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N T RUDU ON

1.1 Anatomia del oido

El oido humano es un 6rgano par, localizado en los laterales del tercio medio facial, y
encargado de realizar dos funciones fundamentales: la audicion y participar en el sistema
del equilibrio. Esta situado en el hueso temporal y se distinguen tres porciones bien
diferenciadas: el oido externo, el oido medio y el oido interno.

Las porciones que tendran relacion con este trabajo son las dos primeras:

1.1.1 Oido externo

Esta compuesto por el pabellon auricular y el meato o conducto auditivo externo (Figura
1). En cuanto a sus funciones cabe destacar la proteccion del oido medio, la estética facial

y amplificar la intensidad de la onda sonora.
El pabellén es una estructura principalmente cartilaginosa cubierta por piel, en la cual se
distinguen una serie de caras y relieves, siendo los mas relevantes el hélix, antihélix,

trago, antitrago, la concha y el 16bulo.

El conducto auditivo externo (CAE) mide aproximadamente 25 mm y presenta una

curvatura oblicua de fuera a dentro y de atras a delante, adoptando una forma sigmoidea
con concavidad posterior e inferior. Se compone de un tercio externo fibrocartilaginoso

y dos tercios internos 6seos (1).
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Figura 1. A. Corte transversal conducto auditivo externo. B. Corte coronal conducto auditivo
externo (2). 1. Concha; 2. Trago; 3. Incisuras cartilaginosas del conducto auditivo
(Duverney,Santorini); 4. Condilo mandibular; 5. Conducto auditivo externo; 6. Caja timpanica;

7. Seno lateral ; 8. Prolongacion parotidea; 9. Nervio facial (tercera porcion); 10 . Pars cupulari

1.1.2 Oido medio

El oido medio (OM) estd compuesto por la caja del timpano, los anexos mastoideos y la
trompa de Eustaquio.

Esta cubierto por un epitelio pseudorrespiratorio, cuyas células mucosas y ciliadas se
encuentran distribuidas en mayor cantidad en la porcidn mas anteroinferior del OM
mientras que van disminuyendo en numero conforme nos desplazamos posteriormente,

estando practicamente ausentes en el antro mastoideo (3).

La caja del timpano es una cavidad 6sea de morfologia paralelepipeda delimitada por seis

caras, correspondiéndose la cara mas lateral a la membrana timpanica, la medial a la cara
laberintica, la superior a la tegmentaria, la inferior conocida también como yugular, la
anterior o carotidea/tubdrica y, por tltimo, la posterior o mastoidea. Contiene la cadena
de huesecillos, formada por el martillo, yunque y estribo, con sus anexos ligamentosos y

musculares (4).

De los anexos mastoideos cabe destacar el antro mastoideo, considerado como la celdilla

de mayor tamafio de la mastoides y que se comunica directamente con la caja timpanica

a través del additus ad antrum.
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La trompa de Estaquio es un conducto oteocondromembranoso que comunica la caja del

timpano con la nasofaringe. Est4 constituida por un tercio 6seo posterolateral y por dos
tercios condromembranosos anteromediales, formando estos tltimos una luz virtual que
permanece cerrada en condiciones normales. Se abre de forma activa gracias a la
contraccion principalmente de los musculos periestafilinos externo e interno (tensor y
elevador del velo del paladar respectivamente), y de forma pasiva durante maniobras tales
como la deglucion, bostezo y estornudos, o bien maniobras provocadas como la maniobra
de Valsalva. Su principal funcion es igualar las presiones entre el oido medio y el oido
externo, hecho fundamental y requerido para un correcto funcionamiento del oido. Otra
de sus funciones es la de proteccion frente al ascenso de microorganismos o sustancias
nocivas que provengan del cavum, y el aclaramiento de las secreciones originadas en el

oido medio (3).

1.2 Membrana timpanica

Anatomicamente, se caracteriza por su forma eliptica orientada hacia abajo y afuera, con
una inclinacion de unos 45° en el adulto (algo mas horizontalizada en el nifio). Mide
aproximadamente 10 mm de altura y 9 mm de anchura, con un grosor que puede variar
de 0,05 a 0,09 mm, y se puede dividir en cuatro cuadrantes: anteriores superior € inferior
y posteriores superior e inferior. Tiene una capa medial cubierta por mucosa y otra lateral
cubierta por epitelio. Ademas, se distinguen dos segmentos anatomicos diferentes: la pars
tensa y la pars flaccida o membrana de Shrapnell, separadas por los ligamentos

timpanomaleolares (4).

La pars tensa ocupa la mayoria de la superficie de la membrana timpénica, y mide entre
8 y 9 mm de ancho y entre 9 y 10 mm de alto (5,6). Se caracteriza por su forma de embudo,
situdndose en su centro un punto ligeramente hundido respecto el resto, aproximadamente
2 mm, que se denomina umbo y que corresponde a la zona de insercion del extremo caudal
del mango del martillo. Ademads, podemos identificar el mango propiamente dicho y la

apofisis lateral del martillo.
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También es punto de referencia el conocido como triangulo luminoso, que no es mas que
el reflejo ocasionado por la luz al iluminar la membrana, y que se situa en el cuadrante

antero-inferior (Figura 2).

La pars tensa se continia con el annulus o anillo fibroso de Gerlach, anillo
fibrocartilaginoso formado por un engrosamiento de la capa fibrosa del timpano, que se
encaja en el surco timpanico (ranura en el hueso temporal) cuyos limites van desde la
espina timpanica mayor y menor del hueso timpanico hasta los ligamentos

timpanomaleolares (5).

La pars flaccida es la mas superior, por encima de los ligamentos timpanomaleolares, y
se inserta en la escama temporal sin el anillo fibroso. Tiene forma triangular con base

superior, mide 2 mm y es menos rigida que la pars tensa (4).

Figura 2: Membrana timpénica humana: A) Pars flacida; B) Pars tensa

Tanto anatdémica como histoldégicamente, la membrana timpanica de rata es muy parecida
a la membrana timpanica humana, con pequenas particularidades. Entre otras cosas,
destaca su menor tamafio, teniendo un didmetro anteroposterior entre 2.2 y 2.4 mm, asi
como un mayor tamafio proporcional de su pars flaccida, que corresponde

aproximadamente a un 1/3 de su pars tensa (7) (Figura 3).
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Figura 3: Membrana timpéanica de rata: (A) Pars flacida; B) Pars tensa

1.2.1 Histologia de la membrana timpanica humana

A dia de hoy se sabe que la pars flaccida es mas gruesa que la pars tensa, siendo el espesor
de la primera de entre 0,03 y 0,23 mm, mientras que el de la pars tensa varia entre 0,03 y

0,09 (5.8).

La pars flaccida estd compuesta por tres capas: la capa externa o epidérmica, la capa
media o ldmina propia y la capa interna mucosa.

La capa externa epidérmica es una continuacion de la epidermis del CAE y estd
constituida por entre 5 y 10 hileras de células epiteliales, con abundantes fibrillas de

queratina.
Por otro lado, la lamina propia estd compuesta por abundantes fibras eldsticas y de
colageno desorganizadas, siendo considerablemente mas ancha que en la pars tensa. En

esta capa también se encuentran numerosos capilares y fibras nerviosas.

Por ultimo, la capa interna mucosa estd formada por células escamosas simples en su

mayoria, habiendo otras areas con epitelio cilindrico pseudoestratificado y epitelio cubico

bajo (5).

La pars tensa estd compuesta por las mismas tres capas, aunque con algunas distinciones.
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La capa externa es similar a la de la pars flacida, aunque pudiendo tener un menor nimero
de hileras que varia entre 2 y 10 de células epiteliales (epitelio escamoso estratificado)
(8-10). Dentro de esta capa podemos encontrar cuatro estratos diferentes (Figura 4): el

stratum corneum, el stratum granulosum, el stratum spinosum y el stratum basale (5,11).

Se ha demostrado en multiples estudios que su grosor varia en funcion de la region de la
membrana timpanica, siendo las zonas mas gruesas las correspondientes al umbo, al
anulus y al mango del martillo (10,12—-14). Ademas, se ha comprobado la existencia en
estas regiones de “centros proliferativos”, también denominados “centros de crecimiento
del epitelio”, que se caracterizan por presentar una mayor capacidad mitdtica respecto al
resto de la membrana. El epitelio generado en estos centros va migrando progresivamente

hacia al resto de la superficie de la membrana (10,12—16).

e e e ey =]

=1 STAATUM CORNEUM
@ GE STRATUM GRANULOSUM

=1 STRATUM SPINOSUM
— Jsm_ MALPIGHII

‘I STRATUM BASALE
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|~ SUBEPICEAMAL CONNECTIVE TISSUE LAVEA

LAMINA PROPAIA 5 QUTER RAD'ATE COLLAGEROUS LAYER

- | |NNER CIRCULAR COLLAGENOUS LAYER

e SUBMUCOSIL CONRECTIVE TeSSUE LATER

7 b MUCOSAL EPITHELIUN

QUCOUS uvcﬂ-‘
indatied ;

Fig. 3
A schematic diagram of the pars tensa depicting :
[} epidermal layer ; 2) lamina propria ; and 3) mucosal
epithelium. Drawing by Nancy Sally. (Reproduced from
DJ Lin In the Otolaryngology (2nd ed.) Ed. by Paparella
& Shumrick (ed.), W. B. Saunpers [980).

Figura 4: Capas de la membrana timpanica (17)
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En la capa media o ldmina propia es donde mas diferencias hay, pudiendo observar una

primera lamina de tejido conectivo subepitelial, con abundantes fibras de colageno y
fibras elasticas de disposicion irregular. También presenta un plexo vascular externo y
fibras nerviosas en su interior (5,17). Se corresponde con la continuacion de la lamina
propia de la pars flacida.

Se sigue de una capa fibrosa media que contiene fibras coldgenas y se subdivide en una
lamina externa de fibras radiales y una lamina interna de fibras circulares.

Por ultimo, tiene una ldmina de tejido conectivo laxo submucoso, parecido al de la capa
subepitelial aunque maés fina. También posee una red vascular interna y otro plexo venoso
(5,17,18).

Por ultimo, tenemos la capa interna mucosa que se continua con la mucosa de la cavidad

del oido medio, formada por epitelio ctibico simple, alternandose con zonas de epitelio

cilindrico pseudoestratificado (5).

1.2.2 Vascularizacion de la membrana timpanica

Se puede dividir en dos sistemas bien diferenciados (Figuras 5 y 6):

Por un lado, un plexo interno o plexo anular, denominado asi por discurrir a lo largo del

anulus, formando un anillo a través de la capa submucosa de la 1amina propia. Proviene
de las arterias timpdanica anterior y posterior (19). También se ha descrito la participacion
de la arteria auricular profunda (20). Hay distintas opiniones sobre el origen de cada uno
de estos vasos, coincidiendo la mayoria en la maxilar interna, rama a su vez de la cardtida

externa (19). Otros autores sugieren su origen de la arteria auricular posterior (17,21,22).

Por otro lado, un plexo externo o plexo maleolar, compuesto por las arterias maleolares,

ramas de la arteria auricular profunda, a su vez rama de la arteria maxilar interna.
Discurren por el mango del martillo hasta que llegan al umbo. También irrigan a la pars

flaccida por medio de ramificaciones (9,17,19,22).
En la periferia de la pars tensa se produce la anastomosis entre los dos sistemas.

De forma paralela al sistema arterial se encuentra el sistema venoso, que en su mayoria

drena hacia el oido medio (9,19).
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En un estudio llevado a cabo por Applebaum y colaboradores se observd una mayor
vascularizacion en la mitad posterior de la membrana timpanica, fundamentalmente a
expensas de las ramas del plexo maleolar. Por otro lado, en la porcién anterior se observo
mucha menor vascularizacioén, dependiendo fundamentalmente del plexo anular. Este
hallazgo podria justificar en parte el mayor fracaso observado en el cierre de

perforaciones timpanicas anteriores (20).
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Figura 5: Vision de la vascularizacion en la pared lateral del oido medio (21)
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Lateral view of the medial wall
Anterior crural  Tensor tympani  Geniculate  Lesser petrosal nerve Labyrinthine artery
Descending branch of antery muscle ganglion and superior tympanic Superficial petrosal

superficial petrosal artery antery
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Stapes

Facial nerve and
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Figura 6: Vision de la vascularizacion en la pared medial del oido medio (21)

1.2.3 Histologia y vascularizacion de la membrana timpanica de rata

La membrana timpanica de rata es muy parecida a la humana, aunque es de menor espesor
que ésta, teniendo entre 0,004 y 0,006 mm de grosor (23), frente a los entre 0,03 y 0,09

mm de la humana.

