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Efecto del acido hialurénico en la cicatrizacion
de la anastomosis ureteropiélica. Estudio experimental*

Acad. Dr. Ector Jaime Ramirez-Barba,? MIC Javier de Jesiis Quiroz-Guerrero,**
Dr. José Baez-Mendoza,*** Dr. Jorge Martinez-Garcia®

Resumen

Introduccidn: la obstruccién ureteropiélica es la causa con-
génita mas frecuente de uropatia obstructiva en el recién na-
cido. Su reparacion es quirargica y la tasa de recidiva de la
estenosis secundaria a fibrosis en plastias abiertas esde 5 a
12 %, y de 10 a 20 % en plastias endourolégicas. El &cido
hialurénico ha demostrado utilidad para modular la cicatriza-
cién; se busca determinar su efecto en la cicatrizacién de la
anastomosis ureteropiélica.

Material y métodos: estudio experimental, controlado, compa-
rativo y doble ciego. Muestra n = 20, protocolo correcto con
8=26 %, 0. = 0.05, 3 = 0.80. Se utilizaron dos grupos de ratas
Wistar de cuatro meses de edad y peso de 250 a 350 g. Bajo
anestesia general y visién 12x se realiz6 seccién en bisel de la
unién ureteropiélica izquierda y anastomosis término-terminal
con Vicryl® 7-0. Al grupo experimental se le aplicé en la
anastomosis 25 pg de acido hialurénico, al grupo B, placebo. Se
reintervinieron el dia 15 y se cuantificaron las adherencias en
cavidad. Bajo vision microscépica se realizaron cortes de la
anastomosis ureteropiélica, se tifieron con tricrémico de Masson
y se cuantificd el grado de fibrosis. Se utilizd estadistica inferencial
cono =0.05.

Resultados: hubo adherencias en 75 % del grupo Ay 90 % del
grupo placebo (p >0.05). La fibrosis en el grupo experimental fue
significativamente menor (p = 0.043) con media de 534 + 292
micras que en el grupo placebo (728 + 295 micras).
Conclusién: el &cido hialurénico fue Util para disminuir la forma-
cion de fibrosis de la anastomosis ureteropiélica en modelo animal.

Palabras clave: ratas Wistar, obstruccién ureteropiélica,
adherencias, acido hialurénico.

Summary

Background: Ureteropyelic obstruction is the most frequent
congenital cause of obstructive uropathy in the newborn. Its
repair is based on surgical procedures and has a very high
rate of relapse of secondary stenosis to fibrosis (5-12 %) in
open repair and 10-20 % in endo-urological pyeloplasties.
Hyaluronic acid has demonstrated therapeutic utility in
modulating the healing process and its effect in scar formation
from ureteropyelic anastomosis is determined.

Methods: An experimental, controlled, comparative, double
blind study was performed. Sample n = 20 per protocol with
8 =26 %, 0.=0.05, B =0.80. Two groups of Wistar rats, 4 months
of age and weighing between 250 and 350 g, were used. Under
general anesthesia, Vision 12x was used and bevel section was
realized in the left ureteropyelic union and end-to-end anastomo-
sis with Vicryl 7-0. Experimental group was treated with 25 g of
hyaluronic acid and group B was treated with placebo. The rats
were reoperated on the 15" day and adherences in cavity were
quantified. To quantify the degree of fibrosis, samples of
ureteropyelic anastomosis tissue were dyed with Masson
Trichrome and observed microscopically. Inferential statistics
were used with o.= 0.05.

Results: Macroscopic: there were adherences in 75 % of group
A and 90 % of the group B (p >0.05). Microscopic: anastomotic
fibrosis in group A (534 + 292 W) was significantly lower (p =
0.043) than that of group B (728 + 295 L).

Conclusions: Hyaluronic acid plays a role in diminishing the
formation of fibrosis from ureteropyelic anastomosis in an
animal model.

