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RESUMEN

SILVA MARTINEZ MARIANA. Expresiéon de TGF B-1y deposicion de colagena en
cicatriz tragueal después de la aplicacion de diferentes moduladores de la
cicatrizacion postraqueoplastia. Estudio experimental. M en C J. Raul Olmos
Zuiiga y MC Rogelio Jasso Victoria.

La estenosis traqueal (ET) es una disminucion de la luz traqueal, ocasionada por
fibrosis precedidas de una inflamacion prolongada, incremento en la expresion del
factor de crecimiento transformante beta 1(TGF-B1) y deposicion de colagena
(DC). Su tratamiento es con procedimientos endoscopicos y quirdrgicos, solos o
en combinacion con la aplicacion de moduladores de la cicatrizacion (MDC); sin
embargo, esto no ha evitado las reestenosis, lo que justifica buscar MDC que la
eviten. La pirfenidona (PIRFE) y colageno polivinil-pirrolidona (CPVP) disminuyen
la fibrosis, por lo que su uso postcirugia podria evitar las ET. El objetivo de este
trabajo fue determinar el efecto de la administracion de PIRFE (VO) por 4
semanas y la aplicacion tépica de una dosis de CPVP sobre los cambios
macroscopicos, microscopicos, expresion de TGF-f1 y DC en cicatrices
traqueales de ratas con reseccién y anastomosis termino-terminal de traquea
cervical (tragueoplastia). Cincuenta ratas Wistar con traqueoplastia cervical,
divididas en 5 grupos (n=10), tratadas con: Grupo I: SSF, Grupo II: CPVP, Grupo
[ll: Mitomicina C, Grupo IV: 20 mg/kg PIRFE y Grupo V: 40 mg/kg PIRFE. Se
valoré la cicatrizacibn macroscoépica y microscopicamente, expresion de TGF-f1 y
DC. Los animales tratados con CPVP y PIRFE desarrollaron menor ET,
inflamacion y fibrosis que los otros grupos de estudio (p<0.05 Kruskall Wallis) y
menor expresion de TGF-f1 y DC que el grupo | (p< 0.05 ANDEVA, Tukey).
Conclusion. La CPVP y la PIRFE disminuyen la inflamacion, fibrosis, expresion de
TGFB-1y deposicidén de colagena en la cicatriz postraqueoplastia de ratas.

Palabras clave: Estenosis traqueal, TGF-1, deposicién de colagena, pirfenidona
(PIRFE), Colagena polivinil pirrolidona (CPVP)



1. INTRODUCCION

1.1 Anatomia y Fisiologia de la traquea

La traquea es un O6rgano tubular flexible que permite el paso, filtracion,
humidificacién y calentamiento del aire que va hacia los pulmones. Se extiende
desde la faringe hasta la mitad del térax, por lo que tiene una porcién cervical y

una toracica, en donde se divide en dos bronquios principales (1).

Este oOrgano se encuentra formado de una porcion cartilaginosa y una
membranosa. La pared de la porcion cartilaginosa estd compuesta por cuatro
capas: mucosa, submucosa, cartilaginosa y adventicia en la porcion cervical y una

serosa en la torécica (2).

La capa mas interna es la mucosa, la cual contribuye al acondicionamiento del aire
inspirado y esta compuesta por epitelio pseudoestratificado cilindrico ciliado,
células ciliadas, caliciformes y basales, asi como una lamina propia constituida por
fibras elasticas reticulares. La siguiente capa es la submucosa compuesta
principalmente por tejido conectivo laxo, tejido linfatico y vasos sanguineos. La
capa cartilaginosa estd compuesta por cartilago hialino, fibras de colagena tipo II,
asi como la matriz extracelular (MEC). La MEC esta constituida por un conjunto de
proteinas extracelulares como colagena, elastina, proteoglicanos (PGs) vy
glicosaminoglicanos (GAG). Esta provee la base mecanica para la adhesion, asi
como para la migracién celular; mientras la colagena y la elastina proporcionan las
propiedades mecanicas de los tejidos, asi como la capacidad de resistir la tension,

compresion, extensibilidad y torsion. Los PGs tienen una funcion estructural y



sobre el metabolismo, mientras que los GAG en conjunto con los primeros, sirven
de puentes de unién entre los componentes de la matriz y las células (3-8).

La porcion membranosa de la traquea esta compuesta de fibras musculares lisas
transversales (musculo traqueal) y tejido conectivo elastico, lo que permite la
estabilizacion de los extremos abiertos de los anillos cartilaginosos. En la porciéon
mas externa se encuentra la adventicia (trdquea cervical) o serosa (traquea
toracica), la cual une a este érgano con las estructuras subyacentes y contiene la
arteria tiroidea inferior y las ramas de la subclavia, las cuales penetran entre la
unién de la porcion membranosa y cartilaginosa (formando plexos), ademas del

nervio laringeo recurrente, asi como los vasos linfaticos que la drenan.

Es necesario mencionar que la traquea al igual que cualquier otro 6rgano del
cuerpo, no esta exento de sufrir lesiones, las cuales requieren de un proceso de
cicatrizacion, que si se presenta de manera coordinada, desarrollara una cicatriz
adecuada; pero si este se altera, puede ocasionar anormalidades en la MEC y
alterar las propiedades morfolégicas y mecanicas de los mismos, asi como
cambios en el transporte de aire hacia los pulmones. También es importante
mencionar que existen tres factores que son determinantes para la reparacion del
cartilago tragueal y son: el tamafo del defecto, la madurez del cartilago y la
posicion del defecto sobre la superficie. Incluso bajo condiciones oOptimas la
reparacion de los defectos del cartilago hialino, es dificil debido a su bajo grado de

division de los condrocitos (9).



1.2 Cicatrizacion

La cicatrizacidon es un proceso de reparacion o regeneracion de un tejido dafiado
mediante una cicatriz o un tejido igual al existente previo a la lesién, con el fin de
restablecer la continuidad anatomica y funcional (10-13). Este es un proceso
dinamico, continuo y complejo, en el que interactian diferentes células
(sanguineas y de la matriz extracelular) y mediadores quimicos (citocinas y
factores de crecimiento) que influyen en la estructura de la cicatriz (14). Aunque el
proceso de la cicatrizacion de las heridas varia entre los diferentes tipos de tejidos,
hay mas similitudes que diferencias entre ellos; no obstante muchos de los autores
que se han dedicado a estudiar la cicatrizacidbn en la traquea y bronquios
mencionan que ésta solo cuenta con 3 fases ya que incluyen la hemostasia (que
se menciona en la cicatrizacion de la mayoria de los tejidos) dentro de la primera
fase. De esta forma la cicatrizacién de la traquea y bronquios la dividen en las
siguientes fases: inflamacion, proliferacion y remodelacién, en las cuales se
producen una serie de eventos interrelacionados en los que las plaquetas, factores
de crecimiento, células inflamatorias, fibroblastos, células epiteliales y endoteliales

interacttan para restaurar el tejido lesionado (10,15,16).

Inflamacion

Esta fase se presenta como resultado de la exposicion del tejido subendotelial e
inicialmente es asociada con el control del sangrado y la coagulacién (16) y se
inicia con la vasoconstriccion, seguida de la activacion plaquetaria, formacion de
trombos de fibrina y concluye con la activacion de la cascada de la coagulacion

(17). El coagulo que se forma contiene fibrina, trombina, colageno, fibronectina,
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células y plaguetas, que libera diferentes mediadores quimicos necesarios para el
proceso de cicatrizacion. En esta etapa, las plaquetas liberan citocinas y factores
de crecimiento, como el factor de crecimiento derivado de plaquetas (PDGF) y el
factor de crecimiento transformante beta (TGF-B), derivados del &acido
araquidonico los cuales inician la quimiotaxis de neutréfilos, macréfagos, células
del muasculo liso y fibroblastos. Ademas, estimulan la mitogénesis de los
fibroblastos, células musculares lisas y otras células productoras de matriz para
asegurar una rapida deposicion de nuevo tejido conectivo en el sitio de la lesidon
(16,18,19).

Dentro de las células que participan en esta fase se encuentran los neutrofilos,
gue llegan al sitio de la lesién por el estimulo de prostaglandinas, complemento,
IL-1, TNF-a, TGF- B y productos bacterianos (20), los cuales inician la eliminacién
de detritos de la herida mediante fagocitosis continua, secrecion de proteasas que
descomponen las bacterias y la MEC del foco de lesibn y cumplen con la
eliminaciéon de bacterias (10). Ademas, perpetlan la fase inicial de la inflamacién
mediante la liberacion de prostaglandinas, interleucinas (IL) 1 y 6, factor de
necrosis tumoral alfa (TNFa) y el factor de crecimiento transformante beta (TGF-B)
(16,18-20). Con el paso del tiempo, los neutréfilos son eliminados de la herida por
apoptosis o por fagocitosis de los macréfagos. Llegan a su maximo nivel de
expresion a las 48 horas.

De 48 a 96 horas después de la lesion, los monocitos del tejido se extravasan para
convertirse en macrofagos. Los macréfagos, ademas de actuar como los

neutrofilos, representan una fuente importante de citocinas y factores de



crecimiento como PDGF y TGF-B. A diferencia de los neutrdfilos, los macrofagos

permanecen dentro de la herida hasta que termina la cicatrizacién (10,17,20).

Otras células de importancia durante esta fase son los mastocitos, los cuales
poseen granulos en su interior, que liberan durante su degranulacion histamina,
TNF-a, prostaglandinas y proteasas, que favorecen la vasodilatacion,
permeabilidad vascular, activacion celular, depésito de colageno y la remodelacion
de la herida. Estos mediadores son los responsables de los signos caracteristicos
de inflamacién alrededor del sitio de la herida (eritema, color, edema y dolor) (20).
Por otro lado, durante la inflamacién también se presentan los linfocitos T
alrededor del dia 5, los cuales estan presentes en la herida en menor grado que
los macréfagos pero se cree que son imprescindibles para la fase inflamatoria y
proliferativa de la reparacion, ya que ademdas de la inmunidad celular y la
produccion de anticuerpos, los linfocitos actian como mediadores dentro de la
herida mediante la secrecion de linfocinas que producen sefiales que estimulan a
las células productoras de la MEC. Asimismo, en esta fase, una vez que el sitio de
la herida fue limpiada por los neutréfilos y macréfagos, los fibroblastos migran para

iniciar la fase proliferativa y depositar nueva matriz extracelular (10).

Proliferacion

La fase proliferativa de la cicatrizacibn esta asociada con la epitelizacion y
angiogénesis, durante esta etapa los macréfagos y linfocitos T envian sefiales que
regulan la actividad de los factores de crecimiento y mediadores quimicos como el

PDGF, factor de crecimiento endotelial vascular (VEGF), TGF-B, factor de



crecimiento de fibroblastos (FGF), factor de crecimiento de insulina tipo 1 (IGF-1),
IL-1, IL-6 e IL-8, que atraen a los fibroblastos, queratinocitos, asi como células
endoteliales y con esto se inicia la angiogénesis, la produccion de colagena,
elastina, fibronectina y proteoglicanos, que favorecen el reemplazo de la MEC por
tejido de granulacion (10,16,17,21,22) .

En esta etapa también se producen metaloproteinasas (MMPs) como la MMP1,
MMP2 y MMP9 que regulan la permeabilidad endotelial, transmigracion de los
leucocitos de la vasculatura de los tejidos, asi como la disponibilidad y la actividad
de las citocinas y quimiocinas (23-25). La MMP-9 degrada el colageno tipo IV y la
laminina en la membrana basal, permitiendo asi la migracion de diferentes tipos
celulares hacia la herida; la MMP-1 rompe las uniones de colageno fibrilar y facilita
la migracién continua (26).

Finalmente, el proceso es sostenido por contraccion (fibroplastia) de la herida, la
migracion de las células epiteliales y retroceso en la produccion de tejido vascular
(10,27).

Remodelacion

La remodelacion consiste en el depdsito de matriz permanente y los subsecuentes
cambios con el tiempo, se inicia al mismo tiempo que la fibroplastia y continta por
meses. Esta es controlada principalmente por las sefiales producidas por el factor
de crecimiento epidérmico (EGF) y el TGF-B. En esta fase inicialmente la matriz se
compone de fibrina, fibronectina, ademas de otras proteinas, las cuales
posteriormente se sustituyen principalmente por colagena tipo Il y se forma una

cicatriz madura que conforme se va remodelando incrementa su fuerza tensil de



ruptura. El proceso de cicatrizacion termina con la sustitucion de la colagena tipo
Il por fibras organizadas y maduras de colagena tipo 1, junto con una
transformacion de los fibroblastos en miofibroblastos que tienen capacidades de
contraccion. Al final del proceso, la cicatriz adquiere una resistencia maxima del
70% comparada con el tejido sano. La actividad celular disminuye y el tejido
conjuntivo cicatrizal se torna rico en colageno, pobre en células, asi como vasos
sanguineos, ademas las fibras de colageno se vuelven mas gruesas y se
reordenan a lo largo de las lineas de la lesion (9,16). Clinicamente se observa una

disminucion del eritema, contraccion de la herida y del grosor de la cicatriz (17).
1.3 Factor de crecimiento transformante (TGF- B)

El TGF-B es una familia de citocinas con actividades multifuncionales, que esta
compuesta de diversas isoformas del mismo, activinas e inhibinas, los cuales
regulan diversos eventos en el desarrollo embrionario, la respuesta inmunoldgica
(28,29), carcinogénesis, inflamacién, regeneracion tisular y la cicatrizacién, en
donde al inicio atrae a los neutréfilos, macrofagos y fibroblastos, posteriormente
estimula la angiogénesis, fibroplasia y en las etapas finales, esta involucrado en la
remodelacion de la MEC. Este factor incrementa la sintesis y depdsito de
componentes extracelulares tales como fibronectina, proteoglicanos y algunas

formas de colagena (30-33).

Isoformas del TGF-8

Por otro lado el TGF-( tiene tres isoformas: TGF-B1, TGF-B2 y TGF-B3, los dos

primeros (TGF- 1 y TGF-$2) actuan como profibrogénicos (17), mientras que el



TGF-B3 funciona como antiinflamatorio y antifibrético, asimismo estos actian en
todas las etapas de la cicatrizacion de heridas, especialmente en la fase
proliferativa y de remodelacion (10,17,34-37), en la que se convierte en una sefial
critica, que actia como control maestro para la regulacion de la actividad de los
fibroblastos, ya que incrementa la transcripcion de genes de colageno,
proteoglicanos y fibronectina, lo que favorece el aumento en la produccién global
de proteinas de la MEC. La expresion del TGF-B1 se da en células endoteliales,
hematopoyéticas y células de tejido conectivo, TGF-B2 en células epiteliales y
células SNC, y el TGF-B3 principalmente en células mesénquimales y son
liberados al medio extracelular por las plaquetas (32,38). Al mismo tiempo, el TGF-
B disminuye la produccion de las MMPs encargadas de la degradacion de la MEC
y estimula la produccion de sus inhibidores (TIMPs) (10). Cuando existe un
incremento incontrolado de este factor de crecimiento en la produccién y/o

activacion existe una produccion excesiva de tejido conectivo (32).
Sintesis y degradacion del TGF-£8

Los TGF-f son secretados al medio extracelular en forma latente como
precursores diméricos (pro-TGF-B), a partir de los cuales se originan las formas
maduras activas del factor que también son diméricas. El precursor del TGF-f31
maduro tiene 390 aminoacidos con 112 residuos localizados en el extremo
carboxilo-terminal. Los residuos restantes, que se localizan en la porcion amino-
terminal, forman el llamado péptido asociado de latencia o LAP (por sus siglas en
inglés latency associated peptide). Este complejo puede ser secretado o

almacenado en los granulos plaquetarios (que son el reservorio mas grande de
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TGF-B en el organismo). Posteriormente, para que el TGF- se active se necesita
que este se disocie del LAP; sin embargo, este proceso no esta bien descrito, se
ha sugerido que esta activacion se da por la union del complejo latente de TGF-f3
a la trombospondina 1; después de que el TGF-f es activado, ya puede unirse a
Su receptor (28,29,32,38).

Una vez que es liberado el TGF-B tiene una vida media corta y puede unirse a
otras proteinas como la a-macroglobulina y la decorina, las cuales inhiben su
actividad, o también unirse con acarreadores como la albumina y/o las IgGs que
no interfieren con su actividad. EI TGF-B activo puede ser degradado por
proteasas y elastasas en el sitio de la inflamacion o puede ser excretado por la
orina (32).

Receptores del TGF-B

La regulacion del TGF-B en procesos celulares esta mediada por tres receptores
de alta afinidad en la superficie celular: el receptor tipo I, Il 'y lll. El TGF-B
transmite su sefial al interior de las células mediante su interaccion con los
receptores tipo | y Il, cuando el TGF-f se une a su receptor, el receptor tipo Il
fosforila al receptor tipo I, formando diferentes complejos que llevan la sefial del
TGF-B al nucleo celular (30,32). El envio de sefiales de TGF- hacia el interior del
nacleo es mediado por moléculas denominadas Smads. El tipo de Smad al que se
une el receptor determina la union directa al ADN, los cofactores que participaran

y por lo tanto, los genes que van a expresarse (28).

Cuando esta informacion llega al nucleo se forman complejos que interaccionan

con genes diana y producen cambios en la transcripcion, lo cual desencadena

10



proliferacion, diferenciacion, o cualquier otra de las actividades desempefiadas por
el TGF-B (29). Finalmente, se puede decir que durante la cicatrizacion, cuando se
presenta un proceso coordinado en el que se mantiene un equilibrio entre la
sintesis y degradacion de la MEC durante la proliferacion y remodelacion se
alcanza la reparacion normal del tejido; pero si cualquier parte de la secuencia de
la cicatrizacion se altera, se produce una cicatriz patolégica, las cuales son
totalmente diferentes a la respuesta normal de reparacion y se caracterizan por
ser fibroticas o por mostrar cicatrizacion deficiente o retrasos en la cicatrizacion,
como consecuencia de una prolongacion de la fase inflamatoria o deficiente

angiogénesis (10,39).

Por otro lado, cualquier trastorno en la regulacion o en los mecanismos de
sefalizacion del TGF-B puede ocasionar condiciones patoldégicas como procesos
fibréticos que resultan de un exceso en la produccién del mismo (29,32).

1.4 Fisiopatologia de las cicatrices fibroticas

La formacion de cicatrices fibroticas (hipertréficas) siempre esta precedida de una
prolongacion o exageracion de la fase inflamatoria de la cicatrizacion o una
alteracién durante la contraccion o remodelacién. En la fase inflamatoria se
presenta un incremento en la sintesis de citocinas fibrogénicas que promueven un
aumento en la produccion de tejido conectivo en la MEC. Este incremento en la
MEC puede ser originado por una produccion excesiva de colagena, fibronectina y
otros proteoglicanos o0 a la disminucion en la degradacion de estas proteinas
generalmente por la falta de colagenasas (MMP1) durante la contraccion, lo que

promueve un aumento importante en las fibras de colagena y su desorganizacion
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provocando un defecto en la remodelacion. La remodelacién de la cicatriz también
se ve alterada por un exceso en la produccion del TGF-B1 (34,35,40), cambios en
la composicion de los proteoglicanos de la herida, ya que se incrementa la
concentracion de versican (aumenta el contenido de agua en la cicatriz, alterando
el proceso de reorganizacion de las fibras de colagena) y disminuye la
concentracion de decorina, que promueve la formacion de fibras gruesas y
desorganizadas de colagena (10,11,39,41). En la traguea, cuando se produce una
cicatriz fibrética se produce estenosis y la consecuente obstruccion al flujo de aire
(16).

1.5 Estenosis traqueal

La estenosis traqueal (ET) es una patologia que puede ser de origen congénito,
como en el caso de las estenosis al nacimiento o anillos extravasculares que
compriman la trdquea. Asimismo, pueden ser adquiridas, como las estenosis
postintubacion  prolongada, postinfeccion, postcirugia  (postraqueotomia,

postragqueoplastia) o por guemaduras por inhalacién (42).

La ET méas comun es la adquirida y se definen como una fibrosis
desproporcionada de la luz traqueal que obstruye el paso de aire hacia los
pulmones y visceversa, la cual es el resultado de un proceso cicatrizal anormal en
el que se prolonga la fase inflamatoria y de remodelacion de la herida durante la

cicatrizacion y da como resultado la formacion de cicatrices hipertroficas (43).

Las estenosis son inducidas por la pérdida del flujo sanguineo regional por

compresion del globo de la canula orotraqueal, o que produce isquemia y conduce
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a la necrosis con pérdida de la mucosa y de la estructura de la via aérea del sitio
lesionado, el cual se inflama de forma cronica y conduce a la produccioén de fibras
de colagena gruesas y desordenadas en la herida, lo cual origina fibrosis y

obstruccion de la luz traqueal (43).
Signos de estenosis traqueal

Los signos que se presentan en pacientes con estenosis traqueal son el estridor,
sibilancias a la inspiracion, disnea progresiva de esfuerzo, algunas veces se
observa la extension del cuello a la inspiracion forzada, o una combinacién de

estos signos (44,45).
Diagnastico

Existen diferentes métodos para la evaluacion de la via aérea. Entre estos se
encuentran la radiologia convencional (radiografias laterales simples), tomografia
computarizada (TC) y la traqueoscopia, la cual es el método de eleccion ya que
permite la valoracién directa de la obstrucciébn y en conjunto con los demas
estudios, permite elegir cual sera el mejor procedimiento para restablecer la

permeabilidad de la via aérea (46,47).
Tratamiento de las estenosis traqueales

El tratamiento de las estenosis traqueales es variado y se han practicado
procedimientos como las dilataciones con balén o canulas, colocacion de férulas
intratraqueales y la permeabilizacion con laser, pero desafortunadamente éstas

han sido solamente de tipo paliativo y no evitan que la traquea se vuelva a
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obstruir. El tratamiento quirdrgico de reseccion y anastomosis termino-terminal del
segmento afectado (traqueoplastia) es relativamente efectivo pero tampoco

impiden la re-estenosis (48-50).

Para tratar de solucionar los problemas de cicatrizacién después de que se realiza
una dilatacién, colocacion de férulas intratraqueales, permeabilizacion con laser o
una traqueoplastia, se han utilizado diversos farmacos en combinacion con cada
procedimiento, entre estos sobresale la mitomicina C (MC), la cual se ha utilizado
con el propoésito de manipular de manera temprana la formacion de la nueva MEC
mediante la regulacion de la inflamacién, formacion de colagena y remodelacion
de la cicatriz formada en la herida, pero no han tenido el éxito deseado debido a
que no siempre evitan la re-estenosis por fibrosis (51-53). También se ha utilizado
la colagena polivinilpirrolidona (CPVP) con buenos resultados; sin embargo este
hay que aplicarlo semanalmente via intratraqueal por cuatro semanas (49); por
ello es importante la busqueda de nuevos moduladores de la cicatrizacion (MDC)

como la Pirfenidona (PIRFE) para su uso en esta patologia.

1.6 Moduladores de la cicatrizacion

Mitomicina C (MC)

La MC es un antibiético antineoplasico producido por el Streptomyces caespitosus,
el cual inhibe la proliferacion y actividad de los fibroblastos con lo que evita la
formacion de una cicatriz fibrética. Este farmaco ha mostrado buenos resultados
cuando se usa como un tratamiento adyuvante después de la realizacion de gran

namero de procedimientos oftdlmicos para disminuir la recurrencia del pterigion,
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prevencion de estenosis en cirugia de glaucoma, fibrosis del nervio 6ptico (54,55);
sin embargo, ha mostrado resultados contradictorios cuando se ha utilizado para
la disminucién de las estenosis laringotraqueales tanto en forma experimental
como clinica (51,53,56,57).

Colageno polivinil-pirrolidona (CPVP)

La CPVP es un farmaco constituido de coldgeno porcino tipo | tratado con rayos
gama Yy poilivinil-pirrrolidona, del cual se ha observado que la aplicacién
intralesional semanal (vida media del farmaco) previene la fibrosis, ya que tiene
actividad fibrinolitica y actia como remodelador de procesos fibrosos a través de
un mecanismo de equilibrio en los niveles de citocinas pro-inflamatorias y
fibrogénicas como la IL-1B, el TNF-a, el TGF-B1 y el PDGF, asi como en las
moléculas de adhesién como ELAM-1 y VCAM-1, quienes en el tejido tratado
alcanzan valores locales semejantes a los de la piel normal, lo que disminuye el
volumen de la cicatriz, desaparece el infiltrado inflamatorio y restablece la
arquitectura dérmica normal de la cicatriz tratada con ésta (58-60). Ademas, su
uso postragueoplastia disminuye la cantidad de colagena formada por gramo de
tejido traqueal en el sitio de la anastomosis y provoca que la consistencia del tejido
traqueal sea mas firme que la del tejido normal; sin embargo, para lograr esto se
requiere de 4 aplicaciones intratraqueales por traqueoscopia (49,61-64).
Pirfenidona (PIRFE)

La Pirfenidona (5-metil-1-fenil-2-[1H]-piridina) (PIRFE) es un farmaco antifibrético,
antiinflamatorio y antioxidante, que inhibe la sintesis de colageno gracias que

bloquea la expresion de citocinas como la IL-1 e IL-6 y factores de crecimiento
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como el TNF-a y TGF-3, con lo que blogquea las fibrosis patoldgicas. Su uso tanto
experimental como clinico ha mostrado buenos resultados en cicatrices fibroticas
de piel (65,66), fibrosis pulmonar (67-69), cirrosis hepatica (70,71), adherencias
peritoneales (72,73), fiboromiomas uterinos (74), fibrosis renal (75) y prevenciéon de
la contractura mamaria después de la colocacion de un implante (76); sin embargo

Su uso en la cicatrizacion traqueal no se ha estudiado.

Aunque en la literatura se ha reportado que la aplicacion intratraqueal de 1 dosis
por semana durante 4 semanas de CPVP disminuye la cantidad de colagena
formada por gramo de tejido traqueal y mejora la calidad de la cicatriz traqueal
postcirugia, ain no se ha descrito el efecto de una solo dosis durante la cirugia
sobre la cicatrizacion y la expresion de TGF-B1 en la misma. Por otro lado, la
PIRFE para el tratamiento de fibrosis pulmonar se administra 2 veces al dia, pero
su efecto sobre la producciéon de TGF-B1 y coldgena formada por gramo de tejido
en la cicatrizacion traqueal, y el efecto de una sola dosis al dia, no se ha descrito;
es por lo que en este se estudié se valoro el efecto de la aplicacion de 1 sola dosis
de CPVP durante la reseccion y anastomosis termino terminal de traquea cervical,
y la de 1 y 2 dosis al dia de PIRFE durante 30 dias postcirugia, sobre la

cicatrizacion traqueal.

2. JUSTIFICACION

El Instituto Nacional de Enfermedades Respiratorias Ismael Cosio Villegas
(INERICV) es un centro de referencia para el tratamiento de las estenosis laringo-

traqueales y en los ultimos afios se ha observado un incremento en el numero de
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pacientes con esta patologia. La etiologia principal de este padecimiento es una
cicatrizacion patoldgica en la que se presenta inflamacion crénica que altera las
interacciones celulares coordinadas que se presentan durante ésta, y predispone
a un trastorno en el que la expresion de factores de crecimiento como el TGF-1,
favorecen el desarrollo de fibrosis. En la literatura se ha reportado que el uso de
CPVP en traquea y piel, asi como la PIRFE en piel, higado, pulmon y rifidn, ya que
disminuyen la reaccidon inflamatoria, asi como la expresion de TGF-fl y la
expresion exagerada de colagena. No obstante, aun no se ha reportado el efecto
de estos farmacos con una sola dosis topica de CPVP durante la cirugia, una y
dos dosis diarias via oral por 4 semanas de PIRFE sobre la expresion del TGF-1
en la cicatrizacion traqueal. En este trabajo se propone estudiar la expresion del
TGF-B1 y la produccién de colagena en las cicatrices traqueales después de
realizar reseccion y anastomosis termino-terminal de la trdquea cervical de ratas y
aplicar el esquema de tratamiento con los moduladores de la cicatrizaciéon (MDC)

mencionados, para valorar su potencial uso en humanos.

3. HIPOTESIS

La CPVP y la PIRFE son farmacos que modifican la respuesta inflamatoria y
disminuyen la produccién de TGF-B1 en los procesos cicatrizales; entonces, al ser
aplicadas postraqueoplastia, disminuird la expresion del TGF-B1 y la produccién

de colagena, con lo que mejorara la calidad de la cicatriz traqueal.
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4. OBJETIVOS

4.1 OBJETIVO GENERAL

Evaluar el efecto de la administracion via oral por 4 semanas de PIRFE y la
aplicacion topica de una dosis de CPVP sobre los cambios macroscopicos,
microscoépicos, expresion de TGF-B1 y deposicidn de colagena en las cicatrices
traqueales de ratas con reseccién y anastomosis termino-terminal de traquea

cervical.

4.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

- Determinar el efecto de una sola aplicacion tépica de CPVP, asi como de unay
dos dosis de PIRFE via oral por 4 semanas, sobre los cambios macroscopicos y el
tamafio de la luz traqueal que se producen en la cicatriz traqueal de ratas con

anastomosis término-terminal de trdquea cervical.

- Determinar el efecto de una sola aplicacion tépica de CPVP, asi como de una y
dos dosis de PIRFE via oral por 4 semanas, sobre los cambios microscépicos que
se producen en la cicatriz traqueal de ratas con anastomosis término-terminal de

traguea cervical.

- Determinar el efecto de una sola aplicacion topica de CPVP, asi como de unay
dos dosis de PIRFE via oral por 4 semanas, sobre la expresion del TGF-1 y su
relacion con la deposicion de colagena formada en la cicatriz traqueal de ratas con

anastomosis término-terminal de traquea cervical.
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5. MATERIAL Y METODOS

Se realiz6 un estudio experimental, prospectivo y longitudinal.

El financiamiento de este estudio fue otorgado por el INERICV y participo la
pasante de MVZ Mariana Silva Martinez, los investigadores y técnicos del
Departamento de Investigacion en Cirugia Experimental del INER-ICV, que
proporciono el quiréfano, monitores de signos vitales, microscopios (OMP 19-FC
Carl Zeiss, Faserbeleuchtung, West Germany) para la realizacion del
procedimiento quirtrgico, asi como el instrumental de microcirugia, farmacos y
materiales necesarios para llevar a cabo los estudios. Los animales fueron
proporcionados por el Bioterio del mismo Instituto. También intervino el personal
del Departamento de Investigacion en Morfologia del INERICV, quienes
procesaron y realizaron los estudios microscépicos de las muestras de los tejidos

sometidos a estudio.
5.1 Animales de experimentacion

Se utilizaron 50 ratas Wistar (cepa Hsd:WI) clinicamente sanas, de sexo indistinto,
con rango de edad de 8-11 semanas y peso de 250-350 gramos, las cuales fueron
manejadas de acuerdo a las especificaciones técnicas para el cuidado y uso de
animales de laboratorio de la Norma Oficial Mexicana y la Guide for the Care and
Use of Laboratory Animals of USA (77,78) y aceptado por el CICUAE de la FMVZ,

UNAM.
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Criterios de exclusion

Los animales que presentaron cualquier cuadro clinico de enfermedad respiratoria
durante su permanencia en el bioterio del INERICV previo al procedimiento

quirurgico, no fueron utilizados en este estudio.

Criterios de eliminacion

Todo animal que presentd signos clinicos de cualquier patologia que no fue

provocada por el procedimiento quirdrgico se elimino.

Criterios de terminacion

Aquellos animales que mostraron signos de dolor agudo o crénico, de acuerdo a lo
descrito por The Rat Grimace Scale (79) o signos de enfermedad respiratoria
relacionada con el procedimiento y que no disminuyd con la aplicacién de
medicamentos, fueron sometidos a eutanasia con sobredosis anestésica utilizando

pentobarbital sédico (Anestesal, Pfizer S.A. de C.V. Guadalajara, México) (77,78).

5.2 Grupos de Estudio

Los animales fueron divididos en 5 grupos de estudio:

Grupo | (n=10): Reseccién de tres anillos traqueales cervicales y anastomosis
termino-terminal del segmento resecado (traqueoplastia) con aplicacién tdpica

extraluminal de solucion fisiologica (SSF).

Grupo Il (n=10): Reseccion de tres anillos traqueales cervicales y tragueoplastia

convencional con aplicacion topica extraluminal de 2.5 mg CPVP (49,63,64).
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Grupo Il (n=10): Reseccion de tres anillos traqueales cervicales y traqueoplastia
convencional con aplicacién extraluminal de 1.2 mg MC (51,63,64).

Grupo IV (n=10): Reseccion de tres anillos traqueales cervicales y traqueoplastia
convencional con administraciéon de PIRFE 40 mg/kg de peso via oral dividida en 2
dosis diarias durante 4 semanas (67,68,80).

Grupo V (n=10): Reseccion de tres anillos traqueales cervicales y traqueoplastia
convencional con administracién de PIRFE 20 mg/kg de peso via oral en 1 dosis

diaria durante 4 semanas (68,80).

5.3 Anestesia

Todos las ratas fueron anestesiadas con ketamina (Anesket®, Pisa, Guadalajara,
México) 120 mg/kg/IP y xilazina (Rompun®, Bayer, Leverkusen, Alemania) 12
mg/kg/IP. Una vez anestesiadas se les administré como analgésico preoperatorio
meglumina de flunixin (Napzin®, Pisa, México, DF, México) 4 mg/kg/SC vy
enrofloxacina (Baytril®, Bayer, Leverkusen, Alemania) a dosis de 5 mg/kg/SC
como antibiético (81). Durante la cirugia y la recuperacion anestésica se vigilaron
sus signos vitales con un monitor para los mismos fines (Datascope Passport 5
Lead Monitor®, Mindray Medical International, Shenzhen, China) y se monitorizo la
frecuencia cardiaca (FC) frecuencia respiratoria (FR) y saturacion de oxigeno
(Sa0O2) durante todo el procedimiento quirdrgico y hasta la recuperacion

anestésica.
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5.4 Técnica quirdrgica

Bajo anestesia general, se llevé a cabo una incisibn media en la region cervical
ventral, se diseco por planos hasta llegar a la traquea, la cual fue disecada en toda
su circunferencia y se le resecaron tres anillos tragueales a nivel medio de la
trAquea cervical (3°, 4° y 5° anillo), se aplicaron los tratamientos topicos e
inmediatamente se realiz6 la anastomosis término-terminal del sitio resecado
(traqueoplastia) con material de sutura no absorbible de polipropileno (Prolene,
Ethicon, New Jersey, EU) calibre siete ceros (7-0). La porcion membranosa de la
trAquea se suturd con un patron de sutura continua (surgete continuo) y la porcién
cartilaginosa con puntos separados. Posteriormente se comprobé que no
existieran fugas en la anastomosis y se procedié con el cierre convencional
utilizando puntos simples de polidioxanona (PDS, Ethicon, New Jersey, USA)
calibre cuatro ceros (4-0) (Figura 1). El procedimiento quirtrgico se realiz6 con
técnica microquirdrgica utilizando un microscopio para estos fines (OMP 19-FC

Carl Zeiss, Faserbeleuchtung, Alemania).
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Figura 1. Foto que muestra el procedimiento quirargico. A) Incision cervical media.
B) y C) exposicion y diseccién de la trdquea. D) Seccion de tres anillos traqueales.
E) Aplicacion del tratamiento. F) Anastomosis de la porcion membranosa. G) Fin

de la traqueoplastia. H e I) Cierre convencional.
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5.5 Tratamiento

En los grupos 1,11 y Ill, después de haber resecado el segmento traqueal, se aplico
el tratamiento sobre ambos extremos de la traquea resecada de la siguiente
manera: en el grupo | se instilé 1 mililitro de SSF. Las ratas del grupo I, recibieron
2.5 mg de CPVP (dosis utllizada para los problemas de piel, tendones y
experimentalmente en estenosis traqueales crénicas) diluidos en 1 ml de agua
destilada (49,63,64). En el grupo lll, se aplicé 1.2 mg/kg de MC (dosis utilizadas
para las estenosis traqueales) (51,63,64); pero en este grupo, cinco minutos
después de haber sido instilado la MC, la traquea fue lavada con SSF (51). En los
animales de los grupos IV y V recibieron PIRFE via oral (VO), el grupo IV recibié
dos dosis de 20 mg/kg de peso cada 24 horas y el grupo V solo una dosis de 20
mg/kg de peso cada 24 horas. Este farmaco se utilizé por esta via, debido a que

Nno se cuenta con otra presentacion.

5.6 Evaluacion

Clinica

El estudio tuvo una duracién de 28 dias y todos los animales fueron sometidos a
evaluacion clinica diaria durante la primera semana postcirugia y cada semana el
tiempo restante del estudio. Durante ésta se evalud la presencia de estridor,
disnea, estado de la herida quirdrgica (inflamacion, infeccién, dehiscencia,
formacion de enfisema subcutaneo) y signos de dolor de acuerdo a los criterios
establecidos por Sotocinal et al, que se basan en los cambios en la expresion
facial (79).
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Macroscoépica

Al concluir el estudio todos los animales se sometieron a eutanasia con sobredosis
de pentobarbital sédico (150mg/kg/IP) (Anestesal, Pfizer S.A. de C.V. Guadalajara,
México) (77,78.81) y se evalud macroscopicamente la cicatrizacion de la
anastomosis, presencia de dehiscencia, infeccion y la formacion de fistulas.
También se valor6 la presencia de adherencias de acuerdo a la escala descrita
por Olmos-Zufiga et al. (82) basada en la severidad de estas: Grado 0= sin
adherencias, Grado 1= adherencias minimas facilmente despegables, Grado 2=
adherencias completas facilmente desplegables y Grado 3= adherencias
completas y firmes. Concluida esta evaluacion, se procedié a la extraccion del

segmento traqueal anastomosado para la evaluacién de la luz traqueal.
Tamano de la circunferencia de la luz traqueal

Una vez extraido el segmento traqueal anastomosado, el cual incluia un aniillo
proximal y uno distal, se evalu6 morfométricamente la circunferencia de la luz
traqueal postcirugia y se comparé con la luz de los anillos retirados durante la

traqueoplastia para obtener el grado de estenosis postcirugia.

El grado de estenosis se evalué utilizando la escala de Freitag et al. (83), la cual
se basa en el porcentaje de severidad de disminucion de la luz traqueal: Grado 0=
sin estenosis, Grado 1= <25%; Grado 2= 25-50%; Grado 3= 50-75%; Grado 4=
75-90% y Grado 5= estenosis del 100%. Después de realizar esto, el segmento
resecado se incidi6 por la parte membranosa de la trdquea para evaluar la

cicatrizacion de la mucosa traqueal. De este tejido obtenido, una porcién de la
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parte membranosa de la trdquea fue designada para la cuantificacion bioquimica
de la colagena formada en la cicatriz traqueal y el restante para estudio histolégico

e inmunohistoquimico para determinar la expresion del TGF-1.
Microscopica

Para la evaluacibn microscopica las muestras tomadas de los sitios de
anastomosis se fijaron en formaldehido al 10% y a las 24 horas se incluyeron en
parafina, se les realizaron cortes de 4um, se tifieron con hematoxilina-eosina, asi
como tricromica de Masson y se les evalu6 la presencia de fibrosis, forma y

distribucion de la fibras de colagena, grado de inflamacién y neovascularizacion.

La evaluacion de éstos se realizé en toda la circunferencia de la muestra mediante
una escala semicuantitativa descrita por (84) en la cual a cada parametro
evaluado se le asigné un grado de acuerdo a la intensidad de los cambios
histopatolégicos (Grado 1: ausente 0-10%, Grado 2: leve 11-25%, Grado 3:

moderado 26-50% y Grado 4: severo 51-100%).
Determinacion de la expresion Inmunohistoquimica del TGF-81

La determinacién de la expresion in situ del TGF-B1 en la cicatriz traqueal se llevo
a cabo por inmunohistoquimica, para esto a las muestras incluidas en parafina se
les realizaron cortes de tres micras y se montaron en laminillas silanizadas.

Para desparafinarlas se pusieron en una estufa (Fisher Scientific) a 60 °C durante
30 minutos, se deshidrataron mediante transferencia en xilol por cinco minutos y

posteriormente un minuto hasta Alcohol 96%, después se colocaron en una
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camara de recuperacion de antigenos con buffer de citratos pH 6, el antigeno se
recupero con calor en bafio humedo (StableTemp®, Cole Parmer®) a 60°C por 30
minutos, se dejaron enfriar y se lavaron con Tris-Buffered Saline with Tween
(TBST) tres veces por cinco minutos. La peroxidasa enddgena se removio con
peréxido de hidrogeno al 30% (J.T. Baker, Méx.) diluido (1:9 en H20 desionizada)
durante 15 minutos y se lavdé nuevamente en tres tiempos de cinco minutos con
TBST. Posteriormente se agrego suero bloqueador (Vectastain Universal Quick
Kit., Burlingame, CA) durante 15 minutos a temperatura ambiente para el bloqueo
del pegado inespecifico y se lavo nuevamente. Una vez que se llevaron a cabo los
pasos anteriores las secciones de tejido fueron incubadas con anticuerpo
policlonal de conejo para TGF-1 (Abcamab25121, USA) a una concentracion de
5ug/ml durante 24 horas a 4°C, pasado este tiempo se lavaron nuevamente en
tres ocasiones con TBST por cinco minutos cada uno y se procedid a la
incubacion con el segundo anticuerpo biotilinado universal (Vectastain Universal
Quick Kit, Burlingame,CA) 10 minutos, se lavé al final en tres tiempos de cinco
minutos, posteriormente se utilizd el sistema Biotina-Estreptavidina-Peroxidasa
(Vectastain Universal Quick Kit., Burlingame, CA) y se incubaron durante 15 min a
temperatura ambiente y nuevamente se lavaron como ya se describid, se utilizd
3,3’Diaminobencidina (DAB) (BioCare Medical, USA) como revelador durante
cinco minutos, para virar el contraste se utlizd una solucion saturada de
Carbonato de Litio (Fisher Chemical,USA) y finalmente se tifileron con
Hematoxilina. En todos los grupos se realizaron controles negativos, a los cuales

no se les agreg6é anticuerpo primario.
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La cuantificacion de la expresion del TGF-B1 fue realizada con el software Image J
(http://rsbweb.nih.govl/ij/), desarrollado por el National Institute of Health (NIH) y el
plugin IHC Profiler. Para esto se tomaron imagenes de microscopia en formato
digital, a través de un microscopio, una camara fotografica digital (Hitachi digital),
una computadora y el software necesario para capturar las imagenes. Todas las
fotografias se tomaron a la vez utilizando el mismo objetivo y el mismo tiempo de
exposicion. De esta manera nos aseguramos que las diferencias obtenidas fueron
originadas por una mayor area positiva para el marcador y no a que la imagen
tiene una exposicion mayor. Una vez que se obtuvieron las imagenes se cuantifico
el area positiva de acuerdo a lo descrito por Varghese et al. (85): se selecciond y
abri6 la imagen a cuantificar, se analiz6 como imagen citoplasmatica y se
produjeron 3 imagenes por deconvolucion de color: DAB, hematoxilina y una
imagen complementaria (Start > Readlmage > Cytoplasmiclmage > IHC Macro).

Se clasificé a cada imagen en un rango de intensidad del color que se dividioé por
cuatro zonas dentro de la escala del color de 0-255; alto positivo, positivo, bajo
positivo y negativo, asimismo, se les asigné una puntuacién con los valores

obtenidos en el analisis con el siguiente algoritmo matematico:

Puntuacion= (Numero de pixeles por zona) (Puntuacion de la zona)

Total del nimero de pixeles por imagen
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Determinacion de colagena formada por miligramo de tejido

La determinacion de colagena en la cicatriz traqueal se realiz6 mediante el
ensayo de Sircol (86) utilizando el Kit Sircol™ (Sircol Kit Pack Standard Assay Kit
Product Code: S1000, Biocolor, UK) (Figura 2), el cual es un método colorimétrico
y se realizo de la siguiente manera: Una vez obtenido y pesado el segmento de la
anastomosis traqueal, se deposité en un vial y se le agrego 1 ml de buffer de lisis
de pepsina (P7012 Sigma-Aldrich, USA) a una concentracion de 0.001g/1ml de
Acido acético 0.5 M (Macron Fine Chemicals™, Mex) las muestras fueron
incubadas por 48 horas a 4°C, para lisar el tejido y liberar las proteinas. Al término
de la incubacion las muestras fueron centrifugadas a 8000 rpm a 4°C por 5
minutos en una micro centrifuga (Legend Macro 21 R, Thermo Scientific, USA).
Se decanté el sobrenadante y se le determind la concentracion de proteinas
totales utilizando Micro método de Lowry, debido a las bajas concentraciones de
proteinas de la muestras que no fueron detectadas con el método convencional de
Lowry (Grafica 1) (87). Posterior a la determinacion de proteinas totales se
procedi6 a determinar la coldgena en las muestras de los sobrenadantes,
manejandose una curva estdndar previamente establecida por ensayos
preliminares de rango de concentracion de la colagena en las muestras (Gréfica
2), para establecer la curva se utilizd el colageno de referencia del Kit de Sircol
(colageno bovino) con las concentraciones mostradas en la curva (Gréafica 2) en
un volumen final de 100 pl. Se utilizaron tubos Eppendorf de 1.5 ml (Eppendorf
Protein LoBind Tubes, Sigma-Aldrich) en los cuales se colocaron 100 ul por

duplicado tanto de los puntos de la curva establecida como de las muestras
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problema, manejandose como blanco el buffer de lisis previamente descrito, a
todos los tubos se les agregé 1 ml de reactivo colorante Sircol y se dejaron en
agitacion constante por 30 minutos, para favorecer la unién de colagena al
colorante, posteriormente se centrifugaron los tubos a 12000 rpm por 10 minutos a
4°C. El sobrenadante obtenido fue decantado y al pellet obtenido se le agreg6 750
pul de reactivo de lavado acido-salino (dilucion 1:4, en agua desionizada) y
nuevamente se centrifugd a 12000 rpm a 4°C por 10 minutos. Al término de la
centrifugacion se decantd el sobrenadante totalmente y el pellet fue secado
completamente para ser re-suspendido en 250 pl de reactivo alcalino y se agité
utilizando un Vortex (Velp Scientific, Europe). Finalmente se transfirieron 200 ul de
la mezcla anterior de cada tubo a una microplaca Nunc-Immuno MaxiSorp™
(Sigma-Aldrich, USA). La lectura se realizé en un espectrofotometro Epoch (Bio-

teck Instruments,USA). A una longitud de onda de 555 nm.
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Segmento de traquea
resecado

v

Lisis del tejido (Pepsina/ Acido
Aceético 0.5 M)
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Centrifugacion
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homogeneizado
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Metodologia ensayo Sircol

]

Lectura 555 nm
Obtencion de datos
D.O.

Figura 2. Esquema sistema Sircol para la determinacion de colagena.

Curva estandar Microlowry

oo’
....
....
oo ®

D.O. (630 nm)

0 10 20 30 40 50 60 70
Concentracion Albumina Sérica Bovina (ug/ml)

Grafica 1. Muestra la curva estandar de las concentraciones utilizadas (5ug/ml,
10ug/ml, 20ug/ml, 40 pg/ml y 60ug/ml) para la realizacion del método de
Microlowry.
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Grafica 2. Muestra la curva estandar de las concentraciones utilizadas (10ug/pl,
20ug/ul, 40 pg/ul'y 50ug/ul) para la realizaciéon del ensayo Sircol.

Analisis estadistico

El analisis estadistico de los hallazgos clinicos y macroscopicos, se llevé a cabo
con la prueba de Kruskall-Wallis debido a que son datos no paramétricos, mientras
que para los hallazgos histolégicos, bioquimicos e inmunohistoquimicos, se realizé
mediante las pruebas de ANDEVA, Dunnett y Tukey. Los valores de p<0.05 fueron

considerados como significativos.

6. RESULTADOS

Todos los animales sobrevivieron al procedimiento quirdrgico, pero no al tiempo de
estudio establecido, debido a que mostraron signos de insuficiencia respiratoria y
fueron sometidos a eutanasia en los siguientes tiempos: un animal del grupo |
(SSF) fallecio en la ler semana postcirugia, uno del grupo Il (CPVP) en la 2da

semana postraqueoplastia, dos del grupo 11l (MC) los cuales murieron en la 3ra'y

32



4ta semana postcirugia; mientras que del grupo tratado con PIRFE a dosis de
40mg/kg (Grupo 1V) fallecieron dos ratas en la ler semana postcirugia y en el
grupo V sobrevivieron todos los animales. Al comparar entre grupos, no se

observo ninguna diferencia estadistica (p > 0.05, Chi cuadrada).

NUmero de animales
Grupos de estudio gue completaron el
estudio
I
SSF 9
I
CPVP 9
1
Mitomicina C 8
A%
PIRFE Doble 8
\%
PIRFE 1 dosis 10

Cuadro 1. Muestra la sobrevida de cada grupo al final del estudio.

6.1 Hallazgos clinicos

En todos los casos la herida quirdrgica se encontrd bien cicatrizada al concluir la

ler semana postcirugia; sin embargo, en los animales tratados con MC esta se
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observd con inflamacion severa, durante las 2 primeras semanas postcirugia, la
cual desaparecio6 en la tercera semana postcirugia.

Con respecto a la presencia de otros hallazgos clinicos solo se observé la
presencia de estridor durante la ler semana en cuatro ratas del grupo |, dos del
grupo Il, seis del grupo lll, cuatro de los grupos IV y V; sin embargo, este
desaparecio en los primeros dias de la segunda semana postcirugia en todos los
grupos, con excepcion del grupo tratado con MC (grupo 1ll) en el cual permanecio

a finales de la tercera semana (Grafica 3).

Presencia de estridor durante la primera semana postraqueoplastia
en ratas tratadas con diferentes moduladores de la cicatrizacion

Numero de animales
9

[ Sin estridor

M Presencia de
estridor

O P N W A U N

SSF CPVP McC PIRFE Doble  PIRFE 1 dosis

Grupos de estudio

* p = 0.047 Kruskal Wallis

Gréfica 3. Muestra la presencia de estridor durante la primera semana postcirugia
en todos los animales incluidos en el estudio.

En ningln caso se presentd enfisema subcutaneo, infeccién, ni dehiscencia de la

herida quirdrgica.
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6.2 Hallazgos macroscopicos

Macroscopicamente, en ningun caso se presentd necrosis, infeccion, dehiscencia
de la anastomosis o fistulas. La anastomosis se observo bien cicatrizada en todos
los casos, pero en los animales que no concluyeron su estudio (uno de los grupos
| 'y Il, asi como dos del grupo lll y IV) la cicatriz de la anastomosis se observo

fibrética y con disminucion de la luz traqueal mayor al 50%.

Con respecto a la formacion de adherencias, en el grupo | se observé que tres
animales (33%) desarrollaron adherencias grado 2, tres (33%) grado 4, dos (22%)
grado 3y el restante no presento. En el grupo I, tres (33%) animales presentaron
adherencias grado 2, tres (33%) grado 3, uno (11%) grado 4 y dos (22%) no
presentaron adherencias. En el grupo lll, cinco (62 %) de los animales presentaron
adherencias grado 2, dos (25%) no presentaron adherencias y uno (12 %) grado
1; ademas la porcion externa de la anastomosis traqueal se observd con
inflamacion y edema leve. En el grupo IV, se presentaron los 4 grados de
adherencias en 25 % de los sujetos respectivamente. Mientras que en el grupo V,
cinco animales (50%) presentaron adherencias grado 3, dos (25%) grado 2 y dos

(25%) grado 4 (Figura 3) (Grafica 4).
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Figura 3. Fotografia tomada al final del estudio en la que se observa la formacion
de adherencias postquirtrgicas. Se observan adherencias minimas facilmente
despegables en los grupos Il y Il (B y C), completas facilmente despegables en
los grupos IVy V (D, E) y completas y firmes en el grupo | (A).

Grado de adherencias al final del estudio después del
tratamiento con los diferentes moduladores de la
cicatrizacion

| Sin adherencias

M Minimas facilmente
despegables

W Completas facilmente
despegables
|| I I I I“ I I I M Completas y firmes

CPVP PIRFE Doble PIRFE 1
dosis

Numero de animales
o | N w SN (6] (o)}

b > 0.05 Kruskall Wallis Cr1Pos de estudio

Grafica 4. Grado de adherencias observadas al final del estudio en todos los
animales.
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6.3 Hallazgos morfomeétricos

Al valorar morfométricamente el tamafio de la luz traqueal pre y postcirugia, se
observo que en todos los grupos disminuyéd el tamafio de esta; sin embargo los
grupos tratados con CPVP y PIRFE mantuvieron valores similares a los basales,
pero los tratados con SSF y MC la luz disminuyé de manera significativa en
comparacion con la luz de los anillos controles (p < 0.01, ANDEVA, Dunnett)

(Grafica b5).

Tamaio de la luz traqueal pre y postcirugia pre y postratamiento con
diferentes moduladores de la cicactrizacion

mm de luz traqueal
8

7 . *
6 - T
5 -
4 -
3 _
2 -
1 _
0 - . T . T
Precirugia SSF CPVP MC PIRFE Doble PIRFE 1 dosis

Grupos de estudio

X+ EE
*p< 0.01 ANDEVA, Dunnett, SSF y MC vs Basal

Gréfica 5. Disminucion de la luz traqueal en todos los grupos de estudio 1 mes
después del procedimiento quirdrgico.

Al comparar el grado de estenosis después de haber medido la circunferencia
postcirugia, se observo que tres ratas del grupo | presentaron estenosis grado 1,
dos grado 2 y una grado 3. En el grupo Il, solo dos animales presentaron

estenosis grado 1. En el grupo I, tres animales desarrollaron estenosis grado 1y

37



una grado 2. Por otro lado, dos ratas del grupo IV presentaron estenosis grado 1y
una grado 2. En el grupo V, cuatro ratas mostraron estenosis grado 1 y una grado
2 (Figura 4). En todos los animales que mostraron estenosis grado 1, ésta no puso
en riesgo su vida. Al comparar entre grupos, la mayor permeabilidad de la traquea
en las ratas del grupo tratado con CPVP fue significativa en comparacion con los

grupos |y lll (p< 0.05 Kruskal Wallis) (Gréfica 6).
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Figura 4. Fotografia que muestra el tamafio de la luz traqueal al final del estudio
en todos los grupos. Se observa la estenosis traqueal desarrollada por un animal
del grupo de MC.
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Grado de estenosis ohservado al final del estudio en las ratas con
traqueoplastia tratada con diferentes moduladores de la
cicatrizacion.

Nuamero de animales
8

7
6 @ Grado0
> M Gradol
4 E Grado2
’ H Grado3
2
1
0

SSF CPVP MC PIRFE doble PIRFE 1 dosis
Grupo de estudio

* p< 0.05 Kruskal Wallis

Gréfica 6. Relacion entre el nUmero de animales y el grupo de estudio de acuerdo
al grado de estenosis desarrollada.

6.4 Hallazgos microscopicos

Microscépicamente todos los anillos controles mostraron apariencia normal. En
todos los grupos se observd pérdida parcial del epitelio, ademas todos los
animales del grupo I, uno del grupo IV y uno del grupo V desarrollaron hiperplasia
del mismo. Con respecto al grado de inflamacién se observé que el 55% de los
animales del grupo | desarrollaron inflamacion moderada, 33% leve y 11% severa
(Grafica 7) (Figura 5). En el grupo I, el 55% de los casos tratados con CPVP
presentaron inflamacion leve y el 45% restante moderada (Figura 5). El grupo
tratado con MC el 75% de los animales desarrollo inflamacion moderada y el 25%
leve (Figura 5). Mientras que las ratas tratados con PIRFE el 90% de los animales

tratados en ambos grupos no mostraron inflamacion, mientras que el 10% de los
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animales restantes mostraron inflamacién leve (Figura 5). Al comparar entre
grupos la ausencia de inflamaciébn microscopica presentada por los grupos
tratados con PIRFE, fue significativa en comparacion con los otros grupos de

estudio (p< 0.05 Kruskall Wallis) (Gréfica 7).

Figura 5. Fotomicrografias que muestran el grado de inflamacion en la cicatriz
traqueal. En Ay C se observa la inflamacion moderada en los animales tratados
con SSF y MC. B) inflamacién leve en el grupo de CPVP. D y E) cicatriz traqueal
sin inflamacion (H-E 400x).
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Grado de inflamacion microscopica mostrado en todos
los grupos postraqueoplastia tratada con diferentes
moduladores de la cicatrizacion

®m Ausente
9
3 * Hleve
07 W Moderado
Q
[ *
€6 ® Severo
c
<5
)
T4
o
[
£ 3
=2
1
O T T T T 1

SSF CPVP MC Pirfe Doble Pirfe 1 dosis
Grupos de estudio

* p< 0.05 Kruskall Wallis

Gréfica 7. Relacién entre el numero de animales y el grado de inflamacion que
desarrollaron los animales en cada grupo de estudio.

Con respecto a las células inflamatorias presentes, en todos los grupos se
observaron linfocitos; sin embargo, la presencia de estos fue mayor en los grupos |
y lll, pero sblo se observaron cambios estadisticamente significativos entre el
grupo | y los tratados con PIRFE (p< 0.05 Kruskall Wallis) (Gréfica 8). En todos los
grupos hubo leve presencia de células gigantes de reaccion a cuerpo extrafio, lo

cual al compararse entre grupos no fue significativo (p > 0.05 Kruskall Wallis).
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Linfocitos evaluados microscépicamente en
cicatriz traqueal tratada con moduladores de la
cicatrizacion.

10
9 H Ausente
*
8 M Presente
3
(-_E5 7
= 6
<
o 5
o
© 1
£
E 3
=z
2
1 -
O .

SSF CPVP MC PIRFE Doble PIRFE 1 dosis

* p<0.05 Kruskall Wallis Grupos de estudio

Gréafica 8. Relacion entre el nimero de animales y la presencia de linfocitos
observados en los cortes histologicos de todos los grupos de estudio.

Al valorar el grado de fibrosis formada al dia 28 postraqueoplastia, se observo que
los animales tratados con SSF y MC desarrollaron fibrosis moderada; mientras
que los tratados con CPVP y PIRFE mostraron fibrosis leve (p< 0.05 Kruskall

Wallis) (Gréfica 9) (Figura 6).
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Grado histoldgico de fibrosis formada al dia 28
postraqueoplastl’a

10 HLeve

9 ® Moderado
% 8 @ Severo
© 7
£
c 6
<
o 5
©
o 4
£
N 3
Z 9

1

0

CPVP PIRFE Doble PIRFE 1 d05|s
*p <0.05 Kruskall Wallis Grupos de estudio

Gréfica 9. Relacion entre el grado de fibrosis mostrado por los animales
sometidos a tratamiento con los diferentes MDC.

Al evaluar la organizacion de las fibras de colagena, se observé que los animales
del grupo | desarrollaron fibras de coldgena gruesas y desorganizadas, los
tratados con CPVP gruesas organizadas, los de MC delgadas desorganizadas y
los tratados con PIRFE delgadas organizadas. Al comparar entre grupos lo
mostrado por cada uno fue significativo vs los otros grupos de estudio (p< 0.05
Kruskal Wallis) que al comparar entre grupos fue significativo (Gréfica 10) (Figura

6).
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Organizacion histoldgica de fibras de colagena en cicatriz traqueal
tratada con diferentes moduladores de la cicatrizacion

Numero de
animales
9
8
7 - H Gruesas-desorganizadas
6 -
5 - H Gruesas-organizadas
4 -
3 - EDelgadas-desorganizadas
2
1 4 .
0 H Delgadas-organizadas

CPVP PIRFE Doble PIRFE 1 dosis

Grupos de estudio

* p< 0.05 Kruskal Wallis, PIRFE vs SSF y MC

** p< 0.05 Kruskal Wallis, CPVP vs SSF, Cy PIRFE
+ p< 0.05 Kruskal Wallis, SSF vs CPVP, MC ny PIRFE
° p< 0.05 Kruskal Wallis, MC vs SSF, CPVP y PIRFE

Grafica 10. Muestra el grosor y organizacion histolégica de las fibras de colagena
al final del estudio en todos los grupos.

En todos los casos se observo presencia de vasos de neoformacion, leve en el
grupo |, leve a moderado en el grupo I, IV y V; mientras que en el grupo Il en fue
leve en el 50% de los casos y ausente en el 50% restante, lo cual fue significativo
(p< 0.05 Kruskall Wallis) en comparacién con los otros grupos de estudio (Gréfica

11) (Figura 5y 6).
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Presencia de vasos de neoformacion en cicatriz tradqueal
después del tratamiento con diferentes moduladores de
cicatrizacion

m

CPvVP PIRFE Doble PIRFE 1 dosis

=
o

W Ausente

mleve

@ Moderado

NUmero de Animales
o = N w H (0] ()] ~N o] (Vo)

Grupos de estudio
*p< 0.05 Kruskall Wallis.

Gréfica 11. Relacion entre el nimero de animales y desarrollo de nuevos vasos
sanguineos en todos los grupos de estudio.
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Figura 6. Fotomicrografias en las que se observa: A) Moderada cantidad de fibras
de colagena gruesas desorganizadas en el grupo |. B) leve cantidad de fibras de
colagena gruesas y organizadas en el grupo de CPVP. C) Fibrosis moderada con
fibras de colagena delgadas y desorganizadas. Dy E) Leve cantidad de fibras de
colagena delgadas y organizadas en los grupos tratados con PIRFE. En A, B,D Yy
E se muestran vasos de neoformacion (Masson 100X).

6.5 Hallazgos inmunohistoquimicos

Al valorar la expresion del TGF-1 por inmunohistoquimica se observo que éste se

expresa en todos los grupos, pero su expresion es menor en los grupos I, IVy V
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(Figura 7). Al comparar entre los grupos, la disminucién mostrada por los grupos
tratados con PIRFE fue diferente en comparaciéon con el grupo | (p< 0.05
ANDEVA, Dunnett, Tukey), pero no los grupos Il y Ill. Al comparar el grupo tratado
con CPVP solo mostro diferencia significativa vs el grupo | (p< 0.05 ANDEVA,

Dunnett, Tukey) (Grafica 12).

Expresion de TGF-B1 en la cicatriz traqueal después del
tratamiento con diferentes moduladores dee la
) cicatrizacion
Pixeles
1400000
1200000 1
*
1000000
* * % *
800000
T * %
600000 i
400000
200000
0 T T T T 1
SSF CPVP MC PIRFE Doble PIRFE 1 dosis
X + EE Grupos de estudio
*p < 0.05 ANDEVA, Dunnett SSF vs CPVP y PIRFE
** p < 0.05 ANDEVA, Tukey PIRFE vs SSF

Grafica 12. Expresion de TGF-B1 por grupo de estudio, en la cicatriz traqueal al
final del estudio.
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Figura 7. Fotomicrografias de IHQ (400x) de tejido traqueal en un animal de cada
grupo. Muestra la expresion de TGF-B1 en los grupos de SSF (A) y MC (C) en la
inmunotincion marrén fuerte. Mientras que la inmunotincion marrén suave muestra
la expresion de TGF-B1 en los animales tratados con CPVP (B) y PIRFE (D y E).

6.6 Hallazgos bioquimicos

Al evaluar la cantidad de colagena formada por miligramo de tejido

postraqueoplastia, se observé que en todos hay deposicion de colagena; pero la
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producida en los grupos que recibieron tratamiento con algin modulador de la
cicatrizacion fue menor que la de los de SSF. Al comparar entre grupos se
observd que la menor produccion de colagena en los grupos Tratados con PIRFE
(IV y V) solo fue significativa en comparacion con el grupo | (p< 0.05 ANDEVA,

Dunnett, Tukey) (Grafica 13).
Cantidad de colagena formada por miligramo de tejido.

80
70
60

50
40
30
20
10

CPVP PIRFE Doble PIRFE 1 dosis
Grupos de Estudio

o

Mg de colagena/ mg de tejido traqueal

X 2EE
* p <0.05 ANDEVA, Dunnett y Tukey. Pirfe vs SSF

Gréfica 13. Relacion entre la deposicion de colagena por grupo de estudio,
veintiocho dias después de la cirugia traqueal.

7. DISCUSION

La ET es una fibrosis desproporcionada de los bordes de las heridas traqueales
gue obstruyen su luz e impiden la circulacién de aire (53). Esta es producto de una
cicatrizacion patologica en la que se presenta una prolongacién y/o exageracion
de la fase inflamatoria que provoca incrementos en la produccion de TGF-B1, el
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cual en las etapas finales de la cicatrizacion esta involucrado en la remodelacion
de la MEC, ya que incrementa la sintesis y depésito de componentes
extracelulares tales como fibronectina, proteoglicanos, asi como algunas formas
de colagena (11,35) y esto promueve un aumento en las fibras de la misma y su

desorganizacion, lo que origina defectos en la remodelacion (11,28-33,35).

El tratamiento de las ET se lleva a cabo con procedimientos endoscopicos y
quirdargicos combinado con la aplicacion de varios agentes MDC de heridas, para
manipular farmacoldgicamente la formacion de la nueva MEC y evitar la
reestenosis; sin embargo, no han tenido el éxito deseado debido a que retardan la
cicatrizacion y producen defectos en la revascularizacion de la mucosa (51,53), y
los que evitan la re-estenosis hay que aplicarlos varias veces por via endoscépica

(49,63,64), por lo que es necesario buscar otros MDC.

La PIRFE es un farmaco que en estudios de piel (65,66), fibrosis pulmonar (67-
69), cirrosis hepdatica (70,71), fibrosis renal (75), fiboromiomas uterinos (74),
adherencias peritoneales (72,73) y prevenciéon de la contractura mamaria después
de la colocacion de un implante (76), ha mostrado ser efectivo para inhibir la
sintesis de colageno al bloquear la produccion de TGF-f1, ademas de reducir la
respuesta inflamatoria exagerada, con lo que disminuye las fibrosis patologicas;

sin embargo, su uso en la cicatrizacion traqueal no se ha estudiado.

En este estudio se evaluo el efecto de una sola aplicacion tépica de CPVP, asi
como de una y dos dosis via oral por 4 semanas de PIRFE sobre la expresion de

TGF-B1, deposicion de colagena, cambios macroscopicos, tamafio de la luz
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traqueal y microscoépicos en las cicatrices traqueales de ratas con reseccion y

anastomosis termino-terminal de traquea cervical.

La dosis de CPVP utilizada en este trabajo, fue la que se ha reportado para el
tratamiento de fibrosis epidérmicas, cirugia de trdquea, asi como para mejorar el
cierre de la membrana timpanica postmiringotomia y se ha observado que
favorecen la recuperaciéon de la arquitectura normal del tejido, disminuye la
formacion de colagena por gramo de tejido y favorece el cierre de la membrana
timpanica con un tejido similar al normal (49,60,88). Mientras que la dosis de MC
utilizada es la que ha sido reportada con mejores resultados para su uso en
humanos (51,63,64). Finalmente en los grupos IV y V se utilizaron dosis de 20
mg/kg una vez al dia y 40mg/kg dos veces al dia porque en otros estudios
realizados por Oku et al. (68), Tian et al. (80) y Selman et al. (67) observaron que
estas dosis eran Utiles para el tratamiento de la fibrosis pulmonar tanto en
animales como en pacientes humanos. Los primeros realizaron un estudio en
ratones con fibrosis pulmonar inducida por bleomicina, los cuales fueron tratados
con PIRFE a dosis 30 y 100 mg/kg tres veces al dia y observaron que a los 28
dias postratamiento el uso de esta disminuye la expresidbn de citocinas
proinflamatorias y fibrogénicas, asi como la colagena formada en los pulmones de
estos animales. Por otro lado Tian et al. reportaron que las dosis de 25, 50 y 100
mg/kg al dia de PIRFE tienen efectos antifibréticos y disminuyen la fibrosis
histol6gica. Finalmente Selman et al. describieron que el uso de dosis a 40

mg/kg/dia de PIRFE en pacientes con fibrosis pulmonar idiopéatica, después de 6
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meses de tratamiento mejord sus pruebas funcionales respiratorias y estabilizaron

su padecimiento.

Clinicamente, la presencia de estridor observada en todos los grupos de estudio
durante la primera semana postcirugia probablemente fue originada porque al
realizarse el procedimiento quirargico se produjo una lesién, la cual estimulo la
presencia de inflamacion como mecanismo de defensa y su consecuente
presencia de células y mediadores que eliminan los cuerpos extrafios, bacterias,
tejido dafiado o degradan la MEC, que a su vez ocasionaron el incremento en el
grosor de la mucosa traqueal que al paso del aire ocasiono la presencia de este
signo (10,16,18,19). La presencia de este en los animales del grupo Il desaparecio
durante la segunda semana postcirugia porque la CPVP ejercio su efecto anti-
inflamatorio y coincide con lo descrito por otros autores que han estudiado el
efecto de este farmaco sobre la cicatrizacion traqueal y han observado los mismo
(49,63). En lo que respecta a lo observado en los en los grupos IV y V, no existen
reportes de su efecto en la traquea, pero se puede pensar que la PIRFE también
mostro sus efectos antiinflamatorios como lo han observado varios autores que la
han utilizado para el tratamiento experimental de la inflamacion pulmonar aguda y
mencionan que esta droga puede inhibir el reclutamiento de células inflamatorias
tanto en los procesos alérgicos como en los no alérgicos (89,90), asi mismo en
otro estudio realizado en un modelo murino de fibrosis pulmonar inducido por
bleomicina se report6 que el tratamiento con PIRFE después de 10 dias disminuye
la presencia del edema provocado por la lesion y quiza por esta razon se
disminuy6 la inflamacion de la mucosa traqueal y el estridor (68). Por otro lado, en
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el grupo lll, la permanencia del estridor por 3 semanas fue debida a que la MC no
tiene efecto antiinflamatorio e incluso a los 2 meses de su aplicacion, causa
irritacion del sitio lesionado, acumulacion de detritus fibrinoides, tejido de
granulacion y necrosis del cartilago traqueal expuesto con pérdida de soporte
como lo han descrito Roh et al. (53,91), Ifhiguez et al. (92), Lama et al. (93),
Hueman et al. (94) y Hardillo et al. (95) al estudiar los efectos de la MC clinica y

experimentalmente.

Con respecto al cierre de la herida quirdrgica, en los grupos Il, IV y V, esta se
observé bien cicatrizada y sin inflamacién porgue los farmacos utilizados en estos
grupos inhiben la produccion de citocinas proinflamatorias. Lo encontrado en este
estudio coincide con lo observado por otros autores que utilizaron la CPVP para
mejorar la cicatrizacion en otros tejidos (49,58,59,88). También concuerda con lo
observado por Torres (65) quien utilizo PIERFE al 8% en aplicacién topica para el
tratamiento de queloides y describid que el uso de esta disminuye la altura de la
cicatriz, tamafio, ancho, pigmentacion, vascularidad, dolor y prurito e incrementa la
flexibilidad y ellos atribuyen esto a sus propiedades antifibroticas. Ademas,
coincide con lo observado por Gancedo et al. (76) y Shetlar et al. (66) quienes en
ratas y ratones (respectivamente) colocaron injertos subcutdneos de varias
texturas, asi como de tejido queloide y observaron que favorece la contraccion de
la herida sin fibrosis e inhibe la proliferacién de las queloides. Por otro lado, el
retraso en la desaparicion de la inflamacion en el grupo Il fue porque la MC no

tiene efecto antiinflamatorio e incluso a los 2 meses de su aplicacién, provoca
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inhibicion en la revascularizacion, irritacion del sitio lesionado, acumulacion de

detritus fibrinoides y tejido de granulacion (53,91-95).

En el grupo | la presencia de adherencias moderadas y severas fue ocasionada
porque la SSF no tiene efectos antiinflamatorios, ni antifibroticos y el proceso de
cicatrizacion siguid su curso normal. Por otro lado en este trabajo se demostro que
la CPVP administrada in situ después de la traqueoplastia no evita la formacién de
adherencias, pero la presencia de estas no son tan severas y son facilmente
despegables, probablemente porque éste farmaco tiene actividad fibrinolitica
(49,59,63). Estos hallazgos concuerdan con lo descrito por Cervantes et al. (96)
quienes realizaron apendicectomia en conejos, les aplicaron la CPVP
intraperitonealmente 'y un mes después les realizaron nuevamente una
laparotomia exploratoria y observaron que no evita la presencia de adherencias
intrabdominales, pero disminuye la severidad de estas. En el grupo Ill, se
observaron menos adherencias porque este farmaco tiene un efecto
antiproliferativo sobre los fibroblastos con lo que evita la fibrosis, por lo que
probablemente cuando estuvo en contacto con los planos musculares y la trdquea
ejercio su efecto sobre estas células y evito la formacién de adherencias
(63,97,98). Estos hallazgos son similares a los observados por Kurt (99), Lee
(100), Dogulu (101) y Su (102) quienes evaluaron el efecto del tratamiento tépico
con MC sobre la formacién de fibrosis peridural y adherencias durales después de

realizar laminectomias en ratas y conejos.
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La presencia de adherencias completas facilmente despegables que se
observaron en los grupos tratados con PIRFE, probablemente fue originado
porque las dosis no fueron suficiente para inhibir la respuesta inflamatoria y la
fibrosis provocada por el procedimiento quirdrgico, ya que los efectos del farmaco
son dosis dependiente como lo describié Bruss et al. (103) quienes administraron
diferentes dosis del farmaco via oral aplicada diariamente por 26 y 39 semanas en
perros y estudiaron la farmacocinética; sin embargo nuestros hallazgos coinciden
con lo descrito por Bello et al. (73), quienes estudiaron en ratas el grado de
formacion de adherencias intra-abdominales después de retirar la serosa del colon
y tratar a los animales con PIRFE en gel sobre el sitio de la lesion, y observaron
que este farmaco permite la presencia de adherencias laxas a firmes pero
despegables a las 3 semanas postcirugia. Por otro lado nuestros hallazgos no
concuerdan con lo descrito por Bayhan et al. (104) quienes evaluaron la formacién
de adherencias intraperitoneales en ratas a las que les provocaron lesiones en el
ciego y las trataron con una dosis de 500mg/kg/dia de PIRFE durante dos
semanas. En referencia a la presencia de edema en la traquea post aplicacion de
la MC, adn no ha sido esclarecido del todo; pero se sabe que su efecto
antiproliferativo retrasa la cicatrizacion pero no previene los procesos inflamatorios
(105). En estudios realizados en la cornea se ha descrito la presencia de edema
en el postoperatorio temprano y se atribuye a que el farmaco retrasa la
reepitelializacion, provoca cambios en la morfologia endotelial, incrementa la
apoptosis, la formacion de vacuolas y de vesiculas (106).

La mayor disminucion de la luz traqueal observada en los grupos tratados con

SSF y MC probablemente fue originada porque ninguno de los 2 compuestos tiene
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propiedades antiinflamatorias y favorecen que prevalezca la inflamacion y por lo
tanto la acumulacion de tejido cicatrizal inmaduro en el sitio de la anastomosis que
hace se reduzca la luz del 6rgano Yy coincide con lo observado por otros autores
han estudiado las complicaciones provocadas por la aplicacién topica de MC en
las lesiones traqueales (53,91,92,94). Mientras que en los grupos tratrados con
CPVP y PIRFE los hallazgos encontrados se pudieron haber presentado porque
ambos farmacos tienen actividad fibrinolitica (58-60,90,96,107). Estos hallazgos
concuerdan con lo observado en otros trabajos en los que se utilizé la CPVP y la
MC como moduladores de la cicatrizacion traqueal en perros (63,64) y también
coinciden con lo observado por Zhou et al. (108) quienes en un modelo murino de
trasplante heterotopico traqueal observaron que los animales tratados con PIRFE

desarrollaron menor fibrosis luminal.

Los hallazgos observados en este estudio acerca del mayor grado de inflamacion
histoldgica desarrollada por los animales de los grupos | y Ill, fue originado porque
ninguno de los tratamientos aplicados en estos grupos tienen actividad
antiinflamatoria y nuestras observaciones concuerda con lo reportado por otros
autores que han estudiado la utilidad de la MC en las estenosis tragueales y han
observado que hasta 2 meses después de su aplicacion este farmaco provoca
irritacion del sitio lesionado, con lo que favorece la inflamacion (53,91,92).
Mientras que la inflamacion leve a moderada desarrollada por los animales
tratados con la CPVP fue originada porque este farmaco con periodos de
administracion cortos y largos posee propiedades anti-inflamatorias como se ha

observado en estudios clinicos y experimentales realizados en pacientes con
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artritis reumatoide, cicatrices hipertréficas de piel, esclerodermia, Ulceras por
presion y en las cicatrices postraqueoplastia (49,109-111). Con respecto a la
PIRFE presentaron inflamacion nula a leve fue porque esta con sus propiedades
para evitar el estrés oxidativo inhibe el reclutamiento de células inflamatorias
alérgicas y no alérgicas (90), lo cual coincide con lo observado en este estudio y lo
reportado por varios autores que han estudiado su efecto en modelos fibrosis
pulmonar inducida por bleomicina (68,112). También concuerda con lo observado
por Gancedo et al. (76) quien observd esto en las cicatrices de piel de ratas
tratadas con PIRFE. No obstante nuestros hallazgos no concuerdan con lo
descrito por Takakuta et al. que estudio los efectos de esta droga sobre la
proteccion renal y observaron que evita la fibrosis pero no la presencia de infiltrado
inflamatorio en el intersticio cortical (113). En todos los caso se observé presencia
de linfocitos debido a que durante el proceso de cicatrizacion estos
(principalmente los linfocitos T) migran dentro del tejido, produciendo linfocinas y
factores de crecimiento que estimulan a los fibroblastos para la produccién de

colagena (114).

En el presente trabajo, en el grupo de CPVP hubo menor presencia de infiltrado
linfocitario posiblemente por el control inflamatorio que proporciona el farmacos al
inhibir el infiltrado cronico con lo que diminuye la quimiotaxis y estimulacion de los
linfocitos (35,115-117). Los hallazgos de este estudio concuerdan con lo
observado en estudios realizados en cirugia de traquea (49) y en cobayos
asmaticos que fueron tratados con la droga, que durante la remodelacion del tejido

presentan leve expresion de linfocitos (109); sin embargo no concuerdan con lo
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observado por Furuzawa et al. (110) quienes evaluaron in vitro e in vivo la
seguridad de la CPVP y observaron que este biofarmaco no estimula la
linfoproliferacion. En los grupos tratados con PIRFE la menor cantidad de estos
también fue originada porque ejercid sus efectos antiinflamatorios y nuestros
hallazgos concuerdan con lo descrito por Shetlar et al. (66) quienes estudiaron el
efecto de la PIRFE sobre la proliferacion de las cicatrices queloides implantadas
en el dorso de ratones y observaron que el tratamiento con este droga disminuye
la produccion de linfocitos. También concuerda con lo descrito por Hirano et al.
(118) quienes en un modelo de hiperreactividad bronquial alérgica producida por la
exposicion cronica a ovoalbumina, les aplico el tratamiento con PIRFE vy
observaron que esta disminuye acumulacion de eosindfilos y de linfocitos; ademas
concuerdan con lo observado por Corbel et al. (119) que estudiaron la
remodelacion de la via aérea durante el dafio pulmonar agudo en ratones tratados
con PIRFE y describieron que esta reduce la afluencia de linfocitos en el lavado
broncoalveolar durante las fases tempranas de la fibrosis.

Las células gigantes a cuerpo extrafio que se observaron en la zona de las suturas
de un animal de todos los grupos es una respuesta de inflamacion crénica
granulomatosa, en la cual el material de sutura que fue el utilizado para la
anastomosis, actué como un irritante y provoco la fusion de los macréfagos, que al
digerir el material dieron lugar a la formacion de células gigantes a cuerpo extrafio
y concuerda con lo descrito por otros autores que han estudiado la cicatrizacion
traqueal después del tratamiento con diferentes MDC y han observado lo mismo

(48,49).
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Los resultados observados en los grupos tratados con CPVP y PIRFE concuerdan
con lo reportado por Fielder et al. (120) quienes al estudiar cicatrices fibréticas
postquemaduras, confirmaron que la inhibicién de las citocinas proinflamatorias y
profibrogénicas como lo hacen estos farmacos, evitan la fibrosis, promueven la
formacion de fibras de colagena organizadas como en los tejidos normales
(60,121), ademas porque son farmacos bloqueadores de TGF-B, producciéon de
colagena y activadores de MMPs, con lo que modulan la fibrosis (64,66,90,107).
También concuerdan con lo observado por varios autores que han aplicado la
CPVP topicamente y concluyen que la aplicacion de esta droga favorecio la
produccion y depdsito organizado de colagena en la MEC como se ha descrito en
otros tejidos (35,48,49,88,117), asi mismo concuerda con lo observado por otros
autores que han observado menor fibrosis y organizacion de la colagena después
del tratamiento con PIRFE para el tratamiento de lesiones de piel (65), pulmén
(68,112), trdquea (108), higado (70,122), rifibn (113) y en ojos con glaucoma

(123).

En el grupo tratado con MC, la presencia de fibrosis moderada a severa con y
fibras de colagena desorganizadas en el sitio de la herida fue porque este farmaco
no posee propiedades antinflamatorias y ademas su aplicacion provoca irritacion
del sitio lesionado e inflamacion prolongada que favorece la fibrosis. Sin embargo
nuestros hallazgos, no concuerdan con los hallazgos histolégicos descritos por
Abbas et al. (97) quienes estudiaron los cambios microscopicos producidos por la
MC vy el fluoracil en miringotomias y con los descritos por Ozturk et al. (98) que

investigaron los cambios histopatologicos producidos por la aplicacion topica de
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este farmaco en la mucosa mastoidea. Tampoco concuerdan con lo observado por
Zhong et al. (123) quienes compararon el uso de MC y PIRFE en un modelo
animal de cirugia de glaucoma y observaron que ambos farmacos reducen la
fibrosis. Sin embargo nuestros hallazgos concuerdan con lo descrito por Reza et
al. (124) y Eliashar et al. (125) que estudiaron los efectos de esta droga en
estenosis traqueales. También coinciden por lo observado por Glen et al. (126)
gue observaron histologicamente que tanto el tratamiento intradérmico como el
tépico en las heridas de piel producen disminucion en la fibrosis y deposicién de
colagena a las 4 semanas post-tratamiento.

Probablemente la leve cantidad de vasos sanguineos observados en los animales
tratados con MC se debid a que la estimulacion de la angiogénesis durante la
cicatrizacion de las heridas se presenta durante las dos primeras semanas
después de la cirugia (127) y la MC tiene efecto entre la 2 y 4 semanas
postratamiento e inhibe la angiogénesis porque bloquea expresion del VEGF como
lo describié Su et al. al estudiar el efecto de este farmaco en la cicatrizacion
poslaminectomia (102). A diferencia de la moderada presencia de vasos de
neoformacion observada en los otros grupos Il, IV y V en los que los farmacos no
inhibieron la angiogénesis como se ha descrito en otros estudios

(49,63,76,121,128).

Con respecto a la expresion inmunohistoquimica del TGF-1, todos los farmacos
mostraron menor expresion del mismo. En el grupo de CPVP probablemente fue
ocasionada porque este farmaco provoca cambios en el metabolismo celular y

disminuye la produccion de citocinas proinflamatorias y profibrogénicas (129), lo
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cual coincide con lo descrito por Krétzsch et al. (60) quienes evaluaron la
expresion in situ de TGF-B1 por inmunohistoquimica en biopsias de piel normal,
con cicatriz hipertréfica y cicatrices hipertréficas tratadas con inyeccion
intradérmica por 8 semanas con CPVP y encontraron que la expresion de este
factor de crecimiento profibrogénico disminuyé en las cicatrices tratadas con
CPVP comparadas con las no tratadas; ademas en este estudio el autor realizo
cultivo de fibroblastos de piel normal y con cicatrices hipertréficas con y sin
tratamiento y se percataron que el TGF-B1l se expres6 menos en la cicatrices
tratadas que en las muestras de piel normal y cicatrices hipertroficas (60). Lo
observado en este estudio también concuerda con lo descrito por Furuzawa et al.
quienes compararon la utilidad de la CPVP y la triamcinolona para el tratamiento
de lesiones de piel producidas por escleroderma y observaron que ambos
disminuyen la expresion de TGF-B1, pero la primera lo hace de forma regulada
(130). Existen pocos estudios en el que se haya evaluado la expresion de TGF-31
después de la aplicacion de MC; sin embargo en un estudio in vitro se reporté que
la aplicacion por 5 minutos de esta droga en cultivos de fibroblastos dérmicos
humanos inhibe la expresion de los niveles del ARNm de TGF-B1 a los 7 dias
postcultivo y concluyen que esto se presento por que la MC inhibe la proliferaciéon
de fibroblastos e induce la apoptosis de fibroblastos con lo que evita la expresion
de este factor de crecimiento y de colagena (131), lo cual concuerda con lo
observado en este estudio. Sin embargo nuestros resultados no coinciden con lo
reportado por Glen et al, que compararon el efecto de la aplicacion dérmica y
topica de MC sobre la expresion de TGF-B1 en las cicatrices de piel del dorso de

ratas a la semana, segunda semana, un mes y seis meses posteriores a la lesion
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y encontraron que este no se expresa en ningun tiempo (126). En los grupos
tratados con PIRFE se observo menor expresion de TGF-B1 porque es un farmaco
que tiene propiedades antioxidantes, anti-inflamatorias y antifibroticas que evitan
la inflamacién prolongada, permiten la regulacibn a nivel transcripcional y
traduccional de la expresion de citocinas proinflamatorias y profibrogenica, asi
como la regulacion de la homeostasis entre la sintesis y la degradacion de la
colagena en la MEC (90,122) y nuestros hallazgos concuerdan con lo observado
por Oku e lyer et al. que estudiaron los efectos del tratamiento con PIRFE sobre la
produccion de diferentes citocinas pulmonares y el TGF-B1 en ratones, cobayos y
ratas, respectivamente (68,80,112). También coinciden con lo descrito por
Gancedo et al. (76) quienes después de aplicar PIRFE por 8 semanas a ratas a
las que se les colocaron implantes mamarios en el dorso, encontraron que este
factor de crecimiento disminuye su expresion en los animales que recibieron el
tratamiento en comparacion con los que no lo recibieron. Ademas en otro estudio
se reporta la disminucién en la expresion del TGF-B1 en suero vy tejidos a los 26 y
28 dias después de aplicar este farmaco a ratas con trasplante heterotépico de
traquea (108). Asi mismo otros autores han reportado que en ratones asmaticos
tratados con PIRFE, disminuye la presencia de TGF-f1 en el lavado
bronquioalveolar (118).

La evaluacion bioquimica revel6 que hubo menor deposicién de colageno cuando
los animales fueron tratados con los diferentes moduladores de la cicatrizacion,
esto posiblemente se debié a que la CPVP, disminuyo el proceso inflamatorio e
inhibi6é la produccidon de citocinas fibrogénicas (49,61,67-76,88); mientras que la

MC disminuyo la proliferacion, replicacion e indujo la apoptosis de los fibroblastos
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con lo que promueve la disminucion en la expresion de los niveles de procolagena
'y Il (97,131). Hasta la fecha existen pocos estudios de cicatrizacion traqueal en
los que se haya cuantificado bioquimicamente la cantidad de colagena formada
por gramo de tejido traqueal. Se ha reportado la cuantificacion de esta en varios
modelos experimentales caninos de cicatrizacion traqueal en los que se realizo
anastomosis termino terminal de un segmento de trdquea cervical con la
aplicacion topica de acido hialurénico (AH), CPVP, la mezcla AH-CPVP, asi como
MC en el sitio tragueal anastomosado para evaluar su efecto sobre la deposicion
de colagena en la cicatriz postraqueoplastia y se observdé los tres farmacos
disminuyen la deposicion de colagena en la cicatriz traqueal; pero tanto la mezcla
como la MC la reducen de manera mas significativa, lo que concuerda con nuestro
estudio (48,63,64). No obstante cabe mencionar que en esos estudios la
aplicacion de la CPVP se realizdé en 4 ocasiones via endoscoépica a diferencia de
este trabajo en el que se aplico solo al momento de la cirugia, lo cual seria
importante para su uso en forma clinica ya que los pacientes no tendrian que
someterse a otro procedimiento invasivo para la aplicaciéon del tratamiento. Con
respecto a lo observado en los animales de los grupos IV y V, se debid
probablemente a que la PIRFE redujo la produccién de coldgena por mg de tejido
traqueal posiblemente porque es un farmaco que aparte de bloquear la produccion
de factores profibrogénicos, activa la produccion de MMPs con lo que modula la
via fibrogénica (90), pero tampoco existen estudios en los que se haya estudiado
la deposicion de colagena en la cicatriz traqueal después del tratamiento con
PIRFE; sin embargo los resultados de esta investigacion concuerdan con los

estudios realizados en modelos de fibrosis pulmonar inducida por bleomicina en
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ratones y hamsters en los que si se ha cuantificado la deposicién de colagena en
el tejido dafiado y se ha observado que esta disminuye de manera importante
(68,112). Nuestros resultados también concuerdan con lo descrito por Zhao et al.
(107) quienes evaluaron el efecto de la PIRFE sobre la fibrosis histologicos y
deposicion de colagena en un modelo de cirrosis hepética producida por
tetracloruro de carbono en ratones, asi como por el complejo antigeno-anticuerpo
de albumina en ratas y observaron que esta disminuye significativamente los
niveles de hidroxiprolina en el tejido hepatico. Cabe mencionar que con lo
observado en este estudio se puede decir que la PIRFE disminuye mas la
formacion de colagena por mg de tejido traqueal que la CPVP, pero hay que

aplicarla por 28 dias consecutivos.

65



8. CONCLUSIONES

Con base a lo anterior se puede concluir que tanto la aplicacion tépica de una
dosis de CPVP y la administracion de PIRFE evitan la estenosis traqueal, ya que
disminuyen la inflamacion, fibrosis, expresion de TGF-1 y deposicion de colagena
en la cicatriz postraqueoplastia en un modelo experimental de cicatrizacion
traqueal. No obstante con lo observado en este estudio se tiene que considerar
gue aungue los resultados son similares con los dos farmacos, la mejor opcién
terapéutica es la CPVP porque so6lo requirié de una aplicacién, lo cual en la clinica
es menos molesto para el paciente, ademas de ser mas economico. También se
tiene que tomar en cuenta que lo observado en esta investigacion solo muestra los
resultados de un modelo de cicatrizacion en animales sanos; por lo que se
requiere de nuevas investigaciones experimentales en las que se evalué el efecto

de estos farmacos en animales con estenosis traqueales.
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