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RESUMEN

Son entidades similares el reflujo gastroesofagico y el reflujo laringofaringeo aunque
fisiopatologicamente distintos, ya que el estbmago y eséfago cuentan con mecanismos de
proteccion que los hacen mas resistentes al reflujo gastrico, sin embargo, en la region de la
laringofaringe no se cuenta con estas barreras de proteccion, por lo que es mas sensible al
dano por reflujo gastrico, el pH acido del estbmago no es el unico responsable de los
cambios producidos en el tracto gastroesofagico, se ha demostrado también que el reflujo
alcalino puede ser perjudicial. El reflujo laringofaringeo es un factor agravante en
enfermedades de las cuerdas vocales como: nédulos, pdlipos, papilomatosis laringea, asi
como en otras enfermedades como la rinosinusitis cronica, otitis media serosa y su relacién
con carcinoma de laringe en aproximadamente el 85%.

Objetivos: Identificar el efecto del omeprazol via oral en las caracteristicas clinicas en
pacientes de faringitis crénica secundaria a reflujo laringofaringeo. Identificar las
caracteristicas histolégicas de expresién de H. pylori en biopsias de muestras de mucosa
de orofaringe, en pacientes de faringitis crénica secundaria a reflujo laringofaringeo, antes
de la ingesta de omeprazol via oral.

Material y métodos: Aceptaron participar 24 pacientes en el estudio, se registraron las
caracteristicas demograficas y clinicas de los pacientes. Se identifico la presencia de reflujo
gastroesofagico en 10 de los 24 pacientes. Se aplicé el cuestionario de indice de sintomas
de reflujo e indice de hallazgos de reflujo y Unicamente se incluyeron a los que presentaron
un indice mayor o igual a 12 y 7 respectivamente. Luego se tomé biopsia de orofaringe,
previa colocacion de anestésico tépico con pinza de copas de 2 x 2 mm, todas las muestras
obtenidas se colocaron en formol al 10% y luego se procesaron en parafina y se guardaron
los bloques hasta completar el tamafio de la muestra. Un colaborador cegado, procesé las
muestras para la identificacion de las caracteristicas histopatoldgicas por tincién con HE y
determinacion de presencia de Helicobacter pylori por inmunohistoquimica en el servicio de
Patologia del Centro Médico Nacional La Raza. Posteriormente se inici6 manejo con
omeprazol 20 mg via oral cada 12 hrs. durante 2 meses, al término de tratamiento se aplicé
el indice de sintomas de reflujo e indice de hallazgos de reflujo.

Resultados: El indice de sintomas de reflujo mejoré en los pacientes luego del tratamiento
con omeprazol cuando se comparo antes y después del tratamiento (promedio 22.5, DE 6.7
vs 13.9, 4.1), con diferencia estadisticamente significativa (p<0.01). Con respecto al indice
de hallazgos de reflujo laringofaringeo también mejor6 luego del tratamiento médico con
omeprazol cuando se compararon antes y después del tratamiento (promedio 10.5, DE 2.4
vs 6.6, 1.2), con diferencia estadisticamente significativa (p<0.01). Las lesiones
identificadas por reflujo laringofaringeo predominaron eritemia/hiperemia, edema laringeo
difuso, hipertrofia de comisura posterior y moco endolaringeo grueso. Los principales
hallazgos histopatologicos de la mucosa faringea de los pacientes con reflujolaringofaringeo
fueron: linfocitosis interepitelial (12%), infiltrado subepitelial (10%) hiperplasia basal, etc.
Con respecto a la identificacién de la presencia de H. Pylori en las muestras de la mucosa
faringea de los pacientes con reflujo laringofaringeo, se encontré positiva en 6 de 24
pacientes (25%).

Conclusiones: el omeprazol via oral a dosis de 40 mg al dia durante 60 dias mejora los
sintomas y signos de reflujo laringofaringeo identificado por el indice de sintomas de reflujo
e indice de hallazgos de reflujo. En muestras de mucosa faringea de estos pacientes se
presenta con mayor frecuencia la linfocitosis interepitelial y hubo presencia de H. pylori en
mucosa de orofaringe.



ANTECEDENTES:

Epidemiologia

Se estima que la prevalencia de las enfermedades por Enfermedad de Reflujo
Gastroesofagico y Reflujo Laringofaringeo (ERGE y RLF) se ha incrementado en un 4 %
cada afno desde 1976. El Instituto Nacional de Cancer de Estados Unidos muestra un
incremento en la prevalencia de cancer de esé6fago del 600 % desde 1975. Se estima que

mas del 50 % de los pacientes con disfonia presentan reflujo laringofaringeo (1).

Definicion:

El reflujo retrogrado del contenido estomacal a la laringe y faringe define al reflujo

laringofaringeo. Este reflujo entra en contacto con el tracto aerodigestivo. (2)

Fisiopatologia:

Debido a la exposicion continua al reflujo gastrico, el eséfago cuenta con mecanismos de
proteccidn como produccion de amortiguador, esfinter esofagico inferior, aclaramiento
esofagico, saliva, gravedad y el esfinter esofagico superior (2). El epitelio esofagico
contiene anhidrasa carbodnica | o IV que produce bicarbonato, es mas sensible el epitelio
laringofaringeo a la accién de las sustancias provenientes del reflujo gastrico, ya que este
epitelio produce un subtipo diferente de anhidrasa carbonica (tipo Ill), que se encuentra
disminuida en caso de reflujo acido (ausente en 64 % de biopsias de pacientes con RLF),
se especula que un pH pueda ser toxico sea 5 o0 6, ya que el pH normal de laringe es 7 (3,

4).