Key words: Wistar rats, ureteropyelic obstruction, adhesions,
hyaluronic acid.
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Introduccion

La obstruccion de la unién ureteropiélica es la causa congéni-
ta mas frecuente de uropatia obstructiva en el recién nacido.
El tratamiento es quirdrgico en los casos que se confirma la
obstruccion.t

De 1800 a 1890, la nefrectomia fue € tratamiento de elec-
cion de laobstruccién de launion ureteropiélica. Luego se utili-
zaron diversas técnicas con muchos fracasos. En 1929 se cont6
por primeravez con la piel ografia descendente (desarrollada por
Swick), que aunada a nuevas técnicas quirdrgicas hizo sisteméa-
tica la operacion de la unién ureteropiélica. Ormond observé
gue apesar de lareparacion del rifién obstruido, era muy comun
lamalaevolucion quellegabaafallarenal. En 1946, Anderson e
Hynés publicaron su experiencia con unatécnicaque requeriala
completa transeccion del uretero, reseccion de la zona de este-
nosis, espatular el ureteroy posteriormente realizar anastomosis
término-terminal en diamante de launion ureteropiélica, y aun-
gue esta técnica se utilizo inicialmente en la correccion de un
uretero retrocavo, marcé un paso importante. Actualmente la
técnica mas utilizada en la cirugia abierta para la reparacion de
la obstruccion de la unién ureteropiélicat

Las complicaciones posoperatorias tempranas incluyen in-
feccion, hemorragiay edema. Lacomplicacion tardia esla este-
nosis de la anastomosis. Floyd informé 22 casos de reestenosis
de la union ureteropiélica; siendo la principal la fibrosis y la
formacién de cicatriz.? La recurrencia de la estenosis se trata
con reintervencion quirdrgica abierta, y dada la fibrosis secun-
daria a la primera cirugia es mucho € tiempo invertido en €
abordaje hasta la exposicion renal y la diseccion del uretero
especificamente en la union ureteropiélica, ya que la diseccion
debe de ser meticulosa para evitar mas dafio.®* Actualmente se
han encaminado los estudios a tratamiento de la complicacion
(estenosis) por medio de endourol ogia paraevitar todo el proce-
so fibroso a que se enfrenta una segunda intervencién abierta.®
Sin embargo, no hay estudios dirigidosaprevenir lafibrosisy la
estenosis, y no hay investigaciones sobre el mecanismo de cica-
trizacion propiamente dicho de esta region.

Lacicatrizacion fetal puede orientar |as estrategias terapéuti-
cas que ayuden a modificar la cicatrizacion y la fibrosis. Las
heridas en |osfetos de humanosy animales sanan caracteristica-
mente con unagran disminucién en laformacion detejido fibro-
so. Estahipétesis estribaesencialmenteen ladiferenciaqueexiste
en los niveles de &cido hialurénico en el feto y en el adulto. El
acido hialurénico es un polisacérido lineal con unidades de
disacéridos repetidas, que se encuentraen altas concentraciones
enlamatriz extracelular en el proceso de cicatrizacion. Los efec-
tos reportados del &cido hialurénico son su capacidad para dis-
minuir la repuesta inflamatoria, inhibicion de la liberacion de
proteasas de los leucocitos y de los radicales libres de los
macrofagos. Los macréfagos [levan en su membrana receptores
CD44 de hiauranato, los cuales modulan la respuesta de las

citoquinas. Cuando ocurrelareparacion de heridas en €l feto, se
mantienen concentraciones elevadas de acido hialurénico en el
sitio de lalesion, éste organiza la disposicion de la colagenay
favorecelaproliferaciony movilizacién celular temprana, detal
modo que se origina cicatriz fina sin fibrosis y nula retraccion.
Este fendmeno fue primeramente observado en la experiencia
encirugiafetal del Programadetratamiento fetal delaUniversi-
dad de San Francisco, California, desde 1981.58

