediante la
reaccion entre el 4-4'metilen bis — ciclohexilisocianato y el extensor de cadena L-glutation o
cualquier aminoacido que lo forma: acido glutamico, cisteina y glicina. La reaccién es
catalizada con octoato de estafio y como disolvente en la sintesis del poliuretano se utilizé

dimetilformamida anhidra (13).

llustracion 3. Microscopia electronica de barrido que demuestra la porosidad del poliuretano, necesario

para su funciéon de andamio. Cortesia Dr. Martinez Richa/Dr. Perales.

16
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En estudios previos se ha demostrado la biocompatibilidad de este poliuretano. Se realizé
una evaluacion de supervivencia con la linea celular de neuroblastoma CHP-212 de la
siguiente manera:

Se esterilizardn las placas de poliuretano con tres diferentes métodos (luz UV, gas y plasma).
Posteriormente se realizé el conteo de células mediante un microscopio invertido y una
camara de Neubahuer, cultivando 80000 celulas en cada placa previo lavado con PBS 1X;
24 horas después se verificd la existencia de una monocapa celular adherida al poliuretano y
se incubo al 5% de CO2 y 37° C. Dicho procedimiento tambien se realizé con células
HUVEC's (linea comercial de células endoteliales de cordén umbilical). Se utilizé6 un kit de
viabilidad celular Invitrogen Live/dead, asi como Calceina Am para sefialar a las células vivas
y homodimero de Etidio para su contraparte muerta. Finalmente se analizé la supervivencia
mediante microscopio de fluorescencia demostrando adecuada viabilidad y adhesion de las

células a las placas del poliuretano (14).

llustracion 4. Evaluacion de supervivencia y viabilidad celular (CHP-212 y HUVEC's); sobre el

poliuretano mediante microscopia de fluorescencia. Cortesia Dr. Martinez Richa/Dr. Perales.

17
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IV. JUSTIFICACION

A través de la estrategia conjunta del Programa Gacela de la Secretaria de Economia y de
Fundacién México-Estados Unidos para la Ciencia (FUMEC) [15] se integré un analisis de
las oportunidades que existen en el campo de Tecnologias de Salud en aspectos como
dispositivos médicos, turismo médico, pruebas clinicas, entre otros. Se menciona que
México es el segundo mercado mas grande para dispositivos médicos en Latinoamérica,
ademas de ser el tercer pais importador de dispositivos en América, después de Estados
Unidos y Canada. Por otro lado, las empresas americanas de manufactura de dispositivos
meédicos se benefician de la posicidn geografica de México y de el tratado de libre comercio
para fabricar sus productos, los cuales regresan a Estados Unidos para ser validados e
ingresar a México como importaciones. México también puede aprovechar estas relaciones
para impulsar su propia industria de dispositivos médicos, identificando nichos en donde

ademas de manufactura, se pueda trabajar en desarrollo de nuevos productos.

18
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Principales mercados para dispositivos médicos en 2007
(Billones USC)
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Nota: Los dato y 2
Fuente: Medical Device Industry Report 2007, Espicom Business Intelligence

Principales mercados para dispositivos médicos en 2007 donde se puede observar que México es
el segundo mercado mas grande, en Latinoamérica.

llustracion 5. Se observa que México ocupa el segundo mercado mas grande de Latinoamérica en la

distribucién de dispositivos médicos de cualquier indole.

La perforacién timpanica es un padecimiento frecuente en nuestro medio sin importar su
etiologia. A pesar de que la membrana timpanica tiene una capacidad muy alta de
regeneracion espontanea de un 78.7% reportada por Kristensen (16); en el Hospital Central
Sur de Petréleos Mexicanos los ultimos 5 afios se han visto 512 pacientes con diagndstico
de perforacion timpanica, de los cuales 281 han sido atendidas en quiréfano y bajo anestesia
general, generando altos costos a la institucién.

La frecuencia de la perforacion timpanica se estima entre el 1-3% de la poblacién general
(17). La localizacion y el tamafio depende de la cronicidad. La busqueda del mejor abordaje y
el éxito en ésta cirugia han dado las diferentes alternativas quirdrgicas de las que
disponemos en la actualidad.