Si algunos de los mecanismos de defensa fallan, el contenido estomacal se pone en
contacto con el tejido laringofaringeo provocando en este dafio al epitelio, disfuncidn
mucociliar, inflamacién y sensibilidad alterada. El tejido laringofaringeo se expone a
diferentes sustancias contenidas en el reflujo gastrico, las mas importantes son: la pepsina,
sales biliares y enzimas pancreaticas. En el esdéfago se consideran hasta 50 episodios de
reflujo normales, en la laringe tres episodios pueden causar dafno. Se ha encontrado que la
pepsina puede modificar la expresion de proteinas de estrés, reducir concentracién de
anhidrasa carbénica lll, E-cadherina y Sep 70 (5,6). La pepsina se encuentra estable en
un pH de 7.4, pero se inactiva de manera irreversible en pH de 8, (7) por lo que, a pesar de
permanecer inactiva, se tiene la teoria de que puede ser activada por alimentos acidos o
reflujo acido. Se han tomado biopsias bajo anestesia general de hipofaringe en donde
puede identificarse la disminucion de isoenzima anhidrasa carbénica lll, que es la mas

especifica del RLF.

Se ha demostrado una sobreexpresion de CD1d con colocalizacion de linfocitos T NK en
biopsias laringeas (8) en pacientes con RLF- Se ha demostrado dafio celular en cultivos de
células epiteliales de hipofaringe, la pepsina junto con el pH provoca lesiones intracelulares

(aparato de Golgi y lisosomas, pH de 5 y 4 respectivamente) (9)

El laringoespasmo se puede producir por dos potenciales circuitos: (10)

- Quimioreflejo laringeo: mediante una via aferente: nervio laringeo superior, via
eferente: nervio laringeo recurrente, produciendo aduccion vocal y laringoespasmo.
(11)

- Reflejo mediado por vago, mediado por estimulacién de eséfago distal a través de

via aferente por el nervio vago.



Los pacientes refieren, reflujo de predominio diurno y bipedestacion. Debido a las
diferencias en fisiopatologia, el tipo de epitelio y los mecanismos de proteccién se ha
encontrado una diferencia en los sintomas dependiendo de la patologia; los pacientes que
tienen RLF presentan menos dolor retroesternal 20% vs 83 % en ERGE, el aclaramiento de
garganta se presenta en 87 % de los pacientes con RLF y en 3% en los pacientes con
ERGE, contrariamente la pirosis se presenta en 20% de los pacientes con RLF y el 83 %

de los pacientes con ERGE.(12)

Los sintomas mas comunes de RLF son: aclaramiento de garganta excesivo, tos, disfonia
y globus faringeo. Se ha relacionado el reflujo laringofaringeo con afeccién a nivel
nasosinusal, presentandose generalmente como rinosinusitis crénica. Se ha relacionado
con la estenosis subglotica, cancer de laringe, granulomas, ulceras por contacto y nédulos

de cuerdas vocales. (13)

Diagnostico:

Los pacientes presentan hallazgos a la laringoscopia que, si bien no son sensibles por si
solos, de manera conjunta aumentan la posibilidad de diagnosticar reflujo laringofaringeo.
Los hallazgos a la exploracion se consideran mas especificos si predominan en parte
posterior de laringe: eritema o hiperemia de los aritenoides, eritema de cuerdas vocales,
edema de cuerdas vocales, hipertrofia de comisura posterior (14), presencia de moco
espeso y blanquecino a nivel de laringe (15). No se ha establecido el estandar de oro para

el diagnéstico del reflujo laringofaringeo.

A nivel de laringe el RLF se puede manifestar de diferentes formas en los diferentes
subsitios que se manifiestan en la laringoscopia los siguientes hallazgos inespecificos de

irritacion e inflamacién a nivel laringeo. Se identifica en la supraglotis edema (16), en la



glotis edema y eritema de manera pronunciada en la comisura posterior. Ademas,
granulomas, ulcera por contacto, en subglotis pseudosulcus y estenosis (17). Es importante

la laringoscopia ya que el RLF se asocia con cancer.

Belafsky et al desarrollaron un cuestionario de 9 preguntas: el indice de sintomas de reflujo
(RSI), cada pregunta tiene un rango del 0 (sin problema) al 5 (problema severo) con un
resultado maximo de 45. Se define como un indice mayor de 12 como anormal. (18)
También desarrollaron el indice de hallazgos de reflujo (RFS), este valora: edema
subglotico, obliteracién ventricular, eritema o hiperemia, edema de cuerdas vocales, edema
laringeo generalizado, hipertrofia de comisura posterior, granuloma o tejido de granulacion
y moco excesivo en la laringe, teniendo un valor maximo de 26, los pacientes con un indice

mayor a 7 se consideran con RLF. (19)

El estudio para el diagnéstico del reflujo laringofaringeo no se ha estandarizado, por lo que

se ha propuesto hacer una prueba diagnostico terapéutica con antiacidos.

La monitorizacion de pH mediante la impedancia intraluminal multicanal es util para el
diagnostico de RLF, pero los métodos probados varian ampliamente y no hay consenso
respecto a la definicion de un pH anormal, con una sensibilidad de 50 al 80 %, con un alto

costo. (20,21)

Tratamiento empirico como prueba diagnéstica:

Dada la controversia en el diagndstico de reflujo laringofaringeo, se ha usado la terapia
empirica con inhibidor de la bomba de protones (IBP) como una modalidad de diagnéstico
alternativa, donde la respuesta favorable se considera como confirmacion diagnéstica.
Consiste en administrar el inhibidor de la bomba de protones dos veces a dia, durante 2 a

3 meses. La mayoria de los estudios consideran una respuesta favorable a los inhibidores



de bomba de protones cuando el paciente reporta resolucion de los sintomas relacionados

con reflujo laringofaringeo. (22,23,24)

Tratamiento:

Cambios en dieta y habitos como: pérdida de peso, eliminar tabaquismo, evitar alcohol, no
comer inmediatamente antes de dormir, por lo menos 3 horas, elevacion de la cabecera.

(25,26)

Restriccion dietética: cafeina, chocolate, bebidas con gas, salsa de tomate, vino rojo,
bebidas con grasa o fritas, picantes, juntas han demostrado ser una determinante

independiente del tratamiento con IBP. (25,26)

Los farmacos mas comunmente usados para el tratamiento del RLF son los IBP que actuan
suprimiendo la produccion de acido en las células parietales en la bomba H+ - K+ ATP asa.
Los IBP no solo evitan la exposicién del tracto aerodigestivo superior, también reducen el
dano resultante de la actividad enzimatica de la pepsina, que requiere un medio acido para

la activacion. (27)

El tratamiento minimo va de 2 a 4 meses con IBP administrados 2 veces al dia (40 mg de
omeprazol) 30-60 minutos antes de la comida, debido a que provee la concentracion mas
alta del farmaco durante el periodo de estimulacion de la bomba de protones por el consumo
de alimentos. La mejoria de los sintomas puede ameritar hasta 6 meses de tratamiento.