La pars flacida y la pars tensa poseen igualmente tres capas fundamentales: una externa

epidérmica, una intermedia de tejido conectivo y una interna mucosa. Sin embargo, aqui
son de menor grosor, como puede ser la capa externa epidérmica de la pars tensa que esta
formada por 2 -3 hileras de cé€lulas epiteliales escamosas (24,25). La capa media conectiva
de la pars tensa también se caracteriza por abundantes fibras coldgenas agrupadas en una

disposicion radial externa y circular interna, existiendo entre estas dos una capa muy fina

de fibras oblicuas (23,25).

En las ratas también se distingue un plexo vascular anular y otro maleolar, aunque, a
diferencia de lo que ocurre en humanos, apenas existe una anastomosis entre ambos

sistemas.
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Presenta un sistema venoso paralelo al arterial y, del mismo modo, presenta una
vascularizacidon mas pronunciada en su porcion timpanica posterior frente a la anterior

(26).

1.3 Perforacion timpanica

Se denomina perforacion timpanica a la solucion de continuidad que tiene lugar en la
membrana timpanica, creando una comunicacion entre el oido externo y el medio.
Cuando esto ocurre, se altera la movilidad y vibracion normal del timpano, pudiendo

conllevar la pérdida de audicion en distintos grados (27).

Puede ocurrir a cualquier edad y su etiologia es multiple, destacando entre las causas mas
frecuentes las otitis medias agudas de repeticion o crénicas y los traumatismos. Otras
causas descritas son las secundarias a barotraumas, la presencia de una onda expansiva,
los traumatismos cefalicos, los traumatismos acusticos, secundaria a la introduccion de
objetos, o de forma iatrogénica en cirugias o manipulaciones como la extraccion de

cerumen con lavado otico (27,28).

Tradicionalmente se han clasificado en tres grandes grupos: centrales, marginales y
subtotales o totales. Las perforaciones centrales, en ocasiones denominadas también no
marginales, son aquellas que tienen lugar en la pars tensa y mantienen un reborde
timpanico de 360° alrededor de la perforacion (29). Por otro lado, las perforaciones
marginales quedan definidas como aquellas en las que hay una ausencia de dicho reborde
timpanico en cualquier punto de la perforacion, estando en contacto con el anillo fibroso
de Gerlach. También se considera una perforacion marginal cuando se localiza en la pars
flaccida (30). Por ultimo, se considera una perforacion subtotal cuando se afectan al

menos 3 cuadrantes, y una perforacion total cuando se afecta a la totalidad timpanica (31).

En funcién del tiempo de evolucion se clasifican en agudas o cronicas, siendo estas
ultimas aquellas que persisten durante mas de 3 meses, independientemente de si
presentan o no otorrea asociada (32). Si nos referimos al ambito experimental, se

considera una perforacion cronica cuando dura de 8 a 15 semanas (33).

-30-



La clinica variara segun la etiologia, pudiendo cursar con un dolor stbito acompanado de

hipoacusia, otorrea u otorragia, vértigo o tinnitus.

La mayoria de las perforaciones traumaticas y agudas cierran espontaneamente,
existiendo un porcentaje de cierre, segun los distintos estudios, de entre un 80 y 94%,
independientemente del origen (34,35). Sin embargo, se sabe que cuanto mayor es el
tamafio de la perforacion o mayores son los procesos infecciosos que asocie, presenta

menos posibilidades de cierre espontaneo (36—40).

Por lo tanto, se puede decir que existe una serie de factores que dificultan el cierre
espontaneo, mientras que hay otros que lo favorecen.

Como acabamos de comentar, el tamafo es un factor determinante para lograr el cierre
de la perforacion. Numerosos estudios han demostrado que cuanto mayor es el tamafio de
la perforacion, mas tiempo tarda en cerrarse, de forma directamente proporcional
(35,41,42). Segin Lou, ante grandes perforaciones traumaticas, la tasa de cierre

espontaneo es mucho menor, variando entre un 11 y 56% (43).

El origen de la perforacion también condiciona el éxito del cierre espontaneo o quirurgico.
Cuando la causa es un traumatismo o bien un episodio agudo y aislado de una otitis media
agua (OMA), el pronostico es mejor que en aquellas perforaciones debidas a otitis medias
cronicas (OMC) (44). Sin embargo, existen excepciones dentro de las de origen
traumatico como son aquellas producidas por sustancias corrosivas o bien por calor en
contacto directo, debido a la necrosis que tiene lugar en la membrana timpanica (41,42).
La presencia de infeccion perjudica a la capacidad de cierre, ya sea como origen de la
perforacion (OMC) o bien como consecuencia suya, por ejemplo, por la entrada de agua

al oido medio a través de la perforacion (35,39).
En cuanto a la localizacion, no estd claro que interfiera en la posibilidad de cierre
espontaneo, habiendo estudios en los que no se encontraron diferencias (39,42). Por otro

lado, algunos sugieren peor cierre en las de localizacion anterior (20).

Por ultimo, la edad es otro factor que ha sido ampliamente estudiado. Se piensa que tiene

lugar un cierre mas precoz en aquellos pacientes mas jovenes. Esto se justificaria por los
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cambios anatdmicos que tienen lugar en la membrana timpanica con la edad, como la
alteracion en las fibras de colageno y aumento de elastina, asi como la disminucion de la
vascularizacion. Aun asi, no se ha demostrado una menor tasa de cierre final en pacientes
de mayor edad (39,42).

El otro extremo seria la edad pediatrica, que presenta mas incidencia de reperforaciones
tras cierre quirdrgico o fracasos en el cierre espontaneo, generalmente asociado a la
presencia de hipertrofia adenoidea o rinitis que asocian una disfuncion de la trompa de
Eustaquio, ocasionando otitis medias serosas recurrentes. Aun asi, hay controversia en
cuanto a la edad idénea para la realizacion de cirugia en este grupo, habiéndose visto

porcentajes globales de cierre similares en adultos (45).

1.3.1 Otitis media cronica

La otitis media se define como una inflamacion o infeccion del oido medio, y se
diferencian distintos subtipos, como son la otitis media aguda, la otitis media crénica
efusiva o seromucosa, la otitis media cronica colesteatomatosa, y la otitis media crénica
simple o mucosa abierta (3,46).

Esta tltima es una de las causas mas frecuentes de perforacion cronificada y, por tanto,
una de las principales causas de intervencion quirirgica para la reconstruccion de la

membrana timpanica o miringoplastia.

La otitis media cronica simple, supurativa o mucosa abierta se define por la inflamacion
cronica de la mucosa del oido medio y cavidad mastoidea, junto con la presencia de una
perforacion timpanica (3). Sin embargo, a dia de hoy no hay consenso respecto a la
duracion (47,48), siendo para la Organizacion Mundial de la Salud la presencia de otorrea
a través de una perforacion timpanica durante méas de dos semanas (49), mientras que
otros establecen un minimo de seis semanas (50,51) o incluso més de tres meses (52). Se

estima que afecta a mas de 300 millones de personas a nivel mundial (49).
Por otro lado, se acepta que la otitis media cronica surge de la continuacidon y no

resolucion de una otitis media aguda en el tiempo, ya sea por haber recibido un

tratamiento incompleto o insatisfactorio (53).
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De este modo, se podria decir que cuando una otitis media aguda se complica con una
perforacion timpanica, puede evolucionar en cuatro posibles escenarios distintos: en
primer lugar, que se resuelva la otitis media aguda y que el defecto timpanico cierre
espontaneamente; en segundo lugar, que la otitis media cure pero la perforacion se
cronifique; en tercer lugar, que tanto la otitis media como la perforacion persistan,
convirtiéndose en una otitis media crénica supurativa; y en cuarto lugar, que tenga lugar

una complicacion de una otitis media supurativa (32).

Es importante tener en cuenta estos conceptos ya que, a menudo, el término otitis media
cronica se confunde con el simple hecho de ver una perforacion cronificada en la
membrana timpanica sin inflamacion del oido medio asociada.

Por otro lado, una perforacion cronificada podria facilitar el desarrollo de una otitis media
aguda y secundariamente una otitis media cronica, debido a la comunicacion del oido
medio con el oido externo y, por lo tanto, la mayor facilidad para la entrada de gérmenes

desde el exterior (32).

Otros autores hablan de otitis media cronica activa, en casos de presencia recurrente de
otorrea, o bien de otitis media cronica inactiva, cuando hay una perforacion permanente

seca pero que previamente habia pasado por la fase otorreica (49).

A su vez, las otitis mucosas abiertas se pueden clasificar en cuatro estadios en funcion del
nivel de inflamacidn presente en la mucosa (Figuras 7, 8 y 9). Se habla de estadio 1 si
presenta una mucosa eritematosa, estadio 2 si ademas de eritematosa asocia secrecion,
estadio 3 cuando presenta tejido polipoideo, y estado 4 cuando presenta tejido polipoideo

y secrecion (52).

Por otro lado, la afectacion auditiva que puede asociar suele ser una hipoacusia
transmisiva con una afectacion de entre 20 y 50-60 dB. Si la pérdida auditiva supera los
30-35 dB deberemos pensar en una afectacion de la cadena de huesecillos (54), y si supera

los 60 dB se debe sospechar un dafio coclear simultaneo (55).

En cuanto a los factores microbiologicos implicados en la otitis media cronica, los

gérmenes que se aislan con mas frecuencia son la Pseudomona aeruginosa, seguida del
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Staphylococcus aureus, 'y en menor medida el Haemophilus influenzae y el Proteus

mirabilis (3,56,57).

Figura 7 y 8: Otitis mucosa abierta izquierda en estadio 1 (izquierda) y en estadio 2 (derecha)

respectivamente. Se aprecia el aspecto mas edematoso y secretor de la segunda (52)

Figura 9: Otitis mucosa abierta derecha en estado 4. Se puede apreciar la presencia de polipos a

nivel de promontorio ocupando la perforacion, asi como otorrea asociada (52)

1.3.2 Cicatrizacion de la membrana timpanica

En primer lugar, tiene lugar un incremento de la permeabilidad vascular, lo cual
secundariamente facilita la fase inflamatoria gracias a la llegada de neutréfilos y otras

células inflamatorias. Seguidamente, comienza la fase proliferativa que, a diferencia de
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lo que ocurre en el resto del organismo (donde lo que prolifera en primer lugar es el
estroma), comienza en la capa mas superficial de la membrana timpanica, la capa
epitelial, para posteriormente crecer en profundidad hacia la capa media (41). La
explicacion para este fenomeno estd en la presencia de los centros proliferativos que
comentamos con anterioridad, que van a ser los responsables de generar nuevas células

epiteliales capaces de migrar por la membrana timpanica.

A continuacion, tiene lugar la proliferacion de la capa media, que suele generar un tejido
conectivo mas desorganizado, con gran cantidad de colageno y fibroblastos.

Por ultimo, una vez que se ha cerrado por completo, comienza la fase de remodelacion,
de modo que, aunque se mantenga la desorganizacidn estructural de la capa media, de

modo global se consigue un neotimpano lo més parecido posible al original (44,58,59).

Cabe destacar que, en los casos en los que no se consigue el cierre completo de la
perforacion, tras finalizar la fase inflamatoria, el borde de la perforacion se fibrosa y
queda cubierto por un epitelio avascular. Por ello, en caso de realizar una miringoplastia,
serd precisa la exéresis de dicho borde para conseguir una mejor vascularizacion del borde

de la perforacion que favorezca su cierre (20,60,61).

1.3.3 Cronificacion de una perforacion timpanica en modelo animal

Como ya hemos comentado, desde el punto de vista experimental, se considera una
perforacion timpanica cronificada cuando dura de 8 a 15 semanas (33,62).

Desde los afios 90 se han llevado a cabo multiples ensayos con modelos animales para
estudiar la cronificacion de las perforaciones timpanicas. Para ello, se han utilizado

distintos instrumentos y sustancias con diferentes resultados.

Por un lado, se pueden diferenciar aquellas incisiones en la membrana timpanica
(miringotomias) realizadas con bisturi frio o con laser. Los tipos de laser empleados con
tal fin son el laser de CO2 y el laser de Argon. El primero se caracteriza por tener mayor
potenciay se ha demostrado su utilidad en ensayos realizados en ratas y en humanos para
cronificar perforaciones timpanicas (63,64). El laser de Argon es menos potente aunque

también se ha utilizado para la cronificacion de perforaciones timpanicas en modelos con
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ratas (65). La principal desventaja respecto al bisturi frio es su menor disponibilidad y

mayor coste.