Se ha descrito que una de las fallas en la miringoplastia es la experiencia del cirujano a
pesar de los factores intrinsecos del paciente; sin embargo Liu y cols. reportan la curva de

aprendizaje de la miringoplastia sin encontrar diferencia significativa en cuanto al éxito de la
19
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misma entre las cirugias realizadas por residentes y adscritos de su centro hospitalario (18),
por lo que suponemos que el éxito podria depender del tipo de injerto que se utilice.

La etiologia de la perforacién timpanica crénica va ligada con padecimientos propios de la
edad pediatrica (otitis media, colocacion de tubos de ventilacion, trauma), donde el epitelio
escamoso crece sobre su borde para encontrarse con la capa mucosa medial de la
membrana timpanica, lo que impide la cicatrizacién espontanea (19); se ha reportado un
porcentaje de perforacién timpanica posterior a la colocacion de tubos de ventilacion de 2.2%
a 16.6% con una media de 4.8% (20).

El alfa,omega-telequelico poli (epsilon-caprolactona) diol y hexametilen di-isocianato
[PCLDEGHDI] es un poliuretano segmentado biodegradable obtenido mediante una reaccion
enzimatica unica, que no presenta la toxicidad de aquellos que tienen origen aromatico. Asi
mismo, se ha demostrado mediante una evaluacion de supervivencia in vitro con linea celular
de neuroblastoma CHP-212 que este material puede ser esterilizado sin perder sus
capacidades fisico-quimico-biolégicas mediante plasma, 6xido de etileno y radiacion de luz
ultravioleta. En un ensayo piloto in vitro utilizando HUVEC's (linea comercial de células
endoteliales de vena obtenidas de corddén umbilical) se demostré que el el alfa, omega-
telequelico poli(epsilon-caprolactona) diol y hexametilen di-isocianato [PCLDEGHDI]
promueve la adhesion celular conservando una alta viabilidad celular (21).

Debido a los altos costos hospitalarios y a la falta de recursos fisicos y de personal en
diferentes centros de atencion otorrinolaringolégica en México, se deben considerar otras
alternativas terapéuticas donde no se requiera un abordaje extenso o extra para poder
extraer un injerto autdlogo del paciente tomando en cuenta la morbilidad anadida que trae

por si misma esta intervencion, dentro de las posibles complicaciones que se pueden
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presentar en el abordaje retroauricular son: Necrosis del colgajo cutdneo, hematoma,
seroma, infeccion y dehiscencia de la herida (22). Por lo que proponemos se deben
considerar novedosas alternativas terapéuticas (bioplastico) que ofrecen menor tiempo
hospitalario, se realizan en el consultorio, tienen un bajo costo, no requiere equipo
sofisticado, no requiere empaquetar el conducto auditivo externo y no presenta riesgo
quirurgico mayor ya que puede realizarse con anestesia local (23). Por lo que las técnicas
propuestas mas adelante, son una alternativa para pacientes con oido Unico, nifios con
disfuncion de trompa de Eustaquio con riesgo de desarrollar colesteatoma o aquellos

pacientes que no desean cirugia bajo anestesia general.

V. HIPOTESIS

El alfa,omega-telequelico poli(epsilon-caprolactona) diol y hexametilen di-isocianato
[PCLDEGHDI] puede actuar como injerto y promover la generacion de un neotimpano

funcional en un modelo animal de perforacion timpanica.

VI. OBJETIVOS

Objetivo general:

Determinar el uso de dos biomateriales (autoinjerto y bioplastico) en la reparacién de
perforaciones timpanicas crénicas en un modelo animal.

Objetivos especificos:

Comparar la utilidad de un poliuretano contra fascia (estandar en la reparacion primaria de

perforaciones timpanicas [MIRINGOPLASTIA])
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Determinar las caracteristicas macroscoépicas de dichos materiales en la generacion de un
neotimpano

Evaluar las caracteristicas microscopicas del neotimpano formado.

VII. TIPO DE ESTUDIO

Concise Oxford Thesaurus define a los estudios piloto como aquellos estudios que prueban
la factibilidad de diversos métodos y procedimientos para su uso posterior a gran escala e
investigar posibles efectos y asociaciones que otorgarian algun beneficio a la poblacion. El
realizar un estudio piloto nos confiere la factibilidad y los procedimientos iniciales de una
maniobra, el analisis minucioso de los recursos disponibles para realizar dicha maniobra, el
potencial beneficio humano y su reproducibilidad y por ultimo dilucidar el disefio optimo para
determinar la eficacia y la seguridad de la maniobra (24).