(27)

El tratamiento maximo antirreflujo consiste en la combinacién de IBP dos veces al dia (antes
de desayuno y comida) y un antagonista H2 antes de acostarse, con rango de falla de 10-

17 %. (28)



Los inhibidores de la bomba de protones reducen el volumen del reflujo acido, pero puede
continuar el reflujo no acido. Los alginatos reaccionan con el acido en el estbmago
produciendo barrera antirreflujo en el fundus del estdbmago, para el reflujo acido y no acido.
Estos actuan rapidamente, son de larga duracion, de bajo costo y no tienen efectos
secundarios conocidos. En quienes se identifica una incompetencia de EEIl se pueden

beneficiar de la funduplicatura. (29)

Omeprazol es antisecretor y antiulceroso. Es un inhibidor especifico de la bomba de
hidrogeniones en la célula parietal gastrica. Es una base débil, que se concentra y pasa a
la forma activa en el medio extremadamente acido de los canaliculos intracelulares de la
célula parietal, inhibiendo en ellos a la enzima H+- K+-ATPasa, es decir, a la bomba de
protones. Este efecto en el paso final del proceso de formacién del &cido gastrico es dosis-
dependiente y proporciona una inhibicién altamente eficaz, tanto de la secrecién acido basal
como de la secrecion acida estimulada independientemente del estimulo. La dosificacion
oral con 20 mg de omeprazol una vez al dia produce una rapida y efectiva inhibicion de la
secrecién acida gastrica diurna y nocturna, consiguiéndose un efecto maximo en los cuatro
primeros dias de tratamiento. Omeprazol es labil en presencia de pH acido, por esto, se
administra en forma de granulos con recubrimiento entérico y encapsulado. La absorcion
tiene lugar en el intestino delgado, complementandose de 3-6 horas. La biodisponibilidad
sistémica de una dosis oral es de aproximadamente del 35%, incrementandose a 60%
después de la administracién repetida una vez al dia. La ingestion concomitante con
alimentos no interfiere con la biodisponibilidad. La unién a las proteinas plasmaticas es
alrededor del 95%. Es metabolizado completamente en higado, el principal metabolito

(hidroxiomeprazol) en el plasma. (30, 31)



Cirugia:

Funduplicatura laparoscépica o tipo Nissen, es un tratamiento quirdrgico bien establecido
con resultados reproducibles y confiables en ERGE, sin embargo, se desconocen los
resultados en RLF (30). La funduplicatura tipo Nissen no se debe realizar en pacientes
resistentes a IBP, ya que se ha demostrado que solo el 10 % de los pacientes responden a

la funduplicatura después de la falla con IBP. (32)

Biomarcadores de reflujo:

La anhidrasa carbdnica es un componente de defensa de la mucosa que cataliza la
hidratacion del dioxido de carbono, produciendo bicarbonato, que neutraliza el reflujo acido
en el espacio extracelular. Un incremento en la expresion de anhidrasa tipo Il puede ser
una consecuencia de hiperplasia epitelial, que es un signo histopatolégico de esofagitis. En
la presencia de RLF y pepsina, la anhidrasa tipo Il disminuye en las cuerdas vocales,
empeorando el dafo producido por el acido e incrementa en la comisura posterior. (33) E-
cadherina: juega un rol importante en el mantenimiento de la integridad y la funcién de
barrera del epitelio, la pepsina digiere las estructuras intracelulares responsables de la
cohesion intracelular. Los niveles de E-cadherina se ha encontrado disminuyen en
respuesta al RLF. La pérdida de expresion de E- cadherina es el primer paso para la
invasion tumoral. (34) Mucinas: son glicoproteinas expresadas por diferentes tipos de
células epiteliales en lugares expuestos a oscilaciones en el pH, concentracién de iones,
hidrataciéon y oxigenacion. Sus funciones son las siguientes: proteccion, lubricacion,
transporte, diferenciacion del epitelio modulacion de ciclo celular adhesion y transduccion

de senales celulares. (35)



Hallazgos histopatolégicos y marcadores:

Se han identificado algunas sustancias con algun papel en la fisiopatologia del reflujo

laringofaringeo: E- cadherina, anhidrasa carbonica Ill, Sep-70 y pepsina. (36)

La inmunohistoquimica tiene menor costo que la impedanciometria de doble canal, la
mayoria de los pacientes pueden tolerar biopsia, es facil de llevar a cabo, con una
sensibilidad y especificidad adecuadas para el tipo de enfermedad que detectan. (37,38)
Se ha determinado la presencia de H. pylori en areas diferentes a la mucosa gastrica como
en de la via aérea en la region interaritenoidea, de las cuerdas vocales y de banda

ventricular, asi como en amigdalas. (39,40,41,42)



PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA Y JUSTIFICACION:

El reflujo laringofaringeo es una enfermedad frecuente que presenta cronicidad por la
inflamacién y edema al que conlleva en la via area superior. Esta enfermedad contintda
en estudio y no existe aun un estandar de oro para el diagndstico. Se cree que la
mucosa laringea es mas sensible a los efectos de reflujo gastrico, comparado con el
esoéfago, por lo que es plausible que el reflujo laringofaringeo crénico puede causar

cambios neoplasicos y contribuir a transformacién oncogénica. (5)

Esta entidad tiene manifestaciones en toda el area otorrinolaringoldgica, de la que se
han estudiado poco tanto de la respuesta clinica al tratamiento como los hallazgos

histolégicos.

En el presente estudio se intenta tomar las herramientas disponibles como el indice de
sintomas de reflujo e indice de hallazgos de reflujo antes y después del tratamiento con
omeprazol, para corroborar la mejoria clinica e identificar los hallazgos histoldgicos.
Debido a la afeccion multinivel de esta patologia, deriva la importancia del diagndstico

y tratamiento oportuno de esta enfermedad.