La capacidad de regeneracion de la membrana timpanica da lugar, en muchas ocasiones,
al cierre espontaneo de la perforacion realizada. Por ello, se ha estudiado la aplicacion de
diferentes sustancias para dificultar el proceso de cicatrizacién y conseguir menores tasas
de cierre espontaneo o, lo que es lo mismo. mayores tasas de cronificacion de la

perforacion.

Respecto a estas sustancias podemos nombrar, entre otras, al 5 — Fluorouracilo, agente

quimioterapico antimetabolito que dificulta la capacidad de division celular y que ha sido
usado en modelos de cronificacion de perforaciones en ratas (66).

Otra sustancia utilizada para tal fin es la Halofuginona, agente antiprotozoario que
dificulta la neovascularizacion y el crecimiento de tejido conjuntivo. Con su uso, las
perforaciones tienen una duraciéon media de 3 semanas (67), siendo algo mayor que las 2
semanas de media conseguidas con la Colchicina (68), farmaco con propiedades
antimitoticas.

También se ha utilizado la Hidrocortisona en ratas (69), que afecta a los componentes del

tejido conjuntivo, y el Glutaraldehido en perros (70), siendo un producto quimico toxico

que frena el desarrollo vascular y produce la desnaturalizaciéon de las proteinas.

Por ultimo, una de las sustancias mas utilizadas en modelo animal para la cronificacion
de una perforacion timpanica es la Mitomicina C. Se trata de un antibiotico antitumoral
que produce una interrupcidon en la replicacion del ADN al impedir la mitosis y la
formacion de proteinas. Ademas, se caracteriza por dificultar la replicacion de las células
epiteliales y de los fibroblastos. Ha sido utilizada tanto en ratas (71-73) como en
congjillos de indias (74,75), obteniéndose diferentes resultados segtn la duraciéon de la

aplicacion o bien si se aplicaba antes o después de la realizacion de la miringotomia.

Otra modalidad de uso de la mitomicina C es la combinacion con otras sustancias, como
la dexametasona (76,77). Con esta combinacion se han visto mejores resultados, llegando
a obtener una cronificacion de hasta 3 meses. Nuestro estudio se basara en el modelo de

cronificacion establecido por nuestro equipo de investigacion, llevado a cabo por Tomas
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Esteban y colaboradores, en el que se utiliz6 Mitomicina C a una dosis de 0.4 mg/ml,
aplicada durante 10 minutos previa realizacion de la miringtomia. Los dias 3,7,10 y 14

posteriores a la mirngotomia, se les aplicaba Dexametasona a una dosis de 4 mg/ml.

1.4 Timpanoplastia

La timpanoplastia es una técnica quirurgica que consiste en la reconstruccion de la
membrana timpanica y de la cadena osicular en caso de ser necesario. Con ello, lo que se
pretende es restablecer una continuidad entre la membrana timpénica y la ventana oval,

para poder obtener una correcta transmision de la onda sonora y prevenir infecciones.

El primer autor descrito en la literatura que intent6 cerrar una perforacion timpanica fue
Banzer, en 1640, utilizando para ello un trozo de cuerno de alce recubierto con vejiga de

cerdo (78).

Posteriormente, Itard describe en 1821 la utilizacion de lana de algodon para mejorar la
funcion auditiva de un paciente, colocandolo al fondo del conducto auditivo externo (79).
Otra curiosa aportacion fue la de Deleau, que publicd en 1830 la utilizacion de cebolla

para crear una membrana timpanica artificial, en mas de 25 casos (80).

En 1849 Yearsley publico una técnica en la que se aplicaba un fragmento circular de

algodon sobre las perforaciones timpanicas para mejorar la hipoacusia de los pacientes

(81).

Pocos afos después, en 1852, Joseph Toynbee fabricé una protesis removible que
consistia en una goma endurecida con forma circular que simulaba una membrana
timpanica, conectada mediante un alambre de plata para su colocacion y extraccion

(82,83).
La definicion del término miringoplastia la dio por primera vez Emil Berthold en 1878.

Su trabajo consistidé en realizar una desepitelizacion de la membrana timpénica para

posteriormente aplicar por encima de la perforacidon un injerto de piel (84).
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Durante muchos afios la cirugia otoldgica fue experimentando con distintas técnicas y
materiales hasta que, a partir de los afios 50, se produjeron grandes cambios gracias a la
aparicion y utilizacion del microscopio Optico en la microcirugia de oido, asi como el

desarrollo de un correcto instrumental microquirtrgico apropiado.

Actualmente se distinguen cinco tipos de timpanoplastias, cuyas caracteristicas se basan
en los trabajos y clasificaciones llevadas a cabo en los afios 50 por Zollner y Wullstein
(85,86)

- Tipol, que consiste en la reparacion de la membrana timpanica perforada en presencia
de una cadena osicular normal. Es lo que se conoce también como miringoplastia y
es la implicada en este trabajo.

- Tipo II, en la que ademas de la perforacion timpénica, se observa una erosion del
martillo, realizdndose el cierre con un injerto adosado al yunque o remanente del
martillo, o con una protesis parcial entre martillo y cabezuela del estribo.

- Tipo III, en la que unicamente se conserva la integridad del estribo, y en la reparacion
el injerto queda en contacto con la supraestructura del estribo, o bien una protesis
entre el neotimpano y la cabezuela del estribo.

- Tipo IV, en la que tinicamente permanece la platina movil y el injerto va sobre esta o
con columelizacion entre el neotimpano y la platina.

- Tipo V, en la que la platina esta fija y precisa de apertura de la misma.

1.4.1 Material de injerto

En este estudio nos interesa la realizacién de la timpanoplastia tipo I o miringoplastia,
para la cual es necesario utilizar un injerto para cerrar la perforacion timpanica. Como
principio general, cuanto mas rigido sea el material utilizado para el cierre, mas estable
es la reconstruccion con respecto a los cambios de presion y a las anomalias ventilatorias,

pero peor es la transmision del sonido (86).

Tal y como hemos comenzado a ver en el apartado anterior, son numerosos los materiales
que se han ido utilizando a lo largo de la historia para intentar solucionar las perforaciones
timpanicas y mejorar la funcion auditiva. A continuacidon podemos ver una tabla que

resume los principales materiales utilizados hasta principios de siglo XX (Tabla 1) (54).
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Tabla 1: Materiales utilizados como membrana timpanica artificial (54)

FECHA AUTOR MATERIAL UTILIZADO

1640 Banzer Fragmento de vejiga de cerdo previamente estirada y colocada en el
extremo de un tubo de marfil

1815 Autenrieth Trozo de vejiga de pescado seca y barnizada colocada en el extremo
eliptico de un tubo de plomo

1821 Itard Lana de algodén

1830 Deleau Madera o la parte central de la cebolla

1841 Paciente de Yearsley Papel humedecido con saliva

1845 Paciente de Wilde Trozo de tocino, tostado sobre una vela

1845 LincKe Tubos de plata o de oro delgados y cdnicos el final de los cuales estaba
cubierto con una pieza de piel de pescado

1848 Yearsley Bolita de lana de algodé6n

1849 Erhard Pelota de guata

1852 Toynbee Caucho indio vulcanizado

1879 McKeown Coloide

1881 Turnbull Intestino de cordero

1883 Bezold Acido bérico

1883 Tangeman Injerto autélogo de piel

1883 Blake Papel de escribir cortado en el tamafio adecuado y humedecido con
agua

1883 Politzer Modificacién del timpano Toynbee afiadiendo estribo de cadaver

1883 Hartmann Hueso de pescado y guata

1886 Berthold Membrana vitelina de un huevo

1890 Schalle Trozos de lino

1890 Kosegarten Alumbre en polvo

1907 Gomperz Vaselina/parafina y hoja de plata quimicamente pura

Posteriormente, comenzaron a utilizarse injertos autdlogos o heterélogos, como es el caso

de la primera miringoplastia realizada en 1878 por Emil Berthold usando un injerto de

piel.

Se ha descrito una gran variedad de injertos con este fin, siendo de los primeros los

injertos cutaneos extraidos de la region retroauricular, del antebrazo o del propio conducto

auditivo externo (87). Estos tenian muchos problemas, como la mala integracion, la

presencia de foliculos pilosos o glandulas, las infecciones y la formacion de colesteatomas

1atrogénicos (88).
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Otros materiales ampliamente utilizados han sido los injertos de vena (89,90), con
tendencia a atrofiarse y a producir reperforaciones, ademas de presentar una extraccion
mas laboriosa que otros injertos (88); o los injertos de grasa, siendo extraida generalmente
del lobulo del pabellon auricular al estar en el mismo campo quirtrgico, y util para
perforaciones de pequefio tamafio. Sin embargo, es un tejido fragil y que puede sufrir

retracciones (86).

Los injertos mas utilizados en la actualidad son los injertos autdlogos de fascia del

musculo temporal, de pericondrio tragal y de cartilago (91).

Fascia temporal:

Se trata de la aponeurosis que recubre el musculo temporal. Entre sus propiedades destaca
por ser un injerto de espesor reducido, por ser facil de obtener al encontrarse en el mismo
campo quirurgico, y por disponer de una gran cantidad que nos permite elaborar injertos
de gran tamafio en caso de ser necesario (92). Una vez extraida, es importante limpiarla

de los restos de grasa o musculo que pueda tener adheridos (86).

Pericondrio:

Generalmente se obtiene el pericondrio del cartilago tragal. Para ello, se suele extraer el
fragmento de cartilago con el pericondrio y, posteriomente, se diseca y separa este ultimo
del primero. Una vez separado el pericondrio, el cartilago tragal puede volver a insertarse
en su sitio, de modo que no se pierde el soporte cartilaginoso a este nivel del pabellon
auricular. Entre sus ventajas se caracteriza por ser mas facil de manipular y por disminuir
el tiempo quirurgico respecto al uso de la fascia temporal (93). Como inconveniente,

debido a su menor tamaio, puede ser insuficiente en perforaciones de mayor amplitud.

Cartilago:

Se obtiene fundamentalmente del trago, aunque también se ha descrito la utilizacion del
cartilago de la concha (94), y puede ser utilizado con su pericondrio incluido o sin €l. Se
caracteriza por su mayor rigidez respecto a otros injertos, lo cual le otorga cierta ventaja
en determinados casos al presentar mas consistencia y, por consiguiente, dar lugar a
menos retracciones timpanicas, siendo especialmente util en aquellos casos de disfuncion

tubarica (95). Sin embargo, entre sus inconvenientes se describe una peor conduccion del
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sonido debido al grosor del injerto y peor movilidad timpanica, hecho que se consigue
solventar disminuyendo el grosor del cartilago segin han demostrado algunos autores
(95-97). Otro problema es que da lugar a neo-timpanos opacos, con pérdida de su

transparencia y peor control de la caja timpanica.

Ademas, cabe destacar que en las ultimas décadas estd cobrando importancia la terapia
con cé¢lulas madres mesenquimales en distintos campos de la medicina, extendiéndose
mas alla de la hematologia (98—100). Un estudio llevado a cabo por Rahman y col
demostrd, en un modelo animal con ratas, una mejor tasa de cierre de perforaciones
timpanicas (40%) en sujetos a los que se les aplico células madres mesenquimales, frente
a los controles (10%) (101).

En la misma linea, la membrana amnidtica supone una importante fuente de células madre
multipotentes y esta ampliamente aceptada y utilizada en el ambito de la medicina

regenerativa (102,103).

Por otro lado, se pueden encontrar numerosos estudios en la literatura en los que se
utilizan distintos materiales no autélogos, con resultados muy diversos.

En una revision sistematica realizada recientemente por Ghanad I et all (104), en la cual
se incluyeron un total de 61 articulos tras aplicar los criterios de exclusion, se describen
los siguientes materiales no autdlogos con sus respectivas tasas de cierre, teniendo en
cuenta el conjunto total de las perforaciones agudas y cronicas: parche de papel (71,1%),
Steri-Strip (96,8%), gelatina (86,1%), acido hialurdénico (89,8%), factores de crecimiento
(84,5%), celulosa bacteriana (88,2%), atelocolageno (42,1%), submucosa del intestino

delgado porcino (96,4%) y lamina de silicona (64,6%).

