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RESUMEN

e han utilizado varios farmacos para modular el proceso de cicatrizacion

de la trdquea y evitar la formacion de una estenosis traqueal. El &cido

hialurénico (AH) es un modulador de la fibrogénesis y en este trabajo
evaluamos el efecto de la aplicacion de éste sobre la cicatrizacién traqueal,
después de realizar anastomosis traqueal término-terminal cervical en perros.
En 12 perros mestizos se realizo reseccion traqueal y sutura cervical y postciru-
gia se trataron de la siguiente forma: Grupo | (n=6): Se aplicd tépicamente so-
lucién salina normal (0,9%) sobre la anastomosis traqueal y en el grupo Il (n=6)
se aplicd 15 pg de AH en la anastomosis traqueal. Los animales fueron evalua-
dos clinica, radiolégica y mediante endoscopia traqueal durante 4 semanas y
fueron sometidos a eutanasia. Se examind macroscapica y microscpicamente
|a cicatrizacion de la anastomosis traqueal y se cuantifico mediante estudio bio-
quimico utilizando el método de Woessner la cantidad de coldgeno formado en
ésta. Todos los animales sobrevivieron al procedimiento quirdrgico y al tiempo

de estudio establecido. Ninglin animal presentd diferencias en la evolucion cli-
nica importantes. Los hallazgos radioldgicos, endoscopicos y macroscopicos
mostraron mayor desarrollo de estenosis traqueal en los animales del grupo |
que en los del grupo Il Los estudios endoscdpicos y macroscopicos mostraron
mayor inflamacion y desarrollo de tejido fibroso de consistencia firme en las ci-
catrices del grupo | que en las del grupo II. Microscopicamente en el grupo | se
observd fibrosis y reaccion inflamatoria severa. En el grupo Il se presentaron
depdsitos de fibras de colageno delgadas y bien organizadas con reaccion in-
flamatoria minima. En las determinaciones bioquimicas se demostrd que la
concentracién de colageno fue mayor en el grupo | a las del resto, sin que es-
tadisticamente las diferencias resultasen significativas. Nosotros concluimos
que el AH aplicado después de la realizacion de una anastomosis traqueal tér-
mino-terminal en perros disminuye la formacion de estenosis e inflamacion tra-
queal postcirugia y mejora la calidad de la cicatrizacion traqueal.

PALABRAS CLAVE: Cicatrizacion traqueal. Estenosis traqueal. Acido hialurénico (AH). Anastomosis traqueal termino-

terminal. Anastomosis traqueal. Fibrosis. Inflamacion.

ABSTRACT
EFFECT OF THE HYALURONIC ACID ON TRACHEAL HEALING. A CANINE EXPERIMENTAL MODE

everal drugs have been used to modulate of the tracheal healing

process in order to prevent tracheal stenosis. Hyaluronic acid (HA) is

a modulator of the fibrogenesis. In this work we evaluate the effect in
order the application of hyaluronic acid has on tracheal healing, after cervi-
cal tracheoplasty in dogs. A cervical tracheal resection and tracheoplasty
was performed in 12 dogs and they were treated following surgery as fo-
llows: Group | (n=6) Topical application of normal saline solution (0.9%) on
the anastomosis site. Group Il Topical application of hyaluronic acid on the
trachea anastomosed. The animals were evaluated clinical, radiological and
tracheoscopically during 4 weeks and were submitted to euthanasia. Ma-
croscopic and microscopic examinations of the tracheal anastomotic healing
were evaluated. Biochemical collagen quantification by the Woessner met-
hod was performed to evaluate the collagen development at the anastomo-

tic site. All the animals survived the surgical procedure and the study time.
No animal presented differences in clinical evaluation. Radiological and en-
doscopical findings both two showed more development of the tracheal ste-
nosis in-group | than in group Il. The tracheoscopy and macroscopic studies
showed major inflammation and development of fibrotic tissue with a firm
consistency in the healing of the group | than in group II. Microscopic exa-
mination in group | showed severe fibrosis and inflammatory reaction. The
group Il presented deposits of a thin and organized collagen fibers and mi-
nimal inflammatory reaction. Biochemical collagen concentration was larger
in-group |, however significanty. We conclude that the hyaluronic acid ap-
plied after cervical tracheoplasty in dogs reduces postsurgical tracheal ste-
nosis and inflammation, as well as improve the quality of the tracheal hea-
ling.
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INTRODUCCION

Los pacientes mantenidos con intubacién pro-
longada para ventilacidn asistida, padecen a con-
secuenca de ella y con cierta frecuencia estenosis
laringo-traqueales, cuyo origen guarda relacion
con los fendmenos de isquemia, necrosis y repara-
cion cicatricial, derivados de la presion ejercida por
el balén o el propio tubo sobre las paredes inter-
nas de la laringe y de la traquea’.