OBJETIVOS:

Primario:

- Identificar el efecto del omeprazol via oral en las caracteristicas clinicas en

pacientes de faringitis cronica secundaria a reflujo laringofaringeo.

Secundario:

- ldentificar las caracteristicas histologicas y de expresion de H. pylori en biopsias de
muestras de mucosa de orofaringe, en pacientes con faringitis cronica secundaria a

reflujo laringofaringeo, antes de la ingesta de omeprazol via oral.



TIPO Y DISENO DE ESTUDIO:

Estudio clinico, con disefio intragrupo con mediciones antes y después (cuasiexperimental).



DESCRIPCION GENERAL DEL ESTUDIO:

Aceptaron participar 24 pacientes en el estudio, se registraron las caracteristicas
demograficas y clinicas de los pacientes. Se identifico la presencia de reflujo
gastroesofagico en 10 de los 24 pacientes. Se aplicé el cuestionario de indice de sintomas
de reflujo e indice de hallazgos de reflujo y Unicamente se incluyeron a los que presentaron
un indice mayor o igual a 12 y 7 respectivamente. Luego se tomé biopsia de orofaringe,
previa colocacion de anestésico tépico con pinza de copas de 2 x 2 mm, todas las muestras
obtenidas se colocaron en formol al 10% y luego se procesaron en parafina y se guardaron
los bloques hasta completar el tamafio de la muestra. Un colaborador cegado a la respuesta
obtenida del cuestionario, procesé las muestras para la identificacion de las caracteristicas
histopatoldgicas por tincion con HE y determinacion de presencia de Helicobacter pylori por

inmunohistoquimica en el servicio de Patologia del Centro Médico Nacional La Raza.

Posteriormente se inici6 manejo con omeprazol 20 mg via oral cada 12 hrs. durante 2
meses, 30 minutos antes de los alimentos, al término de tratamiento se aplicé el indice de

sintomas de reflujo e indice de hallazgos de reflujo.



MATERIAL Y METODOS:

Sujetos participantes:

Después de la autorizacion del protocolo de estudio por el Comité Local de Investigacion y
Etica en Salud (CLIEIS), con el consentimiento informado de los pacientes (Anexos), de
manera consecutiva se captaron a 24 pacientes adultos con diagndstico de primera vez de

RLR que acuden al CMN La Raza de acuerdo al protocolo de estudio.
Las caracteristicas generales de los participantes se describen a continuacion:

-24 pacientes con un puntaje mayor a 12 en el indice de sintomas de reflujo y un puntaje
mayor a 7 en el indice de hallazgos de reflujo, con edad mayor a 18 anos, hombres y
mujeres. No se incluyeron pacientes con tratamiento previo con omeprazol 3 meses y con
cuadro infeccioso agudo de vias respiratorias altas. Se realizé entrevista a los 30 dias de
tratamiento con omeprazol, verificando el apego a tratamiento y se otorgd receta para
continuar tratamiento durante 30 dias mas, de los 24 pacientes que ingresaron en el

protocolo de estudio ninguno se elimino.

Se llevé a cabo estandarizacion y validacion, de los indices, uno evalua sintomas (19) y el
otro evalua hallazgos (18) de reflujo laringofaringeo. También la estandarizacion de la toma
de la muestra de mucosa de orofaringe para su procesamiento para identificar los hallazgos

histologicos y la inmunohistoquimica para H. Pylori.
Secuencia (también ver diagrama).

1. Durante la primera consulta bajo entrevista se aplicé el cuestionario al paciente, que
interroga sintomas y da una puntuacion 0 a 24.
2. Previa colocacion de anestésico topico se realizé nasofibroscopia y se aplico el

indice de hallazgos de reflujo.



De acuerdo al resultado de ambos indices siendo el RSI mayor a 12 y el RFS mayor
a 7 se incluye paciente en estudio.

Bajo anestesia local con xilocaina, se tomad biopsia de orofaringe linea media, con
pinza de biopsia de 2 x 2 mm en primer dia de entrevista.

Se envio muestra para valoracion de cambios histoldgicos.

Cuantificacion de H. pylori en muestra por inmunohistoquimica.

Se dio manejo con omeprazol 20 mg en capsulas via oral cada 12 hrs por 60 dias.
El medicamento es suministrado por la farmacia del IMSS.

Se cité paciente a revaloracion a los 61 dias y se aplicaron los dos indices: RSl e
RFS.

Se midié el apego a tratamiento mediante un diario de ingesta de medicamento. A
los 30 dias de iniciar el tratamiento se citdé a paciente a la consulta externa para
interrogar sobre el tratamiento y revisién del diario de ingesta de medicamento,

verificando el apego al tratamiento de todos los pacientes.



Diagrama de flujo

Seleccién de pacientes con
diagnostico de reflujo
laringofaringeo (RLF)
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PROCEDIMIENTOS:

Cuestionarios

Se llevd a cabo la administracion al paciente por entrevista guiada por cuestionario, siempre

sin observadores ni acompafnantes y en el siguiente orden:

1. indice de Hallazgos de Reflujo por medio de laringoscopia flexible, con la evaluacion de
los siguientes hallazgos: edema subglotico, obliteracidn ventricular, eritema o hiperemia,
edema de cuerdas vocales, edema laringeo generalizado, hipertrofia de comisura posterior,
granuloma o tejido de granulaciéon y moco excesivo en la laringe, teniendo un valor maximo
de 26, pacientes con un indice mayor a 7 se consideran con RLF y al tratamiento con

inhibidor de bomba de protones, con un nimero mayor a 7. (18)

2. Indice de sintomas de reflujo, Belafsky et al desarrollaron un cuestionario de 9 preguntas,
cada pregunta tiene un rango del 0 (sin problema) al 5 (problema severo) con un resultado
maximo de 45. Se define como un indice mayor de 12 como anormal. Valora los siguientes
sintomas: Ronquera o algun problema con su voz, aclaramiento de garganta, excesivo
moco en garganta o descarga retro nasal, dificultad a la deglucién de alimentos, liquidos o
pildoras, tos después de comer o después de estar acostado, dificultad para respirar o
episodios de asfixia, tos molesta o problematica, sensacion de algo pegado en la garganta
o nudo en la garganta, ardor en estdbmago, dolor de pecho, indigestion o sensacién de que
el acido sube del estomago. Un indice de sintomas de reflujo mayor a 12 se considera

positivo para reflujo laringofaringeo. (19)



Procedimiento de Inmunohistoquimica:

Todos los especimenes se fijaron en formol inmediatamente después de la biopsia, se
sometieron inmunotincion con HE para identificar las caracteristicas histolégicas y a

inmunohistoquimica para cuantificar Helicobacter pylori.