Como podemos ver, son muchos los materiales de injerto descritos para la realizacion de
timpanoplastias, con muchos estudios al respecto, y con tasas de cierre parecidas, lo cual

nos hace pensar que no se ha encontrado aun un unico material idéoneo para dicho fin.
Todos estos datos pueden llevarnos a considerar tener en cuenta otros factores, mas alla

del porcentaje de cierre obtenido, a la hora de elegir un tipo de injerto u otro, como puede

ser las diferencias en el tiempo quirtrgico, las complicaciones postquirdrgicas o la
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ganancia auditiva, asi como la calidad de la neo-membrana para permitir un mejor control

de la caja timpéanica en el postoperatorio.

1.4.2 Técnica quirurgica

Existen diferentes vias de abordaje para la realizacion de la timpanoplastia. La eleccion
de la incision a realizar dependerd fundamentalmente del tamafo y localizacién de la
perforacion, asi como del tamafio del meato auditivo. Las més habituales son la endoaural,

la retroauricular y la tanscanalar.

Para perforaciones de pequefio tamafio o bien las no marginales cuyos bordes se controlan
en su totalidad, el abordaje transcanalar es el de eleccion. Sin embargo, para perforaciones
de mayor tamafio, sin buen control de sus bordes o bien con un conducto auditivo externo

tortuoso que limita la vision, es preferible el abordaje retroauricular o endoaural (105).

Abordaje transcanalar

Se realiza a través del conducto auditivo externo con la ayuda de un espéculo. Consta de
una incision superior a las 12 horas a la altura de la ap6fisis corta del martillo hacia el
hueso del CAE, una incision inferior a las 6 horas desde el annulus hacia el hueso del
CAE, y una ultima incision circunferencial posterior en el CAE que va a unir las dos
anteriores (Figura 10). Esta incision circunferencial debe hacerse de arriba abajo para
evitar desgarrar la fina piel del conducto (105).

Con este tipo de abordaje habra que realizar una incision adicional para la obtencion del

injerto.
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Figura 10: Abordaje transcanalar (54)

Abordaje endoaural

También se realiza a través del CAE, pero se afiaden otras incisiones externas al meato
que permiten una mayor exposicion y, ademas, acceso a injertos.

El primero en proponer este abordaje fue Lempert, disefiando unas incisiones para
mejorar el acceso en la cirugia de la otoesclerosis (106). Posteriormente, distintos autores
fueron proponiendo modificaciones en las incisiones.

Este abordaje es méas rapido y menos agresivo que el retroauricular, y permite la obtencion

de injertos para la reconstruccion.

Se realiza una incision intercartilaginosa, entre el cartilago del trago y la raiz del hélix,
estando en contacto constantemente con el hueso del CAE. Se extiende paralelamente a
la porcion anterior del hélix con una forma ligeramente curvada (Figura 11).

Se continua con una segunda incision con forma semicircunferencial situada a 4-5 mm
medialmente del comienzo de la pared posterior del CAE, con una posicion entre las 12
horas y las 6 horas, coincidiendo con la unién osteocartilaginosa. Se consigue una buena

exposicion con la ayuda de retractores (107).
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Figura 11: Abordaje endoaural: a la izquierda incision en amarillo, a la derecha exposicion con

ayuda de retractores (107)

Abordaje retroauricular

Esta via es la mas utilizada en casos de amplias perforaciones, CAES con una gran
prominencia de la pared anterior, o aquellos casos en los que se necesita asociar una
mastoidectomia.

La incision se realiza unos 2 mm detras del surco retroauricular formado entre el pabellon
auricular y la mastoides. Sin embargo, si se necesita la realizacion de colgajos se realizara
hasta con 1,5 cm de separacion (107). Se extiende superiormente desde el borde superior
del hélix y desciende hasta la punta de la mastoides en su parte mas inferior (Figura 12).
Con esta incision se consigue una amplia exposicion de la fascia temporal que nos permite
obtener un injerto de gran tamafo.

Después se realiza un despegamiento de todo el tejido subcutaneo y se localiza el plano
subperiostico, realizando un despegamiento hacia anterior de todo el pabellon auricular
hasta localizar el CAE, para realizar una incision desde posterior a este nivel. Se continua
realizando la prolongacion de las incisiones del CAE y el levantamiento del colgajo

timpanomeatal (105).
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Figura 12: Abordaje retroauricular: a la izquierda incision retroauricular, a la derecha incision

en el CAE desde acceso posterior (107)

La cirugia se puede realizar con anestesia general o bien con anestesia local y sedacion,
en funcion de las preferencias del paciente y del cirujano. En cualquier caso, es
fundamental una buena infiltracion con una mezcla de anestésico y adrenalina para

conseguir una buena vasoconstriccion que disminuya el sangrado y facilite la cirugia.

A continuacion, es fundamental reavivar los bordes de la perforacion para eliminar su

anillo fibroso y asi conseguir una mejor vascularizacién que facilitara la cicatrizacion.

En cuanto a la disposicion del injerto utilizado para la reparacion de la membrana
timpanica, este puede ser colocado mediante una técnica inlay, medial o lateral.

La téctina inlay, “butterfly” o del injerto incrustado se lleva a cabo mediante un fragmento

de cartilago que debe ser ligeramente mas grande que la perforacion para poder encajarlo.
Los bordes del cartilago se tallan con una incision circunferencial que permita su
colocacion a modo de diabolo, de forma similar a la colocacion de un tubo de ventilacion
transtimpanico (54). A diferencia de las otras técnicas, en esta no se realizan incisiones

en el CAE ni se precisa de un material de soporte.

La técnica medial o underlay (Figura 13), denominada asi cuando se coloca por debajo

del annulus y la capa fibrosa timpanica, es mas facil de elaborar, pero se caracteriza por
no tener un soporte medial, por lo que corre el riesgo de hundirse. Para evitarlo se rellena

la caja timpanica de un material de soporte (gelita, espongostan).
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Figura 13: Técnica medial con sus distintos pasos de izquierda a derecha: incisiones;

levantamiento del colgajo con exposicion de la caja timpanica; colocacion del injerto medial al

annulus y recolocacion de colgajos (108)

La técnica lateral u overlay (Figura 14) es aquella en la que el injerto se localiza lateral

al annulus y resto timpanico, previa desepitelizacion completa de los restos de membrana
timpanica (88).

La principal dificultad de esta técnica radica en la correcta eliminacion de los restos
epiteliales para evitar la posterior formacion de un colesteatoma. Para ello, una vez que
alcanzamos el annulus durante el despegamiento, proseguiremos entre la capa epitelial y
la fibrosa del timpano para ir separandola hasta llegar a la perforacién en toda su extension

(108).
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Figura 14: Técnica lateral con sus distintos pasos de izquierda a derecha: incisiones,

levantamiento de colgajo y desepitelizacion; colocacion de injerto lateral al annulus;

recolocacion de colgajos (108)

Enunarevision de la literatura llevada a cabo por Massimiliano Nardone y colaboradores,
en la que se analizaron mas de 1000 pacientes, se describe una tasa global de cierre de la
perforacion timpanica de 82,1%. Analizdndola de forma individual, observaron una
mayor tasa de éxito en el cierre con la técnica lateral (86,9%) frente a la técnica medial

(77,3%), incluyendo las reperforaciones ocurridas a los 10 afos de seguimiento (109).

Como variacion, se ha descrito recientemente una técnica denominada doble medial y
lateral que combina ambas técnicas anteriormente descritas y que, segun los autores,

consigue mejores tasas de cierre (de hasta el 95%) que las otras técnicas (110).

1.4.3 Objetivos de la timpanoplastia

Es importante conocer que el principal objetivo de la miringoplastia es lograr la integridad
de la membrana timpdanica para poder aislar el oido medio del externo, evitando con ello
la presencia de infecciones por continuidad o incluso el desarrollo de un colesteatoma por

desplazamiento de células epidérmicas a través de la perforacion.

De forma secundaria, la cirugia podria beneficiar la audicion del paciente si se consigue

una buena calidad del neotimpano que permita una buena movilidad, asi como una
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continuidad con la cadena osicular para lograr una adecuada transmision del sonido. En

este aspecto los resultados pueden ser mas variables (54).

1.5 Placenta y membranas fetales

La placenta es un 6rgano fundamental para el intercambio de gases y nutrientes entre el
feto y la madre, permitiendo asi el correcto desarrollo y crecimiento fetal.

Estd compuesta por el cordon umbilical, las membranas (amnion y corion), las
vellosidades y la decidua (111).

Por una parte, tiene un origen fetal, proveniente de una porcion del saco coridnico, y por
otra parte un origen materno, la decidua, que deriva del endometrio. Esta tltima se

denominard decidua basal, parietal o capsular en funcion de su localizaciéon (112,113).

El corion es la membrana fetal que cubre el saco coridnico y que esta en contacto directo
con la membrana materna (decidua). Durante el desarrollo embrionario y placentario, la
cavidad coridnica rodeada por el corion va disminuyendo de tamafio a expensas del
crecimiento del saco amnidtico, rodeado por el amnios.

Inicialmente, el saco coridnico esta cubierto por completo por vellosidades corionicas
que, a medida que el saco crece, se comprimen junto a la decidua capsular, llegando a
degenerar en esta zona. Esto da lugar a la diferenciacion del corion liso y el corion velloso.

Este ultimo se fusiona con la decidua basal materna (Figura 15).
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Figura 15: C a F) Secciones sagitales de un ttero gravido (gestante) desde la semana 5 a la 22,

que muestra la relacion cambiante entre las membranas fetales y la decidua (113)

El amnios 0 membrana amniotica es la membrana mds interna embrionaria y rodea el
saco amniotico, que a su vez contiene al liquido amnidtico, el cual protege al feto y brinda
un medio adecuado para su crecimiento. Como hemos comentado, el saco amnidtico crece
mas que el saco coridnico, produciéndose finalmente la union del amnios y el corion liso
con la formacion de la membrana amniocoridonica. Aunque ambas capas quedan
adyacentes, no estan completamente fusionadas, de manera que pueden separarse

facilmente mediante diseccion roma (114).

Finalmente, esta membrana se fusiona con la decidua capsular que posteriormente

degenerara y, tras la desaparicion de esta parte de la decidua, se adhiere a la decidua
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parietal. En el momento en que se rompe la membrana amniocorionica es cuando se

produce la salida de liquido amniotico a través del ttero y vagina.

1.5.1 Caracteristicas macroscopicas e histologia de la membrana amniética

La membrana amniotica (amnios o amnion) tiene un espesor medio de 0,2 a 0,4 mm.

Se caracteriza macroscopicamente por ser de aspecto liso, brillante, transparente, con una
coloracion ligeramente grisacea-azulada. Es avascular y carece de conexiones nerviosas
o linfaticas. Para su uso, el amnios debe ser separado del corion y la placenta lo mas

pronto posible tras el alumbramiento (111,115).

Histologicamente se puede dividir en tres capas, una capa epitelial adyacente al feto, una
membrana basal y el estroma. El estroma a su vez se divide en una capa compacta, una
capa fibrobléstica y una capa externa esponjosa (Figura 16) (116,117).

La capa epitelial estd compuesta por c€lulas cuboides, denominadas células del epitelio
amniotico humano, y distribuidas como una monocapa sobre la membrana basal.

La membrana basal se encuentra sobre una capa de estroma de tejido conectivo,
caracterizado por la abundante presencia de colageno y de escasas células (fibroblastos y
células madre mesenquimales amnioticas). Se subdivide en una capa compacta, otra
fibroblastica y otra esponjosa (111).

Es importante recalcar la presencia de dos tipos de células madres, las epiteliales y las
mesenquimales, cuya intervencion sera fundamental para las distintas propiedades de la

membrana.
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Epitelio
Membrana basal

Capa compacta

Capa esponjosa

Membrana basal

Trofoblastos

Figura 16: Corte semifino (1 pm) transversal de la membrana fetal humana de 40 semanas de
gestacion obtenida mediante cesarea programada. Se distinguen las dos regiones que la
constituyen: amnios y corion (20X) (Modificada de la Tesis de Maestria de Guadalupe Garcia-

Lépez, UNAM, 2007) (117)

1.5.2 Propiedades de la membrana amniotica

Se caracteriza por presentar abundantes factores de crecimiento y citoquinas que le

otorgan una serie de propiedades a destacar:

Es especialmente util para ayudar en una adecuada reepitelizacion, pudiendo acelerar

dicho proceso. Algunos de los factores de crecimiento que intervienen para ello son el

FGF-6, VEGF, KGF, HGF y NT-4 entre otros (115,116)

Posee propiedades antiinflamatorias mediadas por algunas interleuquinas (ej: IL-10, IL-
1, IL-1Ra). También contribuye en ello su capacidad para atrapar células inflamatorias e

inducirles la apoptosis (116).