La reseccién del segmento afectado y su poste-
rior reconstruccioén, constituyen en la actualidad los
fundamentos del tratamiento quirdrgico de las este-
nosis laringo-traqueales en los nifios. La complica-
cion mas frecuente de este procedimiento terapéu-
tico es la re-estenosis por fibrosis de la herida.

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 permeabilizacién
con laser, pero desafortunadamente éstas han si-
do solamente de tipo paliativo®®.

También se han utilizado farmacos como los es-
teroides, mitomicina C y antiinflamatorios no esteroi-
déos, con el fin de modular el proceso de cicatri-
zacién y prevenir la formacion de una cicatriz
excesiva, pero ninguno ha tenido el éxito deseado*®.

El acido hialurénico (AH) es un polisacarido de
alto peso molecular que se encuentra involucrado
en gran variedad de funciones biolégicas y durante
el proceso de cicatrizacion de las heridas favorece
la regeneracion y reparacion tisular con menor in-
flamacion vy fibrosis®.

El AH, ha sido utilizado con buenos resultados,
en el tratamiento de la osteocondritis de la rodilla,
produciendo disminucion de la fibrosis cicatricial’,
regeneracion de las heridas de la mucosa nasal®,
para prevenir la formacién de adherencias intrabdo-
minales postquirdrgicas® y como expansor tisular en
la piel. Por lo que pensamos que una area nueva
para su utilizacién seria probar si su aplicacion des-
pués de una anastomosis traqueal término-terminal,
modula el proceso de cicatrizacion traqueal y pre-
viene las estenosis traqueales postquirdrgicas.

En este trabajo evaluamos el efecto de la apli-
cacion de acido hialurénico sobre la cicatrizacion
traqueal, después de realizar anastomosis traqueal
término-terminal cervicales en perros.

MATERIAL Y METODOS
Animales de experimentacion

Se utilizaron 12 perros sanos de ambos sexos

y edades varias, con un peso de entre 15y 18
Kg. Todos los animales fueron tratados de acuer-
do a las Especificaciones Técnicas para el Cuida-
do y Uso de Animales de Laboratorio de la Norma
Oficial Mexicana" y de la Guide for the Care and
Use of Laboratory Animals de los Estados Uni-
dos™.

Los animales fueron divididos en 2 grupos de
estudio:

En los dos grupos se practicé la reseccién de
tres anillos de la traquea cervical y anastomosis
traqueal término-terminal convencional y se trata-
ron de la siguiente forma:

Grupo | (n=6): Reseccion y anastomosis térmi-
no-terminal con aplicacion intraluminal tépica de
solucion salina normal al 0,9% en el sitio de la
anastomosis traqueal.

Grupo Il (n=6): Reseccién y anastomosis térmi-
no-terminal con aplicacién intraluminal tépica de
15 ug de acido hialurénico sobre la anastomosis
traqueal.

A todos los animales de experimentacion se les
premedicé con sulfato de atropina (0.05 mg/kg) SC
(Atropisa, Pisa, Guadalajara, México) y se les su-
ministré hidrocloruro de xilacina como anestésico
(Rompun, Bayer, D.F., México) a dosis de 0.1
mg/Kg y 6 mg/kg de propofol (Recofol, PISA, Gua-
dalajara, México) e inmediatamente después se
les aplicé dipirona (Metamizol Sédico-Nondol-Sec-
tor Salud) a dosis de 28 mg/Kg IV como analgési-
co'. Los animales anestesiados, se colocaron so-
bre la mesa de cirugia en posicién decubito dorsal,
fueron intubados y conectados a un ventilador de
volumen (Harvard Apparatus, Boston MA, USA),
posteriormente se mantuvo la anestesia con iso-
fluorano al 3,5% (VCM Anestesia Machine, YorkS-
hire, England).