La cicatrizacion se atribuy6 a la presencia de una matriz
extracelular con componentes estructurales macromoleculares
diferentes comparados con la matriz extracelular del adulto; en
particular, con la aparicién de un ambiente rico en acido
hialurénico que facilita la movilidad celular, la proliferacién
celular y laregeneracion.8®

De Pama-Krummel y colaboradores'® demostraron que la
matriz extracelular contiene grandes concentraciones de &cido
hialurénico, un disacarido compuesto de D-&cido glucurdnico
y N-acetil-D-glucosamina {->4)-B-D-GlucA-(1->3)-B-D-
GIuNAc-(1->}.1*12 Se considera que esta alta concentracién de
acido hialurénico se debe a la presencia de una glicoproteina
[lamada actividad estimuladora de &cido hialurénico (AEAH),
dicho factor esta presente en la herida fetal por periodos pro-
longados, 1o cua resulta en una respuesta prolongada rica en
acido hiaurénico de la herida fetal, mecanismo completamente
ausente en la herida del adulto. En el adulto € &cido hialuronico
se presenta en menor concentracion y desaparece rapidamente
dado que no existe estimulo constante para su produccion (dé-
ficit de AEAH), ademés que es degradado por la presencia de la
enzima hialuronidasa (acido hialurénico’ asa), depositandose
entonces glicosaminoglicanos sulfactados que dan origen a la
formacion de cicatriz.*¢ En  feto, laAEAH no stlo estimulala
produccion de &cido hialurénico y mantiene concentraciones
Optimas en € sitio de lalesidn, sino también inhibe la accién de
la enzima hialuronidasa por tiempo prolongado.

Estudios realizados en corderos hembras gestantes reporta-
ron la concentracion de &cido hialurénico (por ser e elemento
principal de la matriz extracelular) en las heridas fetdles y la
compararon con la concentracion de acido hialurénico en el
adulto. En la herida del adulto, para el tercer dia se encontré un
nivel de acido hialurénico de 7.0 + 1.2 mg/ml, con decremento
importante al séptimo dia, aproximadamente de 0 £ 0.9 mg/ml, y
para € dia 21 no se encontraron niveles de &cido hialurénico.
En € feto la cantidad de &cido hialurénico para el tercer diafue
de 4.6 + 1.4 mg/ml. En contraste con € adulto € nivel del acido
hialurénico permanece elevado (4.6 £ 1.4 mg/ml) durante 21
dias, con disminucién lenta hasta el tercer mes.>1718

Considerando lo anterior y tomando en cuenta la necesi-
dad de mantener concentraciones tempranas, altas y prolon-
gadas de acido hialurénico en el sitio de la lesion para una
curacion sin fibrosis, existe la posibilidad de modular la repa-
racion de tgjidos del nifio y del adulto de manera que la herida
sane en la forma més parecida a la del feto.'® Existen informes
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de la utilidad terapéutica del acido hialurénico en diversas
areas de la medicina como en otorrinolaringologia, que lo han
utilizado para modular la cicatrizacién después de cirugiade la
mucosa nasal® y en el tratamiento de la perforacion de la
membrana timpanica.?* Otras aplicaciones clinicas estan en
reumatologia, dermatologia y ortopedia.?

No existen en la literatura reportes sobre la utilizacion de
acido hialurénico como recurso terapéutico para la manipula-
cién de regeneracion del tgjido urinario (ureteros, pelvisrena o
uretra) sometido a una intervencién quirdrgica, de aqui €l in-
terés del presente estudio.

Material y métodos

Disefio: estudio experimental, controlado, comparativo y doble
ciego, aprobado por el Comité de Investigacion, Eticay
Bioseguridad de la Facultad de Medicina de la Universidad de
Guanajuato, con registro 111-01, el 18 de octubre de 2001. Fue
financiado parcia mente por el Consgjo Estatal de Cienciay Tec-
nologia mediante el convenio SSG/Concyteg-202-019.
Muestra: el tamafio de la muestra se calcul6 con el método de
diferencia de proporciones con € programa Primer of Biosta-
tistics version de Stanton A. Glantz, considerando un nivel de
significancia de 0.05 y potencia de 80 %, resultando en 20 por
cada grupo protocolo correcto.