Destaca una capacidad dual frente a la angiogénesis. Por un lado, posee factores

antiangiogénicos potentes como pueden ser endostatinas o el factor inhibidor de la

metaloproteasa (TIMP-1, 2, 3 y 4) entre otros. Las células del epitelio amnidtico son
capaces de suprimir la proliferacion capilar y, ademads, junto con las células madre

mesenquimales amnidticas, producen coldgeno XVIII que tiene propiedades
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antiangiogénicas (116). Esto es especialmente util en enfermedades corneales que cursan
con neovascularizacion (115).

Por otro lado, se ha evidenciado una actividad pro-angiogénica favorecida por factores

como PDGF o VEGF, secretados por las células madre mesenquimales, cuya utilidad

destaca para el tratamiento de ulceras cutdneas y cicatrizacion de heridas (116).

Actta como inhibidor de la fibrosis mediante una regulacion a la baja de la expresion de

TGF-B3 y su receptor, promoviendo la curacion de las heridas en lugar de la formacion

de cicatrices.

También presenta propiedades antibacterianas, especialmente contra bacterias gram-

positivas y gram-negativas, entre las cuales destaca Klebsiella pneumonia, Streptococcus
pyogenes, Pseudomonas aeruginosa, Staphylococcus aureus y Shigella flexneri (116).
Por un lado, como se ha visto al ser utilizada en defectos corneales, se postula que al
producirse el cierre bioldgico de la herida sobre la que se aplica, se produce una
instauracion mas rapida de tejido de granulacidon con buena vascularizacion que facilita
la presencia de leucocitos y la eliminacion de restos necréticos (115).

Por otro lado, se ha visto que intervienen factores como son la elafina, HBD-2 y 3, la

transferrina o la lisozima entre otros (116).

Presenta una escasa inmunogenicidad que se atribuye a la baja expresion de HLA-A, B,

Cy DR, asi como a la ausencia de expresion de CD86, CD40, CD80. Gracias a esto se ha
visto que no produce respuestas inmunoldgicas a nivel local en el lugar del implante, y
tampoco favorece la presencia de anticuerpos HLA en el suero de los receptores (111).

Esto facilita su uso en medicina por la escasa probabilidad de rechazo y, de este modo,
permite evitar la necesidad de realizar estudios de compatibilidad (116). Algunos
investigadores como Kupo et al. investigaron la respuesta inmune generada en un
xenotrasplante, usando membrana amnio6tica humana en ratas, obteniendo también buena

tolerancia (118).
Gracias a todas estas propiedades podriamos pensar que se trata de un material idoneo

para un injerto, especialmente en lugares en los que interese la transparencia del mismo

(como podria ser la cornea o la membrana timpanica).
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1.5.3 Usos en medicina

El primer uso de la membrana amnidtica en medicina tuvo lugar en 1910 como trasplante
cutaneo (119). Poco después, en 1913, comenzé a ser utilizada para el tratamiento de
ulceras y quemaduras cutaneas (120). Se demostré que su uso aceleraba el proceso de
epitelizacion y reducia el dolor en estos pacientes, habiendo sido ampliamente utilizada

posteriormente con esta finalidad.

En 1940 tuvo su primer uso en oftalmologia, llevado a cabo por De Ro6th (121), siendo a
dia de hoy el campo de la medicina en el que su uso esta mas extendido, destacando su
utilidad para cubrir defectos, perforaciones o quemaduras corneales (122—124) para la
reconstruccion de la conjuntiva tras la cirugia del pterigion (125), como refuerzo del

soporte limbico (123,124) o para reducir la fibrosis en la cirugia del estrabismo (126).

Ha sido utilizada con buenos resultados en la cirugia de cabeza y cuello para cubrir
heridas producidas tras la necrosis de colgajos, como por ejemplo en disecciones

cervicales por laringuectomias o por parotidectomias (127).

También ha sido descrito su uso como injerto para el cierre de defectos en cavidad oral o
faringe. Destaca un estudio realizado en 2013 por Khademi et al. en el que utilizaron
membrana amniotica para cubrir los defectos producidos tras la exéresis de lesiones
tumorales a nivel de suelo de boca, retromolares, paladar o lengua. En todos los pacientes
se observo una buena epitelizacion con formacion de tejido de granulacidon y buen control

del dolor (128).

Entre otros usos mas variados destaca como remplazamiento de la mucosa nasal en la
enfermedad de Rendu-Osler-Weber (129), tratamiento de enfermedades periodontales
(130), reconstruccion de suelo pélvico o como injerto para realizacion de una

vaginoplastia en casos de agenesia vaginal (131).

Dentro de la otologia, el primer articulo en el que se menciona su uso data de 1944,
cuando fue utilizada por Max Sugar para cubrir cavidades mastoideas tras realizar una
mastoidectomia radical (132). Esta aplicaciéon como injerto para reepitelizar cavidades

mastoideas ha sido utilizada posteriormente por otros autores, obteniendo buenos
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resultados (133,134). El primer uso como injerto para realizacion de miringoplastias fue
descrito en 1954 por William J Schrimpf, obteniendo el cierre de la perforacion en 48 de

los 53 pacientes del estudio (135).

1.5.4 Usos en miringoplastias

Los estudios mads recientes respecto al uso de membrana amniotica en las miringoplastias
son aquellos publicados entre 2005 y 2014. El primero de ellos fue llevado a cabo en
Malasia por Harvinder et al donde compararon la tasa de cierre de las perforaciones y el
cierre del umbral diferencial auditivo en las miringoplastias realizadas con membrana
amnidtica liofilizada frente a fascia temporal, obteniendo mejores resultados con la

membrana amnidtica (136).

El segundo data de 2008 y se realizdé en Corea por Seo-Kyun Mun et al. Estudiaron un
total de 14 pacientes a los que les realizaron una miringoplastia con membrana amnidtica,

obteniendo una tasa de cierre del 93% (137).

El tercero fue llevado a cabo en 2010, en Egipto, por Fouad y colaboradores. Compararon
el uso de membrana amnidtica congelada con el uso de fascia de temporal y concluyeron
que no habia diferencias estadisticamente significativas en el cierre de la perforacioén ni
del umbral diferencial auditivo, aunque si existia una reduccion estadisticamente

significativa del tiempo medio de la intervencion (54 minutos frente a 75 minutos) (138).

El ultimo se realizé en 2014 en Estados Unidos por Griffith y colaboradores, y utilizaron
membrana amniotica deshidratada para el cierre de perforaciones, obteniendo tan solo un

42,9% de cierre de la perforacion aunque una mejoria auditiva del 100% (139).

Posteriormente, se han planteado dos nuevos estudios comparando la timpanoplastia con
membrana amnidtica y con fascia temporal, que aparecen reflejados en la literatura en la
U.S National Library of Medicine, llevados a cabo en Baqiyatallah (Iran, 2017) (140) y
en Columbia (Misuri, EEUU, 2018) (141), sin haber sido atin publicados los resultados.
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1.5.5 Obtencion, procesamiento y conservacion de la membrana amnidtica

La membrana amniotica se obtiene de la placenta tras partos realizados mediante cesarea
electiva. Esto es asi para reducir al minimo la posibilidad de contaminacion bacteriana,
la cual es mayor si se obtiene por via vaginal.

Las pacientes donantes deben haber firmado el consentimiento informado con la
autorizacion y, ademas, deben ser sanas, sin antecedentes personales de interés y con buen
control durante el embarazo. Previamente al parto se les realiza una serologia para
descartar infeccion por virus de la hepatitis B, hepatitis C, sifilis y virus de la

inmunodeficiencia humana (VIH) (111,115,142).

Tras la extraccion quirtrgica en condiciones de esterilidad, la membrana amniodtica es
procesada en el banco de tejidos y se separa del corion. Se lava con solucidn salinay PBS
(phosphate buffered saline o tampon fosfato salino), asi como con una solucion
antibacteriana variable en la literatura, siendo una de las méas utilizadas una mezcla que
contiene penicilina 50 pg/ml, estreptomicina 50 pg/ml, neomicina 100 pg/ml y
anfotericina 2,5 pg/ml (111,115,142,143). Tras esto se corta en piezas de

aproximadamente 3 x 4 cm y se une con un papel de nitrocelulosa esterilizado.

El método de conservacion mas usado, sobre todo para la membrana destinada a la cirugia
ocular, es la criopreservacion. Para ello, los fragmentos son introducidos en viales
estériles que contienen una mezcla de medio de Eagle modificado por Dulbecco (DMEM)
y glicerol en una proporcion 1:1, y se almacenan a -80° C (111,115,116,143). El medio
crioprotector puede ser distinto, habiéndose descrito otros medios como el Eusol-C o el

alcohol (115), el dimetilsulfoxido (DMSO) o incluso el nitrogeno liquido (144).

1.5.51 Criopreservacion y liofilizacion

Los procesos llevados a cabo en la actualidad para conservar la membrana amnidtica se
pueden diferenciar en dos grandes grupos: aquellos basados en la disminucion de la

temperatura y aquellos basados en la deshidratacion del tejido (144).

Dentro de los métodos de conservacion por frio se pueden distinguir dos tipos:
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Aquellos en los que se almacena entre 0 y 4° C, denominada membrana amnidtica no

preservada, que puede ir con o sin antibidticos en dilucion asociados. Con este proceso
se consigue un enlentecimiento del metabolismo, pero sin llegar a detenerlo.

Esta membrana es la mas parecida al tejido en fresco, con menor dafio estructural y con
mayor contenido de citoquinas y factores de crecimiento (144).

Sin embargo, se acaban produciendo una serie de cambios en su estructura que, en funcién
del liquido de conservacion empleado, permite una viabilidad que puede variar entre 24
horas (145,146) y 12 dias (147), no permitiendo mantenerla conservada durante largos

periodos de tiempo.

Por otro lado, se habla de membrana amnidtica criopreservada cuando se consigue su

conservacion con temperaturas inferiores a 0° C. Normalmente se utiliza una temperatura
de -80° C, y es fundamental el uso de un liquido de conservacion formado por un medio
de cultivo (generalmente DMEM) y un crioprotector (generalmente glicerol o DMSO)
(144,148-151).

Gracias a los crioprotectores se reduce el dafio celular sufrido en los procesos de
congelacion y descongelacion (152,153). Aun asi, el dafio epitelial es mayor que en la
técnica previa, lo cual en parte es beneficioso por disminuir la posible imnunogenicidad
presente (143). Ademas, la criopreservacion mantiene la arquitectura original de la matriz
extracelular de la membrana amnidtica y la actividad de las sefiales biologicas clave (que
se puede ver disminuida, por ejemplo, en los liofilizados) (143).

Uno de sus principales inconvenientes es que requiere de condiciones especiales y

costosas para el transporte y almacenamiento.

Por ultimo, destaca la conservacion por desecacion o liofilizacidn que, a diferencia de los

anteriores, permite su almacenaje a temperatura ambiente.

El procedimiento consta de distintas etapas, comenzando por un primer paso de
congelacion que forma hielo, seguido de la extraccion del agua por sublimacion (pasando
de hielo a gas). Posteriormente tiene lugar una desecacion secundaria en la que se eleva
la temperatura hasta el valor maximo que tolere el tejido, lo cual reduce el agua residual
hasta niveles incompatibles con el crecimiento bioldgico y reacciones quimicas (144).

Tras esto queda envasada y para su uso requiere de una tltima fase de hidratacion.
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Su principal ventaja es que se mantiene envasada a temperatura ambiente, lo cual facilita
su almacenamiento y su transporte.

Como inconveniente se ha visto que presenta menos factores de crecimiento (116).

1.5.6 Métodos de implantacion

Su uso extendido en oftalmologia ha permitido definir distintos métodos de implantaciéon
en funcion de la alteracion del tejido receptor. Asi, puede utilizarse como injerto, como

recubrimiento, o0 como una combinacion de ambos.

Se utiliza el injerto en los casos de lesion mas profunda en los que hay un defecto tisular,
de modo que el borde estromal de la membrana amniotica estara en contacto o sustituira
la matriz estromal ausente, facilitando la presencia de un soporte sobre el cual se generara
una nueva epitelizacion hasta sustituir a esa membrana, que se ird reabsorbiendo
progresivamente. Se puede decir que actia como una membrana basal sobre la que se

desarrollard el nuevo epitelio (Figura 19).