Técnica Quirdrgica

Se realizé una incisién media en la region
cervical ventral, se separaron los planos muscu-
lares en la linea media hasta visualizar la tra-
quea, se disecd toda la circunferencia de ésta y
se resecaron tres anillos traqueales, posterior-
mente se realiz6 anastomosis término terminal de
la misma con puntos separados de poliglactin
910, absorbible de 3-0 (Vicryl, Ethicon, New Yer-
sey, USA), finalmente se procedié al cierre por
planos sin dejar drenaje. Todos los animales reci-
bieron tratamiento postoperatorio con penicilina G
(800.000 Ul, IM) y sulfato de estreptomicina por
una semana, asi como analgésico (28 mg/Kg de
Metamizol Sddico).
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Tratamiento

En ambos grupos al finalizar la cirugia y antes
de que los animales se recuperaran de la aneste-
sia, con un broncoscopio rigido de 0 grados y
10mm de diametro (Olympus A5254 Germany),
que se encontraba conectado a un equipo de ci-
rugia videoasistida (Olympus, Germany), se vi-
sualizé la luz de la traquea, se identifico el sitio
de la anastomosis y la imagen fue grabada en vi-
deo. Inmediatamente después mediante una son-
da orogéstrica colocada en el interior del endos-
copio se procedid a la instilacion del tratamiento
sobre la circunferencia interna de la anastomosis
(Figura 1). En el grupo | se aplicaron 3 ml de so-
lucién salina normal (Solucién de cloruro de sodio
0,9%, Pisa, Guadalajara, México) y al grupo Il se
le administraron 15 ug de acido hialurénico (Hya-
luronic acid potasium SALT, Fluka Laboratory
Chemicals, Riedel-deHaén) diluidos en 3 ml de
agua desionizada, este procedimiento se realizé
inmediatamente después de la cirugia y cada ter-
cer dia durante 4 semanas con el animal aneste-
siado.

Evaluacion

Los animales fueron evaluados durante 4 se-
manas después de haberles realizado la cirugia y
aplicado el tratamiento y a todos los perros se les
realizd evaluacion clinica diaria durante la primera
semana post-cirugia y cada tres dias el tiempo
restante del estudio. Como signos inflamatorios se

il

Figura 1. Endoscopia traqueal que muestra el sitio de la
anastomosis traqueal (flecha) y la aplicacién del tratamiento en
un animal del grupo Il, una semana después de la anastomosis

traqueal término-terminal.
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consideraron la presencia de estridor y de disnea
de acuerdo a una escala modificada a la utilizada
por la Medical Research Council*, que esta basa-
da en la severidad de ésta: 0= sin dificultad para
respirar después de correr, 1= dificultad para respi-
rar después de correr, 2= dificultad para respirar
en reposo.

Se realizaron radiografias simples laterales de
cuello inmediatamente después de la cirugia y
cada tercer dia hasta finalizar el estudio, para
evaluar radiograficamente el estado de la sutura.
El objetivo de estas exploraciones era el de de-
terminar el porcentaje de estenosis formado en el
sitio de la anastomosis y la configuracion de la
misma (concéntrica o lateral), para lo que se to-
mé como referencia el diametro ventro-dorsal de
la traquea y con una regla estandar sobre la ra-
diografia, se midi6 en mm el diametro de la por-
cién traqueal anastomosada, el cual se comparé
con la placa control tomada inmediatamente des-
pués de la cirugia. El porcentaje de estenosis se
calculaba obteniendo la diferencia entre ambos
diametros.

Se llevé a cabo el examen endoscépico de la
anastomosis traqueal en el momento de la instila-
cion del tratamiento, con el fin de valorar la cicatri-
zacion, formacidon de estenosis, presencia de
dehiscencia o infeccion y la formacién de fistulas
en el sitio de la anastomosis.

Todas las traqueoscopias se grabaron en video
y el grado de estenosis producido en la anastomo-
sis traqueal se evalud de acuerdo con la clasifica-
cion de Cotton'™: Grado | = 0-50% de obstruccién
de la luz traqueal, Grado Il = 51-70% de obstruc-
cion de la luz traqueal, Grado Il = 71-99% de
obstruccion de la luz traqueal y Grado IV = lumen
traqueal no aparente.

Cuatro semanas después de la intervencién
quirurgica, los animales fueron sacrificados me-
diante la administracién de una sobredosis de
pentobarbital sédico y se llevé a cabo la eva-
luacion macroscopica y microscépica de la sutu-
ra.

Desde el punto de vista macroscoépico, se pro-
cedié a revisar el estado de la anastomosis, espe-
cialmente la cicatrizacién intra y extraluminal. Para
observar con detalle el estado de la mucosa, se
resecO el segmento correspondiente a la anasto-
mosis que se abrié por su porcidon membranosa,
valorando de manera inmediata la existencia o no
de estenosis, el tipo de cicatriz formada, la presen-
cia de dehiscencia o infeccién y la formacién de
fistulas.

Se tomardon muestras de los segmentos traque-
ales anastomosados, para su estudio microscépico,
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que se fijaron en formaldehido al 10%, se incluye-
ron en parafina, se les realizaron cortes de 4 ng,
se tifieron con hematoxilina-eosina y tricromica de
Masson, finalmente se les evalud la presencia de
vasos de neoformacion, inflamacion, fibrosis, infec-
cién o dehiscencia.

Posteriormente se realizaron los estudios bio-
quimicos mediante el método de Woessner, la
concentracién de mg de colageno por g de tejido
traqueal’®. Esta determinacién se realizé en dos
muestras traqueales del mismo animal, una de los
anillos resecados y la otra se tomé de la anasto-
mosis cuando finalizé el estudio.

El analisis estadistico del grado de disnea, por-
centaje de estenosis y la determinacion de colage-
no se realizé mediante Chi cuadrado, ANDEVA vy t-
Student. Los valores de p<0,05 fueron considerados
como significativos.

RESULTADOS

Todos los animales sobrevivieron con lo que se
logré completar el tiempo prefijado de estudio. No
se produjeron en los dos grupos (100% de los ani-
males), diferencias clinicas importantes, ni eventos
que amenazaran la vida de ninguno de ellos, ni
disnea, aunque el 50% (n=3) de los animales del
grupo | presentaron estridor al ladrar, sin que éste
afectase a su ventilacion.

Los estudios radiograficos realizados dos se-
manas después de la anastomosis mostraron
que el 50% (n = 3) de los animales del grupo |
(Chi cuadrado p<0,05), mostraron estenosis con-
céntrica de la luz traqueal del 50% y esta persis-
tié hasta finalizar el estudio. Mientras que el
16,6% (n=1) de los animales del grupo Il tam-
bién presenté estenosis concéntrica menor del
50% de la luz traqueal, sin embargo ésta desa-
parecio al finalizar la tercera semana postcirugia
(Figura 2).

A la evaluaciéon endoscoépica el 100% de los
animales presentaron cicatrizacion de la anasto-
mosis traqueal término-terminal a los 7 dias
posteriores a la cirugia. En los animales del gru-
po | la mucosa se observé edematosa e hiperé-
mica durante las 2 primeras semanas del estu-
dio, mientras que en los perros del grupo Il
estos signos se presentaron durante los prime-
ros 5 dias y desaparecieron en el transcurso de
la segunda semana posterior al procedimiento
quirargico.

La valoracion del grado de estenosis, segun
la clasificacién de Cotton fue la siguiente: 2 ani-
males (33,3%) del grupo I, desarrollaron esteno-

Figura 2. Radiografia cérvico-lateral en la que se puede observar
la estenosis (flecha) desarrollada por un animal del grupo Il, en
la segunda semana postcirugia.

sis traqueal grado | (50%) durante la primera y
segunda semana postcirugia, las cuales evolu-
cionaron a grado Il (Chi cuadrado p<0,05) de
estenosis en la tercera semana post-cirugia y
permanecieron hasta el final del estudio. Estas
estenosis mostraron consistencia firme que im-
pedia el paso del endoscopio. En el grupo Il el
83,4% (n=5) de los animales presenté evolucién
endoscépica satisfactoria (Figura 3) y sélo un
perro (16,6%) presenté estenosis grado | duran-
te todo el estudio, sin embargo ésta era de con-
sistencia laxa y permitié el paso del endoscopio
sin dificultad, ademéas de que involucioné a la
tercera semana posterior al procedimiento qui-
rargico.

Al final de ella, cuando los animales fueron so-
metidos a eutanasia, a la evaluacion macroscépica
ningun animal operado (0%) presentd evidencia al-
guna de dehiscencia, infeccion o formacién de fis-
tulas. En ambos grupos, las anastomosis se en-
contraron bien cicatrizadas. En el 100% de los
animales del grupo | se observé la presencia de
tejido fibroso abundante y de consistencia firme.
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Figura 3. Endoscopia traqueal en la que se observa la cicatriz
formada al final del estudio en un animal tratado con acido
hialurénico.

Mientras que en todos los animales tratados con
acido hialurénico se observd presencia de tejido fi-
broso moderado y de consistencia laxa, asi como
la aparicion de aparentes vasos de neoformacion
tanto sobre el cartilago como sobre la mucosa de
la anastomosis.

Los estudios microscépicos mostraron que en
el grupo | el 100% de los animales desarroll6 fi-
brosis, caracterizada por la formacién de nuevas
fibras de colageno gruesas y desordenadas con
inflamacién severa, principalmente a base de
linfocitos en todas las capas de la traquea (Fi-
gura 4). Un animal (16,6%) de este grupo mos-

Figura 4. Fotomicrografia que muestra la cicatrizacion en un
animal del grupo |, se observa la presencia de un granuloma (G),
el infiltrado inflamatorio severo (flecha) y las fibras de colageno

(C). Tincién H-E, 2,5x.

Figura 5. Fotomicrografia en la que se muestra la buena
cicatrizacion en un animal tratado con acido hialurénico, se
observan las fibras de colageno bien organizadas (C) alrededor
del material de sutura (S). Tincién Masson, 16x.

tr6 presencia de células gigantes a cuerpo ex-
trano en la zona de las suturas. En el grupo I,
el 80% de los perros operados mostraron desa-
rrollo de nuevas fibras de colageno densas, del-
gadas y bien organizadas, asi como fibras elas-
ticas con reaccidén inflamatoria leve (sin
presencia de linfocitos) que involucraba la sub-
mucosa, serosa y lamina propia de la traquea
(Figura 5).

El andlisis bioquimico de los especimenes pro-
cedentes de los animales del grupo | formaron
mas colageno (316 mg/g de tejido) que los del
grupo 1l (216 mg/g de tejido). Sin embargo, la can-
tidad de colageno formado por gramo de tejido tra-
queal al compararla dentro de cada grupo y entre
grupos, no fue estadisticamente significativa
(p=NS, ANDEVA vy t-Student).

DISCUSION

En la practica diaria de la cirugia pediatrica, se
presentan numerosos retos e interrogantes para
quien la ejerce, y uno de ellos es la eleccion del tra-
tamiento adecuado de las estenosis postintubacion,
las cuales requieren de la reseccién y reconstruccion
de segmento traqueal afectado. Sin embargo, la rea-
lizacién de esta técnica quirlrgica, frecuentemente
se complica con reestenosis del segmento traque-
al".

La estenosis traqueal se produce por una fibro-
sis desproporcionada que se debe al exagerado
proceso de reparacién que sucede a la necrosis
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originada por la isquemia de la mucosa y tejido de
soporte traqueales y que se traduce en obstruc-
cion de la luz traqueal que obstaculiza la circu-
lacion de aire en los dos sentidos.

Durante el proceso de cicatrizacidn traqueal, el
tejido de granulacién que se produce juega un pa-
pel importante, ya que puede provocar una cicatriz
extensa y fibrética. La atenuaciéon de ese proceso
de cicatrizaciéon, mediante la acciéon de un agente
modulador puede resultar eficaz en la prevencion
de las estenosis traqueales.

El &cido hialurénico es un modulador de la fi-
brogénesis durante el proceso de cicatrizacion fe-
tal, éste acelera el depdsito del colageno en la
herida y le organiza en un patrén mesenquimato-
so unidireccional y fibrilar muy parecido al nor-
mal, de manera que se evita la formacion de fi-
brosis™.

No hemos encontrado en la bibliografia revisa-
da articulos o trabajos, en los que se valoren los
cambios de cicatrizacién acaecidos en la traquea
después de la aplicacion de acido hialurénico. En
el presente trabajo describimos el efecto de la apli-
cacioén de acido hialurénico sobre la cicatrizacion
traqueal, después de realizar una reseccion seg-
mentaria y anastomosis traqueal término-terminal
en perros.

Los hallazgos clinicos, radiograficos y en-
doscépicos, de todos los animales de experi-
mentacién incluidos en este estudio, mostraron
que en todos los casos se presentd cicatri-
zacidn traqueal, sin embargo la cicatrizacién
observada mediante endoscopia traqueal en los
animales del grupo de &cido hialurénico desde
la primera semana no mostré signos de inflama-
cion a diferencia de la del grupo control, por lo
que se puede pensar que la respuesta inflama-
toria de las heridas traqueales disminuye en
presencia de AH, debido a que éste favorece la
proliferacion de células mesenquimales que
producen un infiltrado inflamatorio monocelular,
el cual disminuye el proceso inflamatorio agudo,
local y periférico™ ™.

Los hallazgos macroscdpicos observados en
este estudio, coinciden con los reportados por
otros autores®?' y sugieren que el desarrollo de ci-
catrices menos fibréticas y laxas formadas en los
animales del grupo Il, se produjo porque el AH du-
rante la inflamacién del proceso de cicatrizacion
actua directamente sobre la funcién de los fibro-
blastos, disminuyendo la produccion de colageno y
tejido cicatricial compacto con lo que se evita la
formacién de cicatrices fibroticas .

Al analizar los hallazgos histoldégicos observa-
dos, la aparicion de linfocitos en los animales del

grupo |, es indicacion evidente de la existencia
de un proceso de inflamaciéon crénica a diferen-
cia de los animales del grupo AH en el que no
se detectaron linfocitos. Estos hallazgos coinci-
den con los de otros autores que mencionan que
en presencia del AH disminuye el infiltrado infla-
matorio y raras veces en éste se observan linfo-
citos® %,

Las células gigantes a cuerpo extrafno que se
observaron en la zona de las suturas de un animal
del grupo | es una respuesta de inflamacion créni-
ca granulomatosa, en la cual el material de sutura
que fue el utilizado para la anastomosis, actué co-
mo un irritante y provoco la fusién de los macroéfa-
gos, que al digerir el referido material dieron lugar
a la formacién de "células gigantes a cuerpo extra-
fo",

Con respecto al desarrollo de fibras de cola-
geno bien organizadas en los animales del gru-
po tratado con AH, nos lleva a la deduccién de
que éste colabora con la cicatrizacién, al condu-
cirla mediante un patrén similar al de la produc-
cion del tejido normal impidiendo la formacién
de fibrosis™.

Aunque en la evaluacién bioquimica no se
presentd diferencia estadistica en la cuantifica-
cion de la cantidad de colageno desarrollado por
mg de tejido entre ambos grupos, la cantidad de
ésta formada en el grupo Il, fue menor, lo que in-
dica que el tratamiento con AH disminuye la for-
macioén de colageno™?® y estos hallazgos coinci-
den con los de otros estudios que describen el
uso de AH en la cicatrizacidon de diferentes teji-
dos7—10,20,21.

De acuerdo con lo expuesto, se puede concluir
que el acido hilurénico aplicado después de la rea-
lizacion de anastomosis traqueal término-terminal
en perros disminuye la formacién de estenosis tra-
queal post-quirurgica disminuye la inflamacién de
las anastomosis, mejora la calidad de la cicatri-
zacion traqueal, ya que organiza y distribuye el co-
lageno en un patrén muy parecido al del tejido
normal.

Finalmente pensamos que son precisos nuevos
estudios con el fin de determinar la posibilidad de
conseguir el mismo efecto de prevenir la formacion
de estenosis de la sutura, disminuyendo el numero
de aplicaciones con la utilizacion de dosis mayo-
res, de la misma manera que cambiando la via de
administracién por la de nebulizaciones. También
seria interesante estudiar la posibilidad de combi-
nar el AH con otros medicamentos, con el propési-
to de mejorar la seguridad y eficacia y de posibili-
tar su empleo clinico en el tratamiento de las
estenosis traqueales.
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