Criterios de inclusion: ratas macho de la raza Wistar, de
cuatro meses de edad y con peso entre 250 y 350 g.

Criterios de no inclusion: ratas que presentaran alguna
complicacién anestésica inmediata o que tuvieran alguna anor-
malidad anatémica en la region quirdrgica a estudiar, identifi-
cada al momento de la cirugia.

Criterios de exclusion: ratas que murieran antes de los 15
dias preestablecidos para la reintervencién, por infeccion o
complicaciones quirdrgicas como la eventracion, evisceracion,
ileo intestinal y obstruccién intestinal por bridas. También las
gue adquirieran o desarrollaran alguna enfermedad no inhe-
rente a estudio.

Variables: de intervencidn: tratamiento con &cido hia-
lurénico o placebo; de desenlace: caracteristicas de la fibrosis
en la region de la anastomosis ureteropiélica a tratamiento.

Procedimiento: en el Departamento de Cirugia Experimen-
tal de la Facultad de Medicina de Ledn seredlizo € cortey la
anastomosis de la union ureteropiélica de 40 ratas Wistar divi-
didas aleatoriamente en dos grupos:

e Grupo A: sele aplico &cido hialurénico.
e Grupo B: se le administr6 placebo (solucion saling).

Lacicatrizacion delaanastomosis se valoré macroy micros-
copicamente a los 15 dias de la operacion.

Técnica quirlrgica: cada rata fue intervenida bajo aneste-
siagenera con droperidol adosis de 1.5 mg/kg y ketamina 1.5

mg/kg de peso intramuscular, dosis Unica. Se fij6 alatabla de
diseccion y se rasur6 la pared abdominal. Se realizd asepsia
con Isodine® y alcohol. Bajo vision con lentillas de aumento
3x, seincidid en la linea media disecando por planos hasta
identificar el rifion y launion ureteropiélica. Bajo vision de 12x
se realizd seccidn en bisel de la unidn ureteropiélicaizquierda,
posteriormente se efectud la anastomosis término-terminal con
Vicryl 7-0®. Se aplico la dosis de &cido hialurénico o placebo
en la pared del uretero y se suturd la pared abdominal por
planos con Vicryl® y nylon 3-0.

Tratamiento: las ratas se distribuyeron en dos grupos de
20 ratas en forma aleatoria:

e Grupo A: se le aplicé medicamento del frasco etiquetado
COmo non.

» Grupo B: que se le aplico medicamento del frasco etiqueta-
do como par.

El &cido hialurénico utilizado fue adquirido de la empresa
Sigma Aldrich. Los frascos y etiquetas que contenian €l &cido
hialurénico y el placebo fueron conocidos y preparados por €l
jefe del Laboratorio de Microbiologiade laFacultad de Medici-
nade Ledn. Al realizar la anastomosis se administraron 0.5 ml,
que contenia 25 pg/ml de &cido hialurénico o placebo en la pa
red ureteral. La solucion se administré aleatoriamente del frasco
non o par seglin correspondiera a caso.

Antibiéticos: al momento de la cirugia se administré en
formaintramuscular amikacina, 15 mg/kg de peso intramuscul ar
en dosis Unica.

Alimentacién: Posterior a la cirugia, los dos grupos fueron
alimentadas igual —nutrimentos especificos para las ratas
Wistar—, asi como con ingesta de agua a libre demanda.