Por otro lado, cuando hay un defecto mas superficial que solo afecta al epitelio, se utiliza
la membrana amnio6tica como recubrimiento, aplicando su borde epitelial sobre el defecto.
Esto favorece la proteccion mecanica por un lado y, por otro, gracias a los factores de
crecimiento y citoquinas presentes en esta cara, favorece que las células epiteliales
comiencen a crecer bajo ella, promoviendo la regeneracion epitelial y reduciendo la

inflamacioén (111,154).
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Epitelio

Figura 19: A) Membrana amnidtica como injerto. B) Membrana amni6tica como recubrimiento

(154)
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“

Como hemos visto, existe una gran variedad de materiales utilizados como injerto para la
realizacion de una miringoplastia. Desde la antigiiedad hasta dia de hoy, se ha probado
con injertos autdlogos, heterdlogos (tanto aloinjertos como xenoinjertos), € incluso con
materiales inertes para tal fin.

La existencia de esta gran variedad, sumado al hecho de que se sigan haciendo estudios
para investigar nuevos materiales para el cierre de las perforaciones, nos hace pensar que
aun no se ha descubierto un material idoneo que prevalezca por encima del resto.

Dicho material idoneo seria aquel que poseyese, por un lado, aquellas caracteristicas que
lo asemejasen lo maximo posible a la membrana timpanica original (transparencia y
elasticidad entre otras) y, por otro lado, que fuese de facil obtencion y facil manipulacion

en quirofano.

Teniendo en cuenta las numerosas propiedades beneficiosas de la membrana amniotica
como son la capacidad antiinflamatoria, antibacteriana, la capacidad de estimular la
regeneracion tisular, su capacidad antifibrética y su baja inmunogenicidad, sumado a sus
caracteristicas fisicas como son la transparencia y elasticidad, asi como su amplio uso
aceptado en otros 4mbitos de la medicina con buenos resultados, consideramos que seria

un material de injerto idoneo para la realizacion de miringoplastias.

Por otro lado, los escasos estudios clinicos existentes respecto a su uso en miringoplastias,
asi como la ausencia de estudios preclinicos, nos hace plantearnos la necesidad de
elaborar un primer estudio preclinico para demostrar su seguridad y eficacia, asi como
evaluar su manejo de la forma mas acertada, en perforaciones timpanicas previamente

cronificadas en un modelo animal.

La finalidad ultima seria, en un segundo tiempo, desarrollar un modelo clinico que

permita su uso en perforaciones timpanicas humanas con la mayor seguridad posible.
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OBJETIVOS

3.1 Objetivo principal

Investigar la eficacia de los injertos de membrana amniotica en el tratamiento de las

perforaciones timpanicas cronificadas en ratas Sprague Dawley.
3.2 Objetivos especificos

1. Comparar el porcentaje de cierre de perforaciones timpanicas cronificadas en ratas,

usando membrana amnidtica como injerto, frente al grupo control.

2. Comparar el tiempo transcurrido hasta conseguir el cierre de perforaciones timpanicas
cronificadas en ratas, usando membrana amniotica como injerto, frente al grupo

control

3. Comparar histopatologicamente los cambios producidos en la membrana timpanica,
al usar membrana amniotica como injerto para el cierre de perforaciones timpanicas

cronificadas en ratas, frente al grupo control.
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4.1 Instalaciones fisicas

El trabajo de investigacion ha sido llevado a cabo en el laboratorio instalado en el Centro
de Experimentacion e Investigacion Biosanitaria (CEIB), perteneciente a la Universidad
de Murcia, localizado en El Palmar. En dicho edificio se encuentran las instalaciones del
Servicio de Experimentacion Animal. Consta de dos plantas y se divide en dos zonas, una
destinada a la cria y mantenimiento de roedores con diferentes condiciones de
bioseguridad y otra zona con salas destinadas a la realizacion de procedimientos

experimentales. Ambas zonas estan separadas por el area administrativa.

La zona de mantenimiento consta de jaulas metabolicas rata-raton, de un sistema de
aspiracion de virutas, de cabinas de lavado y desinfeccion de racks y jaulas, asi como un
equipo de limpieza y esterilizacion de jaulas. Ademas, se regulan los factores ambientales
para mantener una temperatura y humedad adecuadas, siendo esta de 20°C y 48%
respectivamente, asi como una buena ventilacion y presurizacién. También se controla la
iluminacién con un temporizador automatico para mantener ciclos de luz de 12 horas y
12 horas de oscuridad, asi como aislamiento posible de ruido.

Los roedores fueron mantenidos en cubetas libres de patogenos especificos (SPF), con
sistemas de Racks ventilados con presion positiva, y con entrada para agua y comida

(Figura 20).

La zona de laboratorio consta de una mesa de trabajo con un microscopio marca Zeiss
(Alemania), una fuente de luz fria marca Karl Storz modelo xenon nova 20131520
(Alemania), una bascula digital para poder pesar a las ratas, un contenedor de residuos
biologicos, y un amplio espacio para poder realizar las intervenciones y poder registrar

los datos (Figura 21).
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Figura 21: Mesa de laboratorio con parte del material utilizado durante las intervenciones

El trabajo ha sido llevado a cabo respetando los principios €ticos sobre proteccion de
animales empleados en investigacion nacionalmente, expuestos en la legislacion vigente
(BOE) (155-157). Para ello contamos con la aprobacién del Comité Etico de

Experimentacion Animal de la Universidad de Murcia.
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Ademas, disponemos de la autorizacion del Servicio de Sanidad Animal de la
Consejeria de Agricultura y Agua, concedida por la Direccion General de Ganaderia y

Pesca (Anexo 1).

4.2 Animales

Para el trabajo se han utilizado ratas de la cepa Sprague Dawley (Figura 22), todas ellas
machos y de 8 semanas de edad, sin patologia aguda de oido medio o externo.

Se caracterizan por ser muy tranquilas y faciles de manejar, lo cual las convierte en
animales ampliamente utilizados en la investigacion médica. Son albinas y de adultas
suelen pesar entre 250-300g las hembras y 450-550g los machos. Su vida media suele ser
entre 2,5 y 3,5 afios. La camada suele tener un tamafio medio de 11 crias, teniendo un
periodo de gestacion medio de 22 dias. A partir de las 4 semanas de vida ya comen una

dieta de adultos, considerandose independientes.

Figura 22: Rata macho Sprague Dawley

4.3 Instrumental y materiales empleados

En primer lugar, como material anestésico, hemos utilizado Ketamina a una dosis de 40
a 90 mg/Kg y Xilacina a una dosis de 5-10 mg/kg (158). Las marcas utilizadas fueron
Ketolar® de laboratorios Parke Davis SL (ketamina 50mg/ml) y Xilasic® 2% de

laboratorios Calier (xilacina 20mg/ml) (Figura 23).
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La ketamina es un anestésico general no barbiturico, usado tanto en humanos como en
animales, que se caracteriza por tener una accion rapida y lograr una analgesia profunda,
asi como sedacion, inmovilidad y amnesia. No tiene gran capacidad miorrelajante.

Por otro lado, la xilacina es de uso tipico en veterinaria, y se caracteriza por sus

propiedades sedantes, analgésicas y miorrelajantes.

Para su administracién se utilizaron jeringuillas de insulina de Iml de capacidad, con

agujas 25 G x 5/8 (0,5 x 16 mm).

MISINTU 20 mg -
Hazriamak Igin Toz Mitomyein-C 40 mg Cutanplast’

Polvo para solucion SPCGNABLGELATIN BMOSTATICA
oo inyoctable

AORRAVLE MATMOSTATIC
G sroNcE

L 15

Made in ltaly

Figura 23: Mitomicina C, Xilacina, Ketamina, Agua estéril, Dexametasona, Cutanplast y agujas

y jeringuillas utilizadas

Para el procedimiento se utilizaron pafios estériles como campo quirdrgico sobre el cual
poner a la rata. Por otro lado, como material quirurgico se utilizé un espéculo de oido,
una micropinza de Hartmann, un punzon agudo y una espatula de Rosen circular n® 5 (0.8

mm de didmetro) de la caja de timpanoplastia acodada del Dr. Salva (Figura 24).
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Figura 24: Espéculo de oido, punzén de timpanoplastia, despegador de Rosen, Micropinza de

Hartmann

Aunque todo el trabajo fue realizado mediante visualizacion a través del microscopio,
también se uso6 la fuente de luz fria de la marca Karl Storz como fuente de luz para la
optica rigida de 0° y 3 mm de didmetro (marca GAES audiotest HD), que se utilizo con
un adaptador para fijarla a la cdmara Sony, modelo alpha 200 con objetivo macro. Esto

permitio poder fotografiar todo el estudio (Figura 25).

Figura 25: Camara de fotos Sony con adaptador para fijacion de Optica y fuente de luz fria
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Para cada grupo de ratas se utilizé en el proceso de cronificacion un frasco de
mitomicina C (Mitomycin C®) fabricada por laboratorios Inibsa y Onko Ilac, que se
diluia con agua biodestilada estéril hasta obtener una concentracion de 0,4 mg/ml. El
exceso sobrante fue desechado en cada serie. También se utilizaron fragmentos de
cutanplast (Cutanplast®), una esponja gelatinosa hemostatica reabsorbible, que
sirvieron como medio para la aplicacion de la mitomicina y como medio de soporte para
el injerto en la miringoplastia posteriormente.

Ademas, se usaron ampollas de Dexametasona (Kern Pharma) con una concentracion de
4 mg/ml que se aplicaron con una jeringa y una aguja para anestesia intradural biselada

tipo Quincke (Spinocan® - B.Braun) de 22G x 1 %2 (0,7 x 40 mm) (Figura).

Por tultimo, utilizamos membrana amnio6tica humana obtenida de parto por cesarea
programada y criopreservada a -80°C sobre una lamina de nitrocelulosa. Los fragmentos
eran cuadrados de aproximadamente 3x3 cm y se conservan en tubos estériles que
previamente habian sido rellenados con unos 10 ml de una mezcla crioprotectora
(Figura 26). Dicha mezcla esta constituida por 9 ml de albiumina humana (15%), 9 ml de
DMSO (15%) y 42 ml de medio de cultivo TC-199. Ademas, la membrana habia sido
lavada previamente con una solucidn antibidtica que contiene 0,3 ml de Cotrimoxazol
(48 mg), 1 ml de Tobramicina (50 mg) y 1 ml de Vancomicina (50 mg).

La membrana amniotica se descongeld a una temperatura de 37°C utilizado un bafno

Maria digital de laboratorio marca Nahita modelo 601 (Figura 27).
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Figura 26: A la izquierda tubo con membrana amnidtica congelada en medio crioproptector. A
la derecha tras descongelar en bafio Maria, pudiendo apreciarse lamina blanquecina de

nitrocelulosa

Figura 27: Bafio Maria digital de laboratorio
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4.4 Diseno del estudio

Para este estudio hemos realizado un ensayo prospectivo analitico con un total de 37 ratas
Sprague Dawley (74 oidos) y las hemos agrupado en cuatro grupos distintos, que se
nombraron con las letras A, B, C y D. De cada uno de ellos surgieron dos subgrupos,

como podemos ver a continuacion (Tabla 2).

El grupo A estaba formado por 8 ratas a cuyos oidos se les realizd una perforacion en la
membrana timpdnica con amputacion del mango del martillo. Dicha perforacion se
cronifico con mitomicina C y dexametasona. A continuacion, con los oidos resultantes

con perforaciones cronificadas se realizaron dos subgrupos:

Grupo Al: Las perforaciones timpanicas fueron tratadas, en primer lugar, con la
reavivacion del borde de la perforacion y, en segundo lugar, con la colocacion de
membrana amnidtica en modo “didbolo”, con una porcién de la membrana amniotica
apoyada sobre el resto timpanico y la otra en el interior de la caja timpanica.

Grupo A2: Las perforaciones timpanicas fueron tratadas tinicamente con reavivacion de

los bordes de la perforacion.

El grupo B estaba formado por 5 ratas a cuyos oidos se les realizd una perforacion en la
membrana timpanica con amputacion del mango del martillo. Dicha perforacion se
cronificd con mitomicina C y dexametasona. A continuacion, con los oidos resultantes

con perforaciones cronificadas se realizaron dos subgrupos:

Grupo BI1: Las perforaciones timpanicas fueron tratadas, en primer lugar, con la
reavivacion del borde de la perforacion y, en segundo lugar, con la colocacion de
membrana amnidtica en modo “didbolo”, con una porcién de la membrana amniotica
apoyada sobre el resto timpanico y la otra en el interior de la caja timpanica.
Posteriormente se afiadi6é un fragmento de cutanplast por encima que estaba en contacto
con la membrana amnidtica y el resto timpanico.