Las mediciones se efectuaron en la Departamento de inmunohistoquimica del servicio de
Patologia CMN La Raza. Para la determinacion de la expresiéon de Helicobacter pylori se
utilizé inmunohistoquimica con el anticuerpo (Polyclonal Rabbit Anti-Helicobacter Pylori.
Dako.) Las muestras tenidas fueron procesadas y fotografiadas en el microscopio. Con el
objetivo 40X en 12 campos calibrados al azar. Se identificd la cantidad de expresion de
acuerdo a la positividad por dos observadores previa estandarizacion (FJGV INP y Patélogo

de La Raza) y sin conocer los resultados de los indices.



Protocolo Libre de Biotina/HRP-DAB 6 AP-NF/FR (SBEP)

FUNDIR PARAFINA.
DESPARAFINAR

Xilol 6 substituto
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Desenmascaramiento por el método de Tender Coker® /
Microondas

Agregar a la olla de presion para microondas (Microware Tender Coker® Nordic
Ware®[F1] Minneapolis, USA) de 300 a 400 ml de agua destilada. Cerrar la olla de presion
de acuerdo a las instrucciones inscritas al dorso de la tapa de la misma.
Colocar la olla dentro del horno de microondas, cerrar la tapa del microondas y programar
€ iniciar tiempo por 5 minutos a una potencia minima de 1000 watts. Por otro lado, decantar
el agua del (os) vaso (s) de coplin que contiene (n) las laminillas hidratadas y agregar un
volumen de solucion de desenmascaramiento (2-8 °C) especifica al pH del anticuerpo que
se va a desenmascarar y llenar 5/6 partes del (los) vaso (s) de coplin que se van a utilizar.
Cerrar los vasos de coplin hasta el tope y regresar 1/8 de la rosca para liberar presién. Una
vez terminado el tiempo del microondas retirar la olla, dejar que se libere la presidén de vapor
de la olla (aprox. 2 min.), destapar la olla teniendo cuidado en no tocar la partes
extremadamente calientes. Colocar el (los) vaso (s) de coplin con las laminillas dentro de la
olla de presion, procurando centrar los vasos en la olla, cerrar la olla y colocarla nuevamente

dentro del microondas.

Programar e iniciar calentamiento por 5 minutos y detener el calentamiento cuando la
valvula de seguridad haya indicado que la presion de vapor del agua destilada es mucho
mas alta que la presién de vapor de la solucion de desenmascaramiento, (esta diferencia
de presion entre las soluciones se caracteriza por que la valvula de seguridad emite un
sonido de liberacion de vapor de agua caracteristico (chiflido), este “chiflido” debe de ser
constante durante un minuto con la olla dentro del horno de microondas, sin importar
cuantos minutos hayan transcurrido del tiempo programado; si es necesario programar e
iniciar 3 minutos extras mas de tiempo. Transcurrido el tiempo necesario de la liberacion de

presion de vapor se detiene el calentamiento.



Retirar la olla de presiéon del microondas y dejar enfriar a temperatura ambiente hasta
observar que la presion de vapor ha disminuido (la valvula de seguridad de la olla de presion
regresa a su posicion original). Retirar el (los) vaso (s) de coplin de la olla de presion
sujetandolo (s) de la parte superior con una franela y colocarlo (s) suavemente sobre la
tarja. Destapar el (los) vaso (s) de coplin, colocarlo (s) en un bafo de agua fria 6
temperatura ambiente y esperar hasta que la soluciéon de desenmascaramiento este a una
temperatura de entre 12-24°C “temperatura de dedo”. Una vez fria la solucién de
desenmascaramiento, desechar en la tarja por decantacion y realizar tres lavados (cambio)

con agua destilada a los portaobjetos.



Procesamiento de datos:

Los resultados de cada una de las determinaciones se registraron en la hoja de recoleccion
de datos. Después se concentrd la informacion en una hoja de calculo (Excel 2000,
Microsoft, Palo Alto) para efectuar su analisis estadistico mediante el programa computado

SPSS (Statsof, Tulsa).

Analisis estadistico:

El analisis estadistico se realiz6 de acuerdo con la distribucién de datos, con la prueba de
Kolmogorov-Smirnov. Con un nivel de significancia estadistica de 0.05, se utilizaron las
siguientes pruebas: “t” de Student para muestras relacionadas, “U” Mann-Whitney, “t” para

proporciones y r de Pearson.

Los resultados de las encuestas y de cada una de las determinaciones se registraron en la
hoja de recoleccion de datos, y luego en una hoja de calculo (Excel 2000) para efectuar su

analisis estadistico (PSS, Statsof, Tulsa).



Tamano de la muestra

Para calcular el tamafio de la muestra para un estudio descriptivo de una variable
dicotdmica con un intervalo de confianza del 95% y una potencia de 0.80, se calculé con
una diferencia del 40% de acuerdo a Noordizij P, y cols (45), estimando un tamafno de

muestra de 22 pacientes mas un estimado del 20% de perdidas con la férmula (49):

ORT1
mT2=
(1-m1+0R 1)




Consideraciones éticas

El proyecto de investigacion fue evaluado por la Comision de Investigacion del IMSS. La
propuesta y la ejecucion del estudio se efectuaron respetando la Ley General de Salud de
los Estados Unidos Mexicanos y su reglamento en materia de Investigacién para la Salud
y las Normas del Instituto Mexicano del Seguro Social. No viola ninguno de los principios
basicos para la investigacién en seres humanos, establecidos por la declaracion de la
Asamblea Mundial del Tratado de Helsinki, Finlandia, ni sus revisiones de Tokio, Hong-

Kong, Venecia y Edimburgo.