Reoperacién: a dia quince del posoperatorio se reinter-
vinieron realizandoles nefroureterectomia izquierda. Se estu-
di6 la regién de la anastomosis en forma macroscépica
(magnificada con lentes de aumento 4x). Se registro la presen-
cia 0 ausencia de adherencias y caracteristicas de las mismas
de acuerdo con laescala utilizada. A cada pieza selerealizaron
cortes de la zona anastomética (anastomosis) bajo vision con
microscopio quirdrgico, las muestras se procesaron en €l De-
partamento de Patologia del Hospital Regiona de Lebn. Los
cortes se tifieron con tricromico de Masson y fueron analiza-
dos por un patélogo quien desconocia €l grupo a que perte-
necian las muestras de tgjido. Previamente se le proporciona-
ron rifiones y ureteros sanos para el conocimiento y estanda-
rizacion de la morfologia e histologia normal de la rata.
Microscépicamente se midié en la zona de la anastomosis la
cantidad de fibrosis con una regla graduada en micras que se
adaptaba a ocular del microscopio.

Se consideraron las siguientes variables con sus definiciones:

« Adherencias abdominales: estructuras fibréticas que co-
rren en forma de liga calificadas, asi como la firmeza de
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Cuadro I. Grado de severidad de las adherencias a los 15
dias del posoperatorio segun la escala de Diamond
modificada por Evrard®

Grado de severidad
0 1 2 3

Grupo

Adherencias en cavidad abdominal

Acido hialurénico (n) 5 5 3 7

Placebo (n) 2 7 2 9
Adherencias en el area anastomotica

Acido hialurénico (n) 3 8 5 4

Placebo (n) 1 7 5 7

adhesién entre los 6rganos abdominales y el uretero en el
&rea de la anastomosis.

» Densidad de las adherencias: se midié con la escala de
Diamond modificada por Evrard,® graduandolas de 0 a 3 de
la siguiente manera: grado O, sin adherencias; grado 1, po-
cas adherencias y separables fécilmente; grado 2, modera
das adherencias, dificilmente separables; grado 3, adheren-
Cias severas, se requieren instrumentos para su separacion.

» Fibrosis microscopica: depdsito de coldgena tipo | desde
la membrana basal del epitelio hasta la serosa del uretero,
en laregion de la anastomosis. La colagenatipo | setifie de
azul con latécnica de tincion de trocromico de Masson. Se
midié con método lineal, en micras por campo microscopi-
co a40x.

Andlisis estadistico: se realizd con la prueba de t de Student
para muestras independientes, Z para diferencia de proporcio-
nesy U de Mann-Whitney con un nivel de confianza del 95 %.

Terminado el proceso se procedié a la apertura de los so-
bres para identificar los grupos experimental y placebo.

Resultados

Durante la aplicacion de la anestesia fallecieron tres ratas, por
lo que no fueron incluidas en el estudio. Ningin animal de
experimentacién presentd anormalidades anatdmicas en la re-

Cuadro Il. Fibrosis en micras en la zona de la anastomosis

Grupo Media DE p*
Acido hialurénico (n = 20) 534 292 0.043
Placebo (n = 20) 728 295

DE = desviacion estandar
* t Student —2.90, 38 grados de libertad

gion quirdrgica a estudiar, complicaciones quirdrgicas posope-
ratorias ni fallecié antes de los quince dias del posoperatorio.

Se encontraron adherencias macroscépicas en 82 % de las
ratas (33/40). No se apreciaron diferencias significativas entre
los gruposA (75 %) y B (90 %), p > 0.05.

La severidad de las adherencias en la cavidad abdominal en
el grupo A fue en promedio de 1.6 + 1.23, y en el grupo B, de 2
+ 1.11. Enlazonaanastomética, de 1.5+ 1 en el grupo A, y de
1.9+ 0.96 en € grupo B. Las diferencias encontradas no fueron
estadisticamente significativas (p > 0.05, cuadro |).

La fibrosis desarrollada en la zona de anastomosis fue eva-
luada con 205 cortes microscopicos, siendo significativamente
menor (cuadro 11) en &l grupo tratado con écido hialurénico, con
un rango de 230 a 1100 micrasy en e grupo B, de 300 a 1460
micras (figuras 1 a4). En el cuadro |11 se muestra ademas que
75 % del grupo A tiene menos de 640 micras de fibrosis, mien-
tras que el grupo placebo se encuentra por arriba de las 700
micras.