Grupo B2: Las perforaciones timpanicas fueron tratadas, en primer lugar, con la
reavivacion de los bordes de la perforacion y, en segundo lugar, con la colocacion de un
fragmento de cutanplast apoyado en el resto timpanico y cubriendo la totalidad de la

perforacion.
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El grupo C estaba formado por 7 ratas a cuyos oidos se les realizd una perforacion en la
membrana timpdnica con amputacion del mango del martillo. Dicha perforacion se
cronifico con mitomicina C y dexametasona. A continuacion, con los oidos resultantes

con perforaciones cronificadas se realizaron dos subgrupos:

Grupo Cl1: Las perforaciones timpanicas fueron tratadas, en primer lugar, con la
reavivacion del borde de la perforacion. En segundo lugar, se rellen6 la caja timpanica
con cutanplast y se coloco un fragmento de membrana amniotica en modo underlay entre
la cara medial timpanica y el cutanplast de la caja. Por ultimo, se afiadi6 un fragmento de
cutanplast por encima que estaba en contacto con la membrana amniotica y el resto
timpanico.

Grupo C2: Las perforaciones timpdnicas fueron tratadas, en primer lugar, con la
reavivacion del borde de la perforacion. En segundo lugar, se rellen6 la caja timpanica
con cutanplast y, por ultimo, se afiadi6 un fragmento de cutanplast por encima que estaba

en contacto con los bordes de la perforacion y el resto timpanico.

El grupo D estaba formado por 17 ratas a cuyos oidos se les realizd una perforacion en
la membrana timpanica con amputacion del mango del martillo. Dicha perforacion se
cronificd con mitomicina C y dexametasona. A continuacion, con los oidos resultantes

con perforaciones cronificadas se realizaron dos subgrupos:

Grupo D1: Las perforaciones timpanicas fueron tratadas, en primer lugar, con la
reavivacion del borde de la perforacion y, en segundo lugar, con la colocacion de
membrana amnidtica en modo overlay, extendiendo la membrana sobre la perforacion
timpanica y estando en contacto con la cara lateral del resto timpanico. Posteriormente se
anadidé un fragmento de cutanplast por encima que estaba en contacto con la membrana
amnidtica y el resto timpanico.

Grupo D2: Las perforaciones timpanicas fueron tratadas, en primer lugar, con la
reavivacion de los bordes de la perforacion y, en segundo lugar, con la colocacion de un
fragmento de cutanplast apoyado en el resto timpanico y cubriendo la totalidad de la

perforacion.
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Tabla 2: Grupos y subgrupos del ensayo con su tratamiento. MA: membrana amniotica

Grupos  Subgrupos Tratamiento
Al Reavivar + MA diabolo
A2 Reavivar solo
B1 Reavivar + MA diabolo + cutanplast externo
B2 Reavivar + cutanplast externo
Cl Reavivar + cutanplast interno + MA unederlay +

cutanplast externo

C2 Reavivar + cutanplast interno y externo
Dl Reavivar + MA overlay + cutanplast externo
D2 Reavivar + cutanplast externo

4.5 Criterios de seleccion

Una vez finalizado el proceso de cronificacion de las perforaciones timpanicas (semana
8), se revisaron todos los oidos y se aplicaron los siguientes criterios de seleccion para

incluir en el estudio experimental:

Criterios de inclusion:

1. Oidos que presentaban una perforacion timpanica seca

Criterios de exclusion:

1. Oidos que presentaban un timpano integro debido al cierre espontaneo de la perforacion
timpanica.
2. Oidos que presentaban signos de infeccidon activa el dia de la realizacion de la

miringoplastia
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4.6 Procedimiento

Para comenzar, se realizd6 un archivo para poder anotar todos los datos del ensayo,
incluyendo el nimero de identificacion de cada rata, su peso, la anestesia aplicada en cada
intervencion, el grupo al que pertenecia, la fecha de la intervencion, el oido implicado y
observaciones. Una vez obtenida la perforacion y en funcion del tamano de ésta, se
decidi¢ el protocolo terapéutico y se anoto el tamafo de la perforacion y la presencia de

cierre.

Para la anestesia se utilizo una mezcla de Ketamina a dosis de 90 mg/kg y Xilacina a
dosis de 10 mg/kg. En las intervenciones mas largas (la realizacion de la perforacion y la
aplicacion de membrana amniotica) se utilizaron 0.8 ml de la mezcla, con lo que las ratas
se mantenian dormidas aproximadamente entre 45 y 60 min. Para las revisiones se utilizo
0.4 ml de dicha mezcla, teniendo en estos casos una duracion aproximada de entre 20 y
30 minutos. La anestesia se aplico de modo intraperitoneal con una aguja de insulina de

0.5 x 16 mm, realizando una puncion en el lateral derecho del abdomen.

Una vez dormidas se pesaban y se identificaban con un niumero que se marcaba en su cola

con un rotulador permanente.

4.6.1 Perforacion y cronificacion

La primera intervencion, realizada del Dia 0 y comln a todas las ratas, consiste en la
realizacion de una perforacion timpanica controlada y su cronificacion (77). Todos los

pasos durante todo el ensayo fueron fotografiados (Anexo 2).

Tras aplicar 0.8 ml de la mezcla de Ketamina — Xilacina y comprobar la integridad de la
membrana timpanica y ausencia de enfermedad, se procedio6 a aplicar la mitomicina C.
En primer lugar, se hizo una reconstitucion de la mitomicina C en polvo con agua
bidestilada hasta conseguir una concentracion de 0.4 mg/ml. Para ello, se utilizaron 50 ml
de agua bidestilada en las presentaciones de 20 mg de mitomicina C, y 100 ml en las
presentaciones de 40 mg. Para cada grupo de ratas se emple6 un frasco nuevo, desechando

el sobrante.
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Posteriormente, se cortaron fragmentos de cutanplast de aproximadamente 3 mm de
diametro mayor y se impregnaban con 0.1 ml de la solucion de mitomicina C. Dicho
fragmento empapado se aplico sobre la membrana timpanica con el punzén agudo de la
caja de timpanoplastia del Dr Salva, a través del espéculo de oido, de modo que cubria la

totalidad timpénica en contacto directo, y se dejo actuar durante 10 minutos.

Pasado ese tiempo se extrajo el fragmento de cutanplast y se realizd una perforacion
timpanica utilizando el punzon agudo, a través del espéculo de oido. Ademads, con el
mismo punzon se realizd la amputacion del mango del martillo, que se extrajo con la
micropinza de Hartmann.

Para medir el tamano de las perforaciones se utilizo la espatula de Rosen n°5 y se
establecio una unidad de medida en base a dicho instrumento. De este modo, hablaremos
en unidades rosen, que supondra el nimero de veces que aplicamos la espatula para medir

la perforacion. Se midi6 el didmetro antero-posterior (AP) y craneo-caudal (CC).

Todos los timpanos fueron fotografiados antes y después de la perforacion.

Posteriormente, los dias 3, 7, 10 y 14, tras aplicar 0.4 ml de la mezcla Ketamina —
Xilacina, se aplico cominmente en todos los oidos una solucion de Dexametasona
(concentracion de 4 mg/ml) llenando a través de la perforacion el oido medio y el externo
de cada rata. Para ello se utilizd una aguja para anestesia intradural biselada tipo Quincke
de 0.7 x 40 mm con una jeringuilla de 1 ml. Se midi6 y anot6 el tamafio de las

perforaciones y se fotografiaron todos los oidos.

4.6.2 Revision previa a la miringoplastia

El dia 49 (semana 7), se revisaron todos los oidos para evaluar el tamafio y el estado de
las perforaciones. Para ello se anestesio a las ratas con 0.4 ml de la mezcla Ketamina —
Xilacina.

Aquellos casos en los que se detectd una infeccion activa con otorrea o bien restos
costrosos secos, se procedio a su extraccion con un aspirador o con la espatula de Rosen,

asegurandose de no tocar directamente la membrana timpanica para no producir sangrado.
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Posteriormente, en estos casos, se aplico una solucion antibidtica con 3 gotas de la mezcla
gentamicina (5 mg/ml), dexametasona (1mg/ml) y tetrizolina hidrocloruro (0.5 mg/ml)

(Colircusi Gentadexa ®).

Ademas, se midieron las perforaciones timpanicas y se fotografiaron.
En funcion del tamafo se agruparon en perforaciones pequefias, medianas y grandes.
Aunque en todas ellas se medi6 un didmetro anteroposterior (AP) y otro craneocaudal

(CC), para simplificar la clasificacion, se considerd perforacion pequeia a aquellas con

un didmetro AP igual o menor a 1,5; perforacién mediana a aquellas entre 1,5 y 2,5 de

AP; y perforacion grande si poseia un didmetro AP igual o mayor a 2,5.

Si hablamos de equivalencia respecto a los cuadrantes de la pars tensa, se podria decir
que hemos considerado pequenas a aquellas perforaciones que ocupaban menos de 2
cuadrantes (< 50% del total de la superficie de la pars tensa), medianas a aquellas entre 2
y 3 cuadrantes (entre 50 y 75% de la superficie de la pars tensa) y grandes a aquellas que

ocupaban 3 o mas cuadrantes (= 75% de la superficie de la pars tensa).

Dentro de cada grupo (pequenas, medianas y grandes) se decidio de manera aleatoria
simple el protocolo terapéutico (membrana amnidtica o control). Para ello, se escribi6 el
numero de cada rata y oido en un papel que fue doblado por la mitad. Se mezclaron todos
los papeles y se extrajo aleatoriamente un determinado ntimero para decidir aquellos

individuos a los que se les colocaria la membrana amnidtica.

4.6.3 Miringoplastia

El dia 56 (semana 8) se consider6 finalizado el proceso de cronificacion y se procedid a
la realizacion de la miringoplastia. Se fotografiaron todos los oidos (Anexo 1).

Se anestesio a las ratas con 0.8 ml de la mezcla Ketamina — Xilacina. Se comprobo la
presencia de las perforaciones previamente agrupadas en pequefias y grandes, se
volvieron a medir y excluyeron aquellas que estuviesen infectadas o que se hubiesen

cerrado espontaneamente.

El protocolo terapéutico fue distinto en cada grupo (A, B, C y D), sin embargo, el primer

paso fue comun en todos ellos, y consistid en reavivar la perforacion timpanica utilizando
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el punzon agudo para friccionar el borde de la perforacion en toda su circunferencia hasta

producir un sangrado, eliminando de este modo el anillo fibroso de la perforacion.

Ademas, en todos los grupos se hizo el mismo proceso para la obtencion de la membrana
amniodtica. En primer lugar, se descongel6 la membrana amnidtica introduciendo el tubo
estéril que la contenia en el bafio Maria a 37°C. Tras descongelarse, pasados 2-3 minutos,
se precedi6 a extraer la membrana amnidtica unida al papel de nitrocelulosa y colocarla
sobre una placa de Petri estéril. Se hicieron varios enjuagues con PBS (phosphate buffered
saline) de la marca Gibco® que se aplicaba sobre la membrana por medio de una jeringa
hasta conseguir la eliminacion completa del material criopreservador que la impregnaba,

pasando de tener un color rosado a ser transparente (Figura 28).

Figura 28: Membrana amnio6tica sobre papel de nitrocelulosa tras haber sido descongelada. A la
izquierda con coloracion rosada debido al material crioprotector. A la derecha transparente tras

los enjuagues y eliminacion del material crioprotector

El grupo A partia inicialmente con 8 ratas, lo que supone un total de 16 oidos. Tras excluir
aquellos oidos que se cerraron espontaneamente en el proceso de cronificacion o bien
aquellos que estaban infectados se obtuvo un total de 11 oidos. De estos, 1 oido tenia una
perforacion pequefia, 4 oidos tenian una perforacion mediana y 6 oidos tenian una

perforacion grande (Tabla 3).
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El grupo Al fue el grupo experimental. A estos oidos, tras reavivar la perforacion, se le
colocd un fragmento de membrana amniodtica que fue previamente recortado con un
bisturi hasta obtener un diametro mayor de entre 3 y 4 unidades Rosen. Dicho fragmento
se introdujo a través del espéculo de oido con la ayuda del punzén agudo y de la espatula
de Rosen para colocarlo en modo “didbolo” introduciendo una parte en el interior de la
caja timpanica a través de la perforacion, y otra parte se extendio sobre el resto timpanico

cubriendo toda la superficie de la perforacion.