Se realizd un estudio piloto, experimental, prospectivo
VIIl. MATERIALES Y METODOS

1. Universo:

POBLACION EXPERIMENTAL: Se utilizaran oidos de cobayos (Cavia Porcellus), se decide
utilizar este modelo animal debido a que sus caracteristicas fisioldgicas y anatémicas son las
optimas para el estudio en oido (25). La poblacion de estudio consiste en cobayos adultos de
sexo masculino, en el cual cada sujeto de experimentacién sera su propio control, se
dividieron de la siguiente manera: Grupo 1 casos [poliuretano]: oido izquierdo de cobayos.

Grupo 2 controles [fascia de musculo recto abdominal] oido derecho de cobayos.
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GRUPO 1 (casos). Oido izquierdo de cobayos clinicamente sanos en la esfera
otorrinolaringolégica, comprobandose mediante la ausencia de secreciones en vestibulo
nasal, ausencia de epifora, adecuada movilidad de bigotes y sin tos. Se realizara un modelo
de perforacion timpanica cronica (modelo descrito mas adelante), posteriormente se realizara
timpanoplastia tipo | aplicando el bioplastico [alfa,omega-telequelico poli(epsilon-
caprolactona) diol y hexametilen di-isocianato [PCLDEGHDI]]. Se evaluara estado
macroscopico al inicio de la implantacion y 30 dias despues de la misma; vy el estado
histologico microscopico a los 60 dias.

GRUPO 2 (controles). Oido derecho de cobayos clinicamente sanos en la esfera
otorrinolaringolégica comprobandose de la manera descrita previamente. Se realizara un
modelo de perforacidén timpanica cronica (modelo descrito mas adelante), posteriormente se
realizara timpanoplastia tipo | aplicando fascia de musculo abdominal. Se evaluara estado
macroscopico al inicio de la implantacion y 30 dias despues de la misma; vy el estado

histologico microscopico a los 60 dias.

2. Criterios:

Inclusion:

- Sujetos de experimentacion jovenes (de 6 a 8 meses de edad) con peso mayor a

700gr

- Clinicamente sanos

- Exclusion:
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Sujetos de experimentacidn con proceso infeccioso activo

- Sujetos de experimentacion clinicamente enfermos (Datos de escorbuto, alteraciones

en pabellon auricular, malformaciones craneofaciales evidentes)

- Eliminacion:

- Sujetos de experimentacion que no sobrevivan al procedimiento de perforacion

timpanica

- Sujetos de experimentacion con cierre de perforacion a los 30 dias de haber sido

realizada.

- Sujetos de experimentacion que no sobrevivan a la timpanoplastia.

- Sujetos de experimentacion que mueran durante el seguimiento en los 30 dias

posteriores a la implantacion.

3. Tamano de muestra:

Debido a que no existe antecedente en la literatura y al ser en estudio piloto, se estimo el
tamafo de muestra tomando en cuenta los siguientes parametros:

Un tamano del efecto (g de Hedge) de 0.2, con una probabilidad de error alfa de 0.05 y un
poder del 85%, dando como resultado una N de 44 divididos en dos grupos; por lo que se
utilizaran 26 cobayos tomando en cuenta un porcentaje arbitrario del 20% en perdidas, para

quedar distribuidos de la siguiente manera:

Grupo 1. n=26 oidos, lado izquierdo. bioplastico
24



OTORRINOLARINGOLOGIA Y CIRUGIA DE CABEZA Y CUELLO HCSAE
2010-2014

Grupo 2. n=26 oidos, lado derecho. fascia

critical N = 28
012 4 ‘—L
0.1 ] /_/J |
0.08 - H L
0.06 ||
004
0.02 -

0 brr—r—r—T—r—1—

llustracion 6. Distribucion esperada segun el calculo de tamafio de muestra.

4. Variables:

- Independiente: Perforacion timpanica

- Dependiente: Cierre de perforacion, celularidad, grosor, colageno, vascularidad.

Variable independiente

PERFORACION TIMPANICA

Variable dependiente

Cierre de perforacion Cualitativa Dicotomica/Nominal
Celularidad Cualitativa Ordinal
Grosor Cualitativa Ordinal
Colagena Cualitativa Ordinal
Vascularidad Cualitativa Ordinal
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5. Método:

DESCRIPCION GENERAL DEL ESTUDIO.