De acuerdo con la Ley General de Salud de los Estados Unidos mexicanos en materia de
Investigacion para la Salud, Articulo 17 (46), este estudio representa una investigacion con
riesgo minimo. Por lo que se solicité el consentimiento escrito, de acuerdo a las guias para
la conduccion de investigaciones que involucran sujetos humanos de los institutos
nacionales de salud de los Estados Unidos (47) el articulo 22 del capitulo 7 de la
Convencion en derechos humanos y biomedicina sobre la Disposicion de una parte
removida del cuerpo humano: cuando en el curso de una intervencion de cualquier parte
del cuerpo humano es removida, puede ser almacenada y usada para un propoésito, otro
por el cual fue retirada solo si esto es realizado en conformidad con informacién apropiada
y procedimientos de consentimiento. La informacion generada por el estudio es probable
que sea util en el conocimiento del reflujo laringofaringeo y los mecanismos que la
producen. Los pacientes no recibieron pago por su participacion en el estudio ni beneficio
directo por participar en él. Se garantizé la confidencialidad y anonimato a los pacientes en
la ejecucion de las mismas en el manejo de su informacion. El estudio fue realizado por
personal capacitado y con la participacion de médicos. Se solicitd por el investigador, el
consentimiento escrito para obtener la informacion por medio de entrevista a los pacientes

con diagnostico de reflujo laringofaringeo, para realizar inmunohistoquimica para deteccién



de subunidades de Helicobacter pylori. La difusién de la informacién generada de este
estudio se realizé en conformidad al articulo 15 de la declaracion de la UNESCO en Bioética
y Derechos Humanos que establece que los beneficios resultantes de toda investigacion
cientifica y sus aplicaciones deberian compartirse con la sociedad en su conjunto y en el

seno de la comunidad internacional, en particular con los paises en desarrollo (48).



RESULTADOS

Se identificaron las siguientes caracteristicas generales de los 24 pacientes, con predominio

del sexo femenino (Tabla 1).

Tabla 1. CARACTERISTICAS DE LOS 24 PACIENTES CON REFLUJO

LARINGOFARINGEO

Edad Nimero Porcentaje
Masculino 5 20.83%
Femenino 19 79.17%
Tabaquismo 0 0.00%
Etilismo 13 54.17%
Diabetes 10/24 41.67%
Hipertension 15/24 62.50%
Promedio DE
indice de sintomas de reflujo 21.84 7.36
indice de hallazgos de reflujo 10.24 2.86

DE. Desviacion estandar



El indice de sintomas de reflujo mejoré en los pacientes luego del tratamiento con
omeprazol cuando se compard antes y luego del tratamiento (promedio 22.5, DE 6.7 vs

13.9, 4.1), con diferencia estadisticamente significativa (p<0.01) (Figura 1).

Con respecto al indice de hallazgos de reflujo laringofaringeo también mejoré luego del
tratamiento médico con omeprazol cuando se compararon antes y después del tratamiento
(promedio 10.5, DE 2.4 vs 6.6, 1.2), con diferencia estadisticamente significativa (p<0.01)

(Figura 2).

Figura 1. indice de los sintomas de reflujo laringofaringeo antes y después del tratamiento

con omeprazol durante 60 dias.



Figura 2. indice de los hallazgos de reflujo laringofaringeo antes y después del tratamiento

con omeprazol durante 60 dias.
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Cabe mencionar que ambos indices (el indice de sintomas de reflujo e indice de hallazgos
de reflujo) al inicio del tratamiento no correlacionaron r Pearson (0.15, p >0.05), sin
embargo, al finalizar el tratamiento con omeprazol a los 60 dias si correlacionaron de

manera significativa r Pearson (0.89, p <0.05).
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Las lesiones identificadas por reflujo laringofaringeo se muestran en la tabla 2, en las cuales
predomina: eritema/hiperemia, edema laringeo difuso, hipertrofia de comisura posterior,
moco endolaringeo. Siendo las mas frecuentes el eritema/hiperemia en 63% y moco

endolaringeo 75%.

Tabla 2. Principales lesiones identificadas por reflujo laringofaringeo.

Parcial Difuso Leve Moderado Leve Presente
54% 63% 54% 54% 33% 75%
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Los principales hallazgos histopatolégicos de la mucosa faringea de los pacientes con
reflujolaringofaringeo fueron los mas frecuentes: linfocitosis interepitelial (12%), infiltrado

subepitelial (10%), hiperplasia basal, etc. (Ver Figura 4 a la 8).

Con respecto a la identificacién de la presencia de H. Pylori en las muestras de la mucosa
faringea de los pacientes con reflujo laringofaringeo, se encontraron positivas en 6 de 24

pacientes (25%).



Figura 3. Frecuencia de los principales hallazgos histopatolégicos en mucosa de orofaringe

de los pacientes con reflujolaringofaringeo.
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Fig. 4.- Epitelio de superficie y glandulas salivales accesorias sin alteraciones (10 x HE).

Fig. 5. La parte superficial de la mucosa muestra hasta 6 hileras de células de espesor,
con un espacio claro probablemente edema. Una célula apoptésica (flecha). Finalmente
el citoplasma claro, no reforzado en el estrato espinoso, no relacionado a infiltrado
inflamatorio (40 x HE).



Fig. 6. Transformacién clara del epitelio de superficie (flechas). Los nucleos
centrales, redondos. Escasos neutrofilos acompafan al epitelio de superficie (40x
HE)

Fig. 7. Claro ensanchamiento de la basal. Vacuolacion clara predominantemente en
la base. Se complementa con infiltrado de mononucleares. Las flechas senalan
células apoptosicas (40 x HE).
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Fig. 8. En un corte bien orientado la basal representa, al menos, el 50% del espesor
mucoso. Aparece edematoso, claro, alterna con muy escasos mononucleares. En
el corion los capilares numerosos, ligeramente dilatados y congestivos (40x HE).