El grupo A2 fue el grupo control. A estos oidos inicamente se les realizé la reavivacion

de los bordes de la perforacion con el punzén agudo.

Tabla 3: Grupo A y sus perforaciones agrupadas por tamafio. R: rata. OD: oido derecho. OI: oido

izquierdo. AP: antero-posterior. CC: craneo-caudal. MA: membrana amniotica (Grupo Al). C:

control (Grupo A2).

Perforaciones Perforaciones medianas Perforaciones
pequeias (1,5-2,5AP) grandes
(£1,5 AP) (=2,5AP)

- R70D(1x1):C - R20D(1,75x1): MA - R10I(2,5x1,5):C
- R30I1(2x1,75): MA - R40I(3x2):C
- R30D(1,75x1): MA - R501(2,5x1,25): MA
- R80D(2x1,25) MA - R50D(2,5x2): MA
- R60I(3x2):C

- R80I(3,5x2): MA

El grupo B partia inicialmente con 5 ratas, lo que supone un total de 10 oidos. Tras excluir
aquellos oidos que se cerraron espontdneamente en el proceso de cronificacion o bien
aquellos que estaban infectados se obtuvo un total de 9 oidos. De estos, 1 oido tenia una
perforacion pequeiia, 2 oidos tenian una perforacion mediana y 6 oidos tenian una

perforacion grande (Tabla 4).

El grupo B1 fue el grupo experimental. A estos oidos, tras reavivar la perforacion, se le

colocd un fragmento de membrana amniodtica que fue previamente recortado con un
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bisturi hasta obtener un diametro mayor de entre 3 y 4 unidades Rosen. Dicho fragmento
se introdujo a través del espéculo de oido con la ayuda del punzén agudo y de la espatula
de Rosen para colocarlo en modo “didbolo” introduciendo una parte en el interior de la
caja timpanica a través de la perforacion, y otra parte se extendio sobre el resto timpanico
cubriendo toda la superficie de la perforacion. Posteriormente, se recortaron pequefios
fragmentos de cutanplast que se colocaron por encima, contactando con la membrana

amnidtica y el resto timpanico.

El grupo B2 fue el grupo control. A estos oidos, tras reavivar la perforacion, se les colocod

fragmentos de cutanplast cubriendo la totalidad de la perforacion.

Tabla 4: Grupo B y sus perforaciones agrupadas por tamaiio. R: rata. OD: oido derecho. OI: oido
izquierdo. AP: antero-posterior. CC: craneo-caudal. MA: membrana amnidtica (Grupo B1). C:

control (Grupo B2).

Perforaciones Perforaciones medianas Perforaciones

pequeiias (>1,5<2,5AP) grandes

(1,5 AP) (22,5AP)
- R90I(1,5x1): MA

ROOD (2x1):C - R100I(3x2): MA
- R100D(2x1,5): MA - R1l10I(3x2):C

- R110D(3x2):C

- R120I1(3x2): MA
- R130I1(3x2):MA
- R130D(3x2):MA

El grupo C partia inicialmente con 7 ratas, lo que supone un total de 14 oidos. Tras excluir
aquellos oidos que se cerraron espontdneamente en el proceso de cronificacion o bien
aquellos que estaban infectados se obtuvo un total de 11 oidos. De estos, 2 oidos tenian
una perforacion pequefia, 4 oidos tenian una perforacion mediana y 5 oidos tenian una
perforacion grande (Tabla 5).

El grupo CI1 fue el grupo experimental. A estos oidos, tras reavivar la perforacion, se les
lleno la caja timpanica con fragmentos de cutanplast hasta practicamente contactar con la

cara medial timpdnica. Para ello se utilizo la espatula de Rosen y el espéculo de oido.
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Posteriormente, se recortdé la membrana amniodtica con el bisturi adecuandola al tamafio
calculado de la perforacion en unidades Rosen. El fragmento de membrana amnidtica se
introdujo a modo underlay, quedando posicionada entre el cutanplast de la caja y la cara
medial timpanica. Finalmente, se recortaron fragmentos de cutanplast que se posicionaron
cubriendo la perforacidon timpanica, en contacto con la membrana amniotica y la cara

lateral timpanica.
El grupo C2 fue el grupo control. A estos oidos, tras reavivar la perforacion, se les colocod
unos fragmentos de cutanplast rellenando la caja timpdanica y otros cubriendo la totalidad

de la perforacion sobre la cara lateral timpanica.

Tabla 5: Grupo C y sus perforaciones agrupadas por tamafio. R: rata. OD: oido derecho. OI: oido

izquierdo. AP: antero-posterior. CC: craneo-caudal. MA: membrana amnidtica (Grupo C1). C:

control (Grupo C2).
Perforaciones Perforaciones medianas Perforaciones
pequeias (>1,5<2,5AP) grandes
(£1,5 AP) (22,5 AP)
- R150D(0,25x0,25):C - R160D(2x1,25): MA - R140I1(3x1,75): MA
- R190I(1,5x1,25:MA - R180D(2,25x1,5): MA - R160I(3,5x1,75): MA
- R190D(2x1):C - R1701(3x1,75):C

- R200I(2x1,25): MA R18 OI (2,5x1,5): C

- R200D (3x1,75): MA

El grupo D partia inicialmente con 17 ratas, lo que supone un total de 34 oidos. Tras
excluir aquellos oidos que se cerraron espontaneamente en el proceso de cronificacion o
bien aquellos que estaban infectados se obtuvo un total de 26 oidos. De estos, 9 oidos
tenian una perforacion pequefia, 6 oidos tenian una perforaciéon medianay 11 oidos tenian

una perforacion grande (Tabla 6).

El grupo D1 fue el grupo experimental. A estos oidos, tras reavivar la perforacion, se les

aplico la membrana amnidtica extendida en modo oeverlay, quedando su cara epitelial
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cubriendo la perforacion y en contacto parcialmente con el resto timpanico. El tamafio
de la MA fue ligeramente superior al de la perforacion, fue recortada con bisturi y
colocada con ayuda del espéculo de oido, el punzén agudo y la espatula de Rosen.
Finalmente, se anadié un fragmento de cutantplast de aproximadamente el mismo

tamafo sobre la MA y el resto timpanico.
El grupo D2 fue el grupo control. A estos oidos, tras reavivar la perforacion, se les colocod
un fragmento de cutanplast cubriendo la totalidad de la perforacion y parcialmente el resto

timpanico.

Tabla 6: Grupo D y sus perforaciones agrupadas por tamafio. R: rata. OD: oido derecho. OI: oido

izquierdo. AP: antero-posterior. CC: craneo-caudal. MA: membrana amniotica (Grupo D1). C:

control (Grupo D2).
Perforaciones Perforaciones medianas Perforaciones
pequeias (>1,5<25AP) grandes
(£1,5 AP) (=2,5 AP)
- R210D(1,25x1,25):MA - R220D(2,5x1): MA - R2101(3x2): MA
- R240I(1x1):MA - R280D(2,25x1,5): MA - R220I1(2,5%x1,5):C
- R250I1(1x0,5):C - R300I(1,5%x1,5): MA - R2301(2,5%x2): MA
- R260D(1,5x1): MA - R310D(2x1,5):C - R290I(2,5%x1,5):C
- R2701(0,5%0,5): MA - R350I(2x1,25): MA - R290D(3x2): MA
- R270D(0,5x0,5:MA - R370I(2x0,5):C - R310I(4x2):MA
- R330I(1,5%x1):C - R320I(3,5%x2):C
- R330D(1,25x1):C - R320D(2,5x1,5):C
- R350D(1,25x1,25): MA - R340I(3x1,5):C

- R340D(2,75x1,5):C
- R360D(2,5x1,5):C

4.6.4 Revisiones posteriores

Este apartado vuelve a ser comun a todos los grupos. Tras la realizacion de la
miringoplastia, se hicieron revisiones los dias 4, 8, 12, 16 y 20 posteriores al proceso,

equivalentes a los dias 60, 64, 68, 72 y 76 de cada ensayo.
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Para ello cada rata fue anestesiada con 0.4 ml de la mezcla Ketamina — Xilacina. En caso
de observarse la perforacion se midi6 su diametro AP y CC con la espatula de Rosen n°5.
Por otro lado, en caso de observar alguna costra o material sobre la membrana timpénica
se respetd y no se manipulo hasta el tltimo dia.

El dia 80 (20 tras la miringoplastia) se consider6 el ultimo dia del ensayo y se procedi6 a
extraer todas las costras o materiales observados y a realizar medidas de las perforaciones.

Todos los dias se fotografiaron los oidos de las ratas (Anexo 1).

4.6.5 Sacrificio y extraccion timpanica

El dia 76, una vez fotografiados y anotados los datos de todos los oidos, se procedi6 al
sacrificio de las ratas.

Para ello, mientras estaban anestesiadas con la mezcla de 0.4 ml previamente descrita, se
les hacia inhalar una dosis mortal de isoflurano (IsoFlo ®).

Después, se procedio a la extraccion de la membrana timpénica de todos los oidos de las
ratas, incluyendo aquellos que habian presentado un cierre timpanico espontaneo durante

el proceso de cronificacion.

Para ello, en primer lugar, se secciono el pabellon auricular y toda la porcion cartilaginosa
del CAE hasta llegar al marco 6seo. Se extrajo toda la piel del conducto 6seo para poder
llegar al annulus y acceder por debajo de éste con el punzén agudo de timpanoplastia. Se
liber6 siguiendo la totalidad de su circunferencia hasta llegar a la pars flaccida, momento
en el cual se realizo la desarticulacion de los huesecillos y se extrajo en bloque el conjunto

de annulus, pars tensa y martillo o martillo-yunque (Figuras 29 y 30).

-87-



Figura 29: Membrana timpanica de rata extraida respetando la pars tensa (area comprendida en
el interior del circulo rojo) y el annulus en su totalidad, asi como el martillo parcialmente

amputado. Comparacion con espatula de Rosen n°5 con un diametro de 0,8 mm

Figura 30: Membranas timpanicas con perforaciones centrales y conservacion de huesecillos

(martillo y yunque). En la pieza de la derecha se observa, ademas, un fragmento de piel del

CAE

A continuacion, se introdujo cada una de las piezas en un tubo de laboratorio Falcon ®
que previamente habia sido rellenado con formalina comercial al 4% tamponada

(Panreac Quimica ®) para su correcta fijacion durante un tiempo entre 12 y 24 horas.
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4.6.6 Procesamiento en el laboratorio de Anatomia Patologica

Posteriormente, estas muestras se procesaron utilizando un procesador histologico
(STP120-3, Thermo Scientific) de la siguiente manera: inclusion en etanol al 50%
durante 1 hora, seguido de etanol al 70 % durante 1 hora, seguido de etanol al 96%
durante 1 hora y terminando con etanol absoluto en tres pasos de 1 hora. Después, se
cambid por un sustituto de xileno en tres pasos de 1 hora. Para finalizar, se incluy6 en

parafina mediante dos pasos de 1 hora y un tercer paso de 2 horas.

Una vez concluido este procesamiento, cada una de las muestras fue incluida en un
bloque de parafina empleando un sistema de inclusion modular (Thermo Histostar).
Esto permite una correcta preservacion indefinida, ademas de facilitar el corte de las

muestras.

Las muestras fueron seccionadas utilizando un micrétomo de rotacion tipo Minot
(Thermo HM555, Thermo Scientific) hasta obtener cortes de 3 micrometros de espesor
que se depositaron en un portaobjetos con carga electrostatica (SuperFrost Plus Slides,
Thermo Scientific), para posteriormente secarlas a 60 °C durante 1 hora, lo cual permite

garantizar la adhesion del corte obtenido a la superficie del portaobjetos.

Para finalizar, una vez secados, los portaobjetos se tifieron utilizando una tincién
convencional con hematoxilina eosina. Dicha tincion se caracteriza por tener dos
colorantes, por un lado, la hematoxilina, permite tefiir de azul aquellas sustancias que
tengan caracter acido (como los nucleos celulares) y, por otro lado, la eosina, permite
tefiir de color rojo ladrillo a las sustancias que tengan caracter basico (como el

citoplasma).

Para lograr esta tincion se llevan a cabo los siguientes pasos:

Se comienza con una inmersion en sustituto de xileno mediante dos pasos de 5 minutos
cada uno, se sigue con una inmersion en alcohol absoluto mediante, nuevamente, dos
pasos de 5 