Se realiz6 en las instalaciones del bioterio de la Universidad Panamericana, ya que cuentan
con los lineamientos para la adecuada manutencién de los sujetos de experimentacion
conforme a la Norma Oficial Mexicana y la “Guide for the care and use of laboratory animals”
de los Estados Unidos (26, 27). El estudio constara de dos etapas, la primera etapa

consistira en:

llustracion 7. Sujetos de experimentacidon: Cavia porcellus. Y las condiciones donde se mantuvieron

durante el estudio.

ESTUDIO MORFOLOGICO DEL OiDO MEDIO DEL COBAYO

Se seleccionaron 5 cobayos jévenes al azar (10 oidos). Se les realizé estudio tomografico
simple de oidos bajo sedacion (0.05 mg de atropina via subcutdnea y una mezcla de
clorhidrato de xilacina (0.5mg/kg) con clorhidrato de ketamina (70mg/kg) via intramuscular).
Se realizaron cortes cada 1 mm axial y coronal, los cuales fueron medidos mediante el
software OsiriX para sistema operativo Mac Os X 10.6, posterior a esto se calcularon las
medias en medidas de diametro supero-inferior del conducto auditivo externo,

anteroposterior del conducto auditivo externo, y la distancia del inicio del conducto auditivo
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externo 6seo a la coclea. Posterior a esto se realizo timpanometria a los mismos sujetos de
estudio, con la finalidad de conocer el volumen del conducto auditivo externo y las

propiedades fisicas de la membrana timpanica del cobayo.

CRANEO HCT

llustracion 8. Estudio tomografico del oido del cobayo. Se realizaron medidas pertinentes para conocer

el espacio de trabajo disponible.

-4080 -200 a +200 daPa
ot 600/200 daPa’s
EARCANAL YOLUME: 9.3
daPa ml
-2e 8.2

llustraciéon 9. Estudio timpanométrico convencional en cobayos. En la grafica se demuestran los valores

de presion y volumen del oido medio y el volumen del conducto auditivo externo.

Con estas medidas calculamos de manera directa las proporciones para poder realizar el
modelo de perforacion timpanica y poder introducir los instrumentos quirdrgicos en el

conducto auditivo externo.
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llustracién 10. Otoendoscopia del cobayo. Oido izquierdo.

MODELO DE PERFORACION TIMPANICA

Para poder determinar el modelo de perforacion timpanica se realizé un estudio piloto por
separado con 17 sujetos de estudio tomando en cuenta los mismos criterios de inclusion; se
realiz6 un modelo modificado en base a los trabajos de Truy y Amoils (28, 29). Previa
anestesia general, asepsia y antisepsia del campo quirurgico se procedio a lo siguiente:

Bajo vision endoscopica, con el uso de un endoscopio Hopkins 0° Karl Storz de 2.7 mm de
diametro y 11 cm de longitud, acoplado a una fuente de luz portatil Karl Storz, se realizé una
perforacion timpanica anterior en pars tensa mediante miringotomia en 3 sujetos de
experimentacion (6 oidos) que sirvieron como control para determinar la tasa de cierre
espontanea posterior a una perforacion traumatica, a 14 sujetos de estudio (28 oidos) se les
realizd6 miringotomia a manera de microcolgajos de manera radial, posteriormente con pick
de 90° se denudo la capa interna y se colocé una torunda de algodon montada en una pinza
Hartmann impregnada con una solucién de glutaraldehido al 2% de en los bordes libres de la
perforacion, se utilizo el glutaraldehido ya que gracias a su composicion bifuncional de 5
carbonos, reacciona con el grupo epsilon amino de los residuos de lisina de colageno

estabilizando la cicatriz y disminuyendo la reaccion inmundlogica del tejido (30, 31);
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posteriormente dichos microcolgajos se plegaron hacia la porcion denudada de la membrana
timpanica (porcion medial de la membrana timpanica). Se dio seguimiento seriado mediante
endoscopio durante 60 dias para corroborar la patencia de dicha perforacion. Aquellos oidos
perforados con el uso unico de miringotdmo presentaron un cierre espontaneo de la
perforacién en el 100% de los casos en el seguimiento a dos semanas, en el 93 % de los
casos tratados con glutaraldehido logramos la patencia de perforacion en un seguimiento a

60 dias con la confirmacion de un anillo fibroso en los bordes de la perforacion.

llustracion 11. Modelo de perforacion timpanica. En la figura 1 se observa la miringotomia, en la figura 2
se observa la aplicacion de glutaraldehido al 2%, en la figura 3 se corrobora la patencia de la

perforacion (izquierda a derecha).