Fig. 9 Inmunohistoquimica con anticuerpo para deteccion de Helicobacter pylori, se
senala con flechas (10x).

DISCUSION



DISCUSION

El propdsito de este estudio fue identificar el efecto del omeprazol via oral a dosis de 40 mg
al dia durante 60 dias en las caracteristicas clinicas en pacientes con reflujo laringofaringeo,
asi como las caracteristicas histélogicas y de expresion de H. pylori en biopsias de muestras

de mucosa de orofaringe antes de la ingesta de omeprazol via oral.

Este es el primer estudio que se realiza donde se identifica la mejoria de los sintomas y
hallazgos de reflujo laringofaringeo antes y después del tratamiento con omeprazol, aunado
a la descripcion de los hallazgos histopatolégicos y la expresién de Helicobacter pylori en
mucosa de orofaringe. En estos pacientes identificamos la presencia de reflujo
gastroesofagico en el 41%, que coincide con lo reportado en la literatura. Existen escasos
estudios en donde se administré omeprazol y se identifica la mejoria de los sintomas y los
hallazgos laringoscopicos. DelGaudio et al (50) concluyeron en pacientes con reflujo
laringofaringeo que después de dos meses de tratamiento con inhibidor de bomba de
protones (esomeprazol 40 mg cada 24 horas) fueron suficientes para encontrar mejoria con
una escala realizada por los autores en el que evaluaron los hallazgos laringeos (edema de
cuerdas vocales y eritema, edema aritenoideo, engrosamiento de mucosa interaritenoidea,
edema poscricoideo, moco laringeo, hipertrofia de amigdala lingual). (46) Shin M. et al, al
comparar placebo y omeprazol ambos presentaron mejoria pero mayor en el grupo de
inhibidor de bomba de protones a las 8 semanas de tratamiento con rabeprazol 10 0 20 mg
1 vez al dia. La mejoria se evalu6 unicamente con el indice de sintomas de reflujo que fue
del 53% (diferencia en el puntaje de 7 puntos, de 15 mejor6 a 8. (51) En el trabajo de Guo
H. y Cols, (27) identifican mejoria en el indice de sintomas de reflujo con el tratamiento con
inhibidor de bomba de protones (riesgo 0.15; IC 95% 0.01-0.30) y sin mejoria en el indice
de hallazgos de reflujo (1.65; 95% IC, 0.15-3.14). En nuestro estudio identificamos que el

indice de sintomas de reflujo mejord en los pacientes luego del tratamiento con omeprazol



cuando se comparé antes y después del tratamiento (promedio 22.5, DE 6.7 vs 13.9, 4.1),
con diferencia estadisticamente significativa (p<0.01). Con respecto al indice de hallazgos
de reflujo laringofaringeo también mejord luego del tratamiento médico con omeprazol
cuando se compararon antes y después del tratamiento (promedio 10.5, DE 2.4 vs 6.6, 1.2),
con diferencia estadisticamente significativa (p<0.01). En el presente estudio se encuentra
mejoria en ambos indices luego del tratamiento con omeprazol 40 mg via oral durante 2

meses.

Con respecto a los hallazgos histopatolégicos en nuestro estudio identificamos que las
alteraciones mas frecuentes en la mucosa faringea fueron: linfocitosis interepitelial (12%),
infiltrado subepitelial (10%), hiperplasia basal (8%), etc. y que coinciden con lo reportado
por G. Neri y cols. (52). Identificamos otros hallazgos como: yemas vasculares, vacuolacion
de porcion superficial de epitelio, ortoqueratosis que pudieran estar relacionados con el
tabaquismo (excluidos en este estudio), no descartamos que sea efecto del reflujo
laringofaringeo o gastrico, ya que estos hallazgos traducen inflamacién aguda y crénica sin

displasia.

Se ha demostrado la asociacién entre el reflujo laringofaringeo y la presencia de H. pylori
en oido, junto con pepsinogeno que corroboran el papel del reflujo laringofaringeo en la
otitis media con efusion. En la laringe por medio de biopsia con la determinacién de PCR,
prueba de urea en respiracion y serologia la presencia de Helicobacter pylori del 43% vy
reflujo laringofaringeo, la terapia de erradicacién fue exitosa y redujo algunos de los
sintomas de reflujo laringofaringeo. En amigdalas se ha relacionado con amigdalitis crénica
y reflujo laringofaringeo. Debido a los mdltiples lugares en que se ha encontrado en cabeza
y cuello, deriva la importancia de la deteccion y la evaluacion del tratamiento de
erradicacion. Se ha encontrado en regidn sinonasal sin repercusion en la sintomatologia

(49, 50, 51).



Se ha estudiado la posible asociacion de los pacientes refractarios a tratamiento maximo
con inhibidor de bomba de protones con la infeccion por Helicobacter pylori, por lo que se
requieren mas estudio para identificar el papel del Helicobarter pylori en la orofaringe,
valorar el tratamiento de erradicacion y su efectividad. Cabe mencionar que ambos indices
no disminuyeron a cerca de la normalidad, pudiera deberse a dos causas principalmente:
1. El tratamiento minimo que se ha estandarizado son 8 semanas de tratamiento, sin
embargo, se comenta el tratamiento puede prolongarse hasta 6 meses para valorar
cambios en el indice de sintomas de reflujo y el indice de hallazgos de reflujo. 2. Pudiera
ser que requieran tratamiento de erradicacion de H. pylori como se realiza en los pacientes
con reflujo gastroesofagico y gastritis. En el presente estudio se identifica la presencia de
H. pylori en mucosa de orofaringe en 25% de los pacientes y su relacién con el reflujo

laringofaringeo.

El presente estudio cuenta con debilidades (es un disefio cuasiexperimental con un tamano
pequeio de pacientes), sin embargo, se identificé la significancia de los resultados
favorables del tratamiento, se requeriran otros estudios con un mayor nimero de pacientes
para corroborar estos hallazgos, asi como valorar los resultados luego de un tratamiento de
6 meses y a dosis maxima de omeprazol (80 mg) en pacientes que son resistentes a

tratamiento.