Discusion

El &cido hialurénico es una potente macromolécula
bioactiva de derivacion celular que esta involucrada en mu-
chas funciones celulares tales como migracion, invasion, pro-
liferacion, transformacién y mitosis. Con base en estas carac-
teristicas y buscando una regeneracion tisular con la minima
fibrosis, aplicamos é&cido hialurénico en la pared del uretero
que se anastomoso a la pelvis renal. Al realizar la evaluacién
microscopica identificamos que se formé menos fibrosis en la
zona de la anastomosis, y ademas de disminuir la cantidad de
fibrosis €l efecto positivo fue significativo, ya que en 75 % de
los ureteros tratados el grosor de la fibrosis formada en la
anastomosis fue menor de 640 micras, 35 % menos que en €l
grupo control. Aun cuando no fue posible comparar nuestros
resultados porque no encontramos otros estudios en los que
se haya aplicado &cido hialurénico en el tejido ureteral, en
otros tgjidos si se ha demostrado la disminucién de la fibrosis
formada a aplicar el acido hialurénico, como los trabajos de

Cuadro lll. Grosor de la fibrosis en la zona anastomética

Grupo

Placebo
(n =20)

Acido hialurénico
(n =20)

Intervalo en micras

230-435
436-640
641-845
846-050
1051-1255
1256-1460

Ok Wk O ©
P P O OTW
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Figura 1. Corte microscopico de la unién ureteropiélica tefiido
con tricrémico de Masson donde se aprecia el espesor de la
fibrosis (raya negra), proveniente del grupo tratado con acido
hialurénico.

Soldati en cirugia de mucosa nasal y de Chauvin en perfora-
ciones de membrana timpanica. ! En el tejido urinario sélo
esta reportado el efecto negativo que se ha encontrado por €l
déficit de &cido hialurénico. Da-Silva?* informa una serie de 10
pacientes con estenosis de uretra bulbar en los que la con-
centracion de écido hialurénico en la zona de la estenosis esté4
disminuidahastaen 49.9 % en comparacion con €l tejido uretral
normal.

Otro factor importante en los casos de reobstruccion es la
inflamacion y fibrosis periureteral (extrinseca).? En nuestro es-
tudio se presentaron adherencias intraabdominales en 87 % de
las ratas. Consideramos que la alta incidencia de adherencias

Figura 2. Corte microscoépico de la unién ureteropiélica tefii-
do con tricrémico de Masson donde se aprecia el espesor
de la fibrosis (raya negra), proveniente del grupo tratado con
acido hialurénico.

es secundaria a la respuesta inflamatoria originada por €l con-
tacto de la cavidad con la orina que se extravasa al momento
de la plastia y en cuatro de los casos por fuga de orina en la
zona de la anastomosis.

Ya se ha indicado la utilidad del &cido hialurénico en la
prevencion de adherencias intraabdominales en modelos ani-
males como lo hace Kramer?® en cerdos, Sawada?® en ratones
y Rodgers en congjos.?” En nuestro estudio no se utilizé acido
hialurénico en lacavidad con lafinalidad de evitar adherencias,
se aplico exclusivamente en lapared ureteral del sitio de anasto-
mosis.

Figura 3. Corte microscopico de la unién ureteropiélica tefii-
do con tricrémico de Masson donde se aprecia el espesor
de la fibrosis (raya negra), proveniente del grupo placebo.

Figura 4. Corte microscopico de la unién ureteropiélica tefii-
do con tricrémico de Masson donde se aprecia el espesor
de la fibrosis (raya negra), proveniente del grupo placebo.
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El tema de cémo resolver el problema sigue en debate”®* y
pareceria conveniente realizar estudios en los que se aplique
acido hialurénico en la cavidad con el propésito de disminuir
las adherencias periureterales y la cantidad de fibrosis extrin-
seca por un lado, asi como verificar si esta disminucién en el
modelo con ratas es aplicable a otros modelos.
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