La reproducibilidad del modelo se establecié en el trabajo presentado en la XVI Reunion de
Investigacion de la Facultad de Medicina de la Universidad Panamericana celebrado en la
Ciudad de Mexico el 26 de abril del 2013. Donde alumnos de 4to afio de la licenciatura de
Médico Cirujano, previa estandarizacién de la técnica quirdrgica demostraron una patencia
de las perforacion superior al 90% con la técnica quirurgica descrita previamente, lo cual esta

por encima de los reportes descritos en la literatura mundial (32).
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llustracion 12. Reproducibilidad del modelo, se observa a un estudiante de 4to afio de la licenciatura de

medico cirujano, realizando el procedimiento, se corrobora la patencia de la perforacion realizada.

TIMPANOPLASTIA TIPO | EN EL OIDO EXPERIMENTAL (IZQUIERDO). Grupo 1

Previa anestesia general y preparacion del campo quirurgico se procedera a los siguiente:
Bajo vision endoscopica 0°, se corrobora patencia de la perforacion, se reavivan bordes con
pick angulado a 90°, se procede a llenar caja timpanica con gelfoam impregnado en solucion
salina, posteriormente se coloca la lamina de alfa,omega-telequelico poli(epsilon-
caprolactona) diol y hexametilen di-isocianato [PCLDEGHDI] previamente irrigada con
solucion PBS 1X por debajo del remanente de la membrana timpanica (técnica underlay) de
tal manera que el gelfoam de la caja timpanica sirva de soporte para el biomaterial en
cuestion (33). Se dio seguimiento con endoscopio rigido Karl Storz 2.7 mm 0° al dia 30 y dia
60. Al dia 60 los sujetos de experimentacion fueron sacrificados mediante camara de gas
CO2 de acuerdo a los lineamientos de la Norma Oficial Mexicana, mediante abordaje
retroauricular y visidn endoscopica, con cuchillo de Rosen de 1.4 mm se retiro un colgajo
dermotimpanico total que incluia el injerto y el remanente timpanico, dicha muestra se fijo en

formol al 10%.
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llustracion 13. Se observa en la figura 1 la perforacion patente con su anillo fibroso, en la figura 2
posterior a reavivar los margenes se coloca gelfoam en caja timpanica, en la figura 3 observamos el
injerto plastico en posicion (izquierda a derecha).

TIMPANOPLASTIA TIPO | EN EL OIDO CONTROL (DERECHO). Grupo 2

Previa anestesia general y preparacion del campo quirurgico se procedera a los siguiente:
Previo rasurado, asepsia y antisepsia de region abdominal, se colocan campos estériles, se
realiza incision abdominal en linea media de 1.5 cm aproximadamente, se identificd linea
alba y se tomo¢ injerto de fascia de musculo recto abdominal, el cual se deshidrato. Bajo
vision endoscopica, se corrobora patencia de la perforacion previamente realizada, se
reavivan bordes con pick curvo, se procede a colocar fascia obtenida de musculo abdominal
de la siguiente manera: se procede a llenar caja timpanica con gelfoam impregnado en
solucion salina, posteriormente se coloca la fascia abdominal deshidratada por debajo del
remanente de la membrana timpanica (técnica underlay) de tal manera que el gelfoam de la
caja timpanica sirva de soporte para el biomaterial en cuestidén (33). Se dio seguimiento con
endoscopio rigido Karl Storz 2.7 mm 0° al dia 30 y dia 60. Al dia 60 los sujetos de
experimentacion fueron sacrificados mediante camara de gas, mediante abordaje

retroauricular y visidn endoscopica, con cuchillo de Rosen de 1.4 mm se retiro un colgajo
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dermotimpanico total que incluia el injerto y el remanente timpanico, dicha muestra se fijo en

formol al 10%.

llustracién 14. Se observa en la figura 1 la perforacién patente, en la figira 2 posterior a reavivar bordes
se coloca gelfoam en caja timpanica, en la figura 3 se osberva injerto de fascia en posicion (izquierda a

derecha).

Para el analisis histolégico las piezas se incluyeron en bloques de parafina, se realizaron
cortes con microtomo de rotacion Leica RM 2125 a 10 micras, posteriormente se colocarén
en laminillas y se procedio a su preparacion con tincion de hematoxilina y eosina para su
analisis histologico. Previamente se obtuvo una membrana timpanica integra como control.
Se analizo de manera subjetiva asignando valores (una cruz a cinco cruces) el grosor, la
celularidad, vascularidad, y cantidad de colageno por un patdlogo (MLL) que permanecié
ciego a la recoleccion de las muestras. Las microfotografias se analizaron con el software

ImagedJ para sitema operativo Mac Os X 10.6.
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llustraciéon 15. Toma del espécimen para analisis histolégico mediante abordaje retroauricular, en la

figura 2 se observa el retiro de la pieza con cuchillo de Rosen.

6. Analisis estadistico:

Se realizd analisis descriptivo mediante medidas de tendencia central adecuadas para cada
variable, se determind normalidad mediante test de Kolmogorov Smirnov, por lo que se
realizo estadistica no paramétrica con test exacto de Fisher para el contraste de hipétesis y
U de Mann Whitney para comparacién de medias entre tratamientos. Consideramos una
p<0.05 estadisticamente significativa. El analisis se realizé mediante el programa estadistico

SPSS version 20.0 para sistema operativo Mac OsX 10.6.

IX. RESULTADOS

Los sujetos de experimentacién fueron donados por la Universidad Panamericana. Todos los
sujetos fueron mantenidos en jaulas separadas, con ciclos controlados de vigilia/suefio 12

horas, con agua y alimento ad limitum. El alimento de los sujetos de experimentacién se
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encontraba adicionado con vitamina C, ademas de suplemento de vitamina C en el agua de
los sujetos.

Todos los sujetos previo al evento quirdrgico y previo a las evaluaciones endoscopicas
fueron anestesiados de la siguiente manera:

0.05 mg de atropina via subcutanea y una mezcla de clorhidrato de xilacina (0.5mg/kg) con
clorhidrato de ketamina (70mg/kg) via intramuscular.

Posterior a la perforacion timpanica y a la timpanoplastia se administré gotas o6ticas de
ciprofloxacino a todos los sujetos y analgesia a base de Meloxicam 0.2 mg/kg via subcutanea
dosis unica.

De los 26 sujetos de estudio se eliminaron 4 sujetos, 1 sujeto al cual no se le realizdé ningun
procedimiento murié de causa desconocida, 1 sujeto presento condritis de pabellones
auriculares y estenosis bilateral total del conducto auditivo externo acompafnado de otorrea a
los 9 dias posteriores de la timpanoplastia y 2 sujetos presentaron datos de escorbuto a los
17 dias posterior a la implantacién de los injertos.

Por lo tanto se obtuvo un 100% de patencia de la perforacion timpanica en 22 sujetos de
experimentacion, los cuales presentaron una adecuada evolucion posterior a la
timpanoplastia.

El andlisis tomografico demostré una media de 5.8 mm en el didmetro superoinferior y una
media en el diametro anteroposterior de 4.6 mm. La media de distancia entre el borde
externo del conducto auditivo externo éseo a la coclea fue de 7.6 mm. La timpanometria
mostré una media en el volumen del conducto auditivo externo de 0.5 ml. Con estas medidas
se comprobd que el equipo microquirurgico podia ser utilizado en el espacio confinado al

conducto auditivo externo.
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Valores Anatomo-funcionales pre-
perforacion

Variable Media
Diametro 5.8 mm
Superoinerior
1/3 externo de CAE
Diametro 4.6 mm
anteroposterior 1/3
interno de CAE

Distancia 7.6 mm
Membrana

Timpanica-

Promontorio

Volumen CAE 0.5 ml
Gradiente 191 daPa
Presion -11 daPa

(“‘compliance”)
Tabla 1. Medidas de tendencia central, se muestran las medias de las medidas anatomicas y fisicas de

las estructuras de oido externo y medio analizadas mediante tomografia y timpanometria.

El test estadistico chi cuadrada con exacta de Fisher mostr6 una p=0.34, con lo que

determinamos que no hay diferencia estadistica en la tasa de cierre entre ambos injertos.
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Tabla 2. Se observa la tabla de contingencia empleada y su representacion grafica. No existe diferencia

estadisticamente significatica en la tasa de éxito (definido como cierre de la perforacion) entre ambos

grupos.

El contraste de medias realizado mediante U de Mann Whitney, demostro los siguientes

resultados en el analisis histologico, de acuerdo a la escala de Ozisik:

Aquellos oidos con injerto tipo plastico presentaron mayor concentrado de células

inflamatorias, mayor grosor, mayor disposicion de fibras de colagena densas, y poca

vascularidad.
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a) p=0.03 b) p=0.01 c) p=0.01 d) p=0.01

X=4360
X=3450 X=3310
X =1540

X=2770

Group | Group 2 Growp | Group 2 Growp | Growp 2 Group | Growp 2

Grafica 1. Grupo 1=barra roja; Grupo 2=barra azul. Diagrama “box plot”. Se observa en representacion
grafica los resultados del analisis U de Mann Whitney. En la representacion “a” se observa como el
grupo 1 presenta mayor numero de células inflamatorias, en la representaciéon “b” y “c” se observa
como el grupo plastico presenta un mayor grosor y depositos de colageno densos respectivamente, en

la representacion “d” se observa como el injerto de fascia presento mayor vascularidad.

X. DISCUSION

Una de las principales limitantes de este estudio es el disefio como estudio piloto en un
modelo animal, sin embargo hemos demostrado reproducibilidad del modelo y la posible
utilidad del bioplastico como injerto timpanico mediante una adecuada significancia

estadistica y bioldgica.

En la actualidad no existe un modelo animal de perforacion timpanica crénica universal. De
manera anecdotica, en la concepcion de este trabajo se planeaba utilizar el conejo
(Oryctagulus cuniculus) como modelo animal, sin embargo la anatomia asimétrica del oido
medio y la tortuosidad del conducto auditivo externo lo hace un mal modelo. En una
busqueda sistematica realizada por Arch Tirado y cols (25) encontro 4 estudios publicados
en los archivos de la Sociedad Mexicana de Otorrinolaringologia, sin embargo estos estudios

se basaron solo en el estudio del oido interno del cobayo. Asi mismo realizaron una
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busqueda sistematica en Medline entre 1968 y 1999 encontrando 15 articulos relacionados
con el oido medio del cuyo incluyendo la membrana timpanica, la trompa de Eustaquio y la
cadena osicular. En estos estudios describen abordajes extrameatales, sin embargo con el
advenimiento del endoscopio, demostramos que es posible un abordaje endomeatico a la
membrana timpanica y a la cadena osicular del cobayo para realizar estudios en este

modelo.

A pesar de existir multiples estudios acerca del uso de bioplastico en diferentes ramas de la
medicina, existe poca evidencia del posible uso de estos como injertos timpanicos. Los
poliuretanos son buenos candidatos para sustituir a la membrana timpanica debido a su
elasticidad y sus propiedades vibratorias demostradas in vitro (34). Varios estudios han
demostrado resultados desalentadores con el uso de bioplasticos, sin embargo este estudio

demuestra un adecuado cierre de la perforacion timpanica.

La timpanoplastia tipo | es un procedimiento relativamente frecuente en nuestro medio, sin
embargo, actualmente existen diferentes técnicas quirdrgicas con diferentes resultados
reportados, por lo que no solo debemos poner atencion en el tipo de cirugia, sino también en
el tipo de injerto. Asi mismo demostramos que el cobayo es un modelo animal barato, factible

y facilmente distribuido alrededor del mundo.

Xl. CONCLUSIONES Y TRABAJO A FUTURO

En este trabajo demostramos que el alfa,omega-telequelico poli(epsilon-caprolactona) diol y
hexametilen di-isocianato [PCLDEGHDI] es un bioplastico que puede tener uso como injerto

timpanico, obtuvimos un porcentaje de cierre similar al estandar de oro (fascia) y no se
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presentaron complicaciones al seguimiento a corto plazo; asi mismo con el uso de este
plastico, al no requerir un abordaje extra para obtenerlo como injerto y a su posible aplicacion
con el endoscopio, se podrian reducir costos hospitalarios al realizarse este procedimiento

en consultorio bajo anestesia local.

Proponemos las siguientes lineas de investigacion derivadas del presente estudio:

- Evaluar de manera objetiva la posible ototoxicidad mediante emisiones otoacusticas.

- Evaluar mediante seguimiento timpanometrico las propiedades biofisicas del injerto.

- Comparar este material con otros biomateriales biologicos (xenoinjertos).

- Aumentar el tamano de muestra para poder realizar comparaciones estadisticas mas

exactas.

- Evaluar el comportamiento del injerto a largo plazo.

- Evaluar costo beneficio el posible uso de este material como injerto.

Xll. ANEXOS

Se anexan los documentos probatorios de aceptacion de protocolo por parte del HCSAE de

Petroleos Mexicanos y de la Universidad Panamericana.
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2 PEMEX. Memoréndum
Fecha México, D.F.,a 16 de agosto de 2012
Remitente DIRECCION CORPORATIVA DE ADMINISTRACION Nimero HCSAEA- 805-78550-03-2129/2012
SUBDIRECCION DE SERVICIOS DE SALUD
HOSPITAL CENTRAL SUR DE ALTA ESPECIALIDAD
NFPARTAMFENTO NF FNSFNANZA F INVFSTIGACION
Destinatario DR. ENRIQUE GIRON ARCHUNDIA

Otorrinolaringologia
Pesente.

Después de revisar el Proyecto de Investigacion 19/12 titulado: “Uso de
biomateriales como injerto para timpanoplastia tipo I”, informamos que fue:

ACEPTADO

Aprovecho la ocasién para enviarle un cordial saludo.

Atentamente,

M. en OREDMY HERRERA KIENGELHER
Encargada del Area de Investiga¢ion.

c.c.p..Dr. Rafael A. Zarate Garcia.- Profesor Titular- Tutor de Tesis

LHK/pak

Pagina 1
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UNIVERSIDAD
PANAMERICANA México D. F. a 21 de septiembre del 2012

Asunto: Dictamen
Protocolo No. E1207

Dr. Enrique Girén Archundia
PRESENTE

Con relacion al protocolo No. E1207 turnado al Comité de Etica de Investigacion de la

Universidad Panamericana denominado:

USO DE BIOMATERIALES COMO INJERTOS
PARA TIMPANOPLASTIA TIPO |

Hago de su conocimiento que después de evaluarlo, el dictamen del Comité de Etica
de la Investigacion de la Escuela de Medicina de la Universidad Panamericana es de:

ACEPTADO

La vigencia de esta aprobacion es de un ano a partir de la emision de este documento.
Los responsables del estudio se comprometen a cumplir con todas las disposiciones
géticas nacionales e internacionales, asi como a presentar al Comité cualquier
enmienda, cambio o irreqularidad detectada durante la aplicacién del protocolo, asi

como de dar aviso al Comité de la finalizacion del mismo.

ATENTAMENTE

[T

Dr. Francisco Javier Marcé Bach
Presidente del CEIUP

c.c.p. Dr. Antonio Rafael Villa Romero, Presidente del Comité de Investigacion UP,
c.c.p. Archivo CEIUP 41
c.c.p. Comité de Investigacion J
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Xlll. RECURSOS Y LOGISTICA

El quirofano y bioterio fue prestado por la Universidad Panamericana, asi como los sujetos
de experimentacion y los consumibles (aserrin, alimento adicionado con vitamina C,
anestesicos, analgesicos y antibioticos, parafina, tinciones, formol), de acuerdo a la

aprobacion del protocolo E1207.

El instrumental utilizado pertenece al Dr. Enrique Giron Archundia.

XIV. MENCION ESPECIAL

Doy un agradecimiento al Dr. Gerardo Arrellin MVZ quien don6é a los sujetos de

experimentacion y los mantuvo en condiciones 6ptimas durante el progreso de este estudio.

A la Dra. Maria Lilia Loredo quien realizé el analisis histoldgico.

A los estudiantes de medicina: Eduardo Sanchez y Cinthia Vargas quienes mostraron un

gran interes en el desarrollo de este estudio.

Al personal administrativo de la Universidad Panamericana quienes contribuyeron con la

realizacion de este estudio.
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