CONCLUSIONES

El omeprazol via oral a dosis de 40 mg al dia durante 60 dias mejora los sintomas y signos
de reflujo laringofaringeo identificado por el indice de sintomas de reflujo e indice de

hallazgos de reflujo.

En estos pacientes identificamos la presencia de reflujo gastroesofagico en el 41%

En muestras de mucosa faringea de estos pacientes se presenta con mayor frecuencia

linfocitosis interepitelial.

La presencia de Helicobacter pylori en la mucosa faringea probablemente provoque una
menor mejoria en el reflujo laringofaringeo a pesar del tratamiento con inhibidor de bomba

de protones.



Anexos

1.

INDICE DE SINTOMAS DE REFLUJO

En el mes pasado, ¢,cual de los siguientes problemas
le afectaron? Califiquelos del 0 ( sin problema) a 5 (
problema severo) sefialando con una “X” en la casilla
correspondiente de cada enunciado

4 3 2 1 0 SUBTOTAL

1. Ronquera o algun problema con su voz

2. Aclaramiento de garganta

3. Excesivo moco en garganta o descarga retro nasal
4. Dificultad a la deglucién de alimentos, liquidos o
pildoras

5. Tos después de comer o después de estar
acostado

6. Dificultad para respirar o episodios de asfixia

7. Tos molesta o problematica

8. Sensacioén de algo pegado en la garganta o nudo
en la garganta

9. Ardor en estdmago, dolor de pecho, indigestion o
sensacion de que el acido sube del estomago

TOTAL

44



iINDICE DE HALLAZGOS DE REFLUJO LARINGO FARINGEO CALIFICACION

1. Pseudosulcus
0, ausente 2, presente

2. Obliteracion ventricular
0, nada 2, parcial 4, completo

3. Eritema/hiperemia
0, nada 2, solo aritenoides 4, difuso

4. Edema de cuerdas vocales
0, nada 1, leve 2, moderado 3, severo 4, polipoideo

5. Edema laringeo difuso
0, nada 1, leve 2, moderado 3, severo 4, obstructivo

6. Hipertrofia de comisura posterior
0, nada 1, leve 2, moderado 3, severo 4, obstructivo

7. Granuloma/granulacion
0, ausente 2, presente

8. Moco endolaringeo grueso

0, ausente 2, presente

El presente indice se basa en hallazgos durante la laringoscopia, disefiado TOTAL
para ayudar pacientes con RLF




[ANEXO Il
-~ INSTITUTO MEXICANO DEL SEGURO SOCIAL
UNIDAD DE EDUCACION, INVESTIGACION
Y POLITICAS DE SALUD
@ COORDINACION DE INVESTIGACION EN SALUD
IMSS CARTA DE CONSENTIMIENTO INFORMADO
(ADULTOS)

CARTA DE CONSENTIMIENTO INFORMADO PARA PARTICIPACION EN PROTOCOLOS DE INVESTIGACION
NOMBRE DEL ESTUDIO: EFECTO DEL OMEPRAZOL VIA ORAL EN LAS CARACTERISTICAS CLINICAS E
HISTOPATOLOGICAS EN PACIENTES DE FARINGITIS CRONICA SECUNDARIA A REFLUJO
LARINGOFARINGEO.

Patrocinador externo (si aplica): Ninguno

Lugar y fecha: Hospital General Centro Médico Nacional La Raza de abril a Agosto 2017

Numero de registro:

En el presente estudio se intenta tomar las herramientas disponibles como el RSI y el RFS, observar los cambios
antes y después del tratamiento, ademas de identificar los cambios producidos por la pepsina antes y después del
manejo con omeprazol.

Justificacion y objetivo del estudio:

Procedimientos: Se realiza un cuestionario (indice de sintomas de reflujo), se llevara a cabo una revisién con laringoscopia flexible,
se tomara biopsia de orofaringe muy pequefia de 2x2 mm antes y después de tratamiento con omeprazol, durante
por lo menos 2 meses. Esta muestra que se obtenga sélo se utilizara para los objetivos de este estudio.

Posibles riesgos y molestias: La muestra para biopsia es muy pequefio y el riesgo de sangrado es minimo, de cualquier manera se considerara y
se tomaran en cuenta las maniobras necesarias en caso de presentarse.

Posibles beneficios que recibira al participar en el Conocer la relacion de sus sintomas y lo encontrada en los dos estudios para poder ofrecer el mejor tratamiento
estudio: que beneficie a su enfermedad encontrada.

Informacion sobre resultados y alternativas de Sl
tratamiento:

Participacion o retiro: Sl

Privacidad y confidencialidad: Sl

En caso de coleccion de material bioldgico (si aplica):
No autoriza que se tome la muestra.
Si autorizo que se tome la muestra solo para este estudio.

Si autorizo que se tome la muestra para este estudio y estudios futuros.

Disponibilidad de tratamiento médico en derechohabientes (si aplica):
Beneficios al término del estudio: Conocer el efecto real del omeprazol en las caracteristicas clinicas e
histopatolégicas

En caso de dudas o aclaraciones relacionadas con el estudio podra dirigirse a:
Investigador Responsable: Dra. Beatriz Montafio Velazquez Teléfono: 57245900 ext.24087
Colaboradores: Dr. Cuauhtemoc Juarez Luna Teléfono: 57245900 ext.24087

En caso de dudas o aclaraciones sobre sus derechos como participante podra dirigirse a: Comisién de Etica de Investigacion de la CNIC del IMSS: Avenida
Cuauhtémoc 330 4° piso Bloque “B” de la Unidad de Congresos, Colonia Doctores. México, D.F., CP 06720. Teléfono (55) 56 27 69 00 extensiéon 21230, Correo
electrénico: comision.etica@imss.gob.mx

Nombre y firma del sujeto Nombre y firma de quien obtiene el consentimiento
Testigo 1 Testigo 2
Nombre, direccioén, relacion y firma Nombre, direccion, relacién y firma

Este formato constituye una guia que debera completarse de acuerdo con las caracteristicas propias de cada protocolo de investigacion, sin omitir informacion relevante
del estudio
Clave: 2810-009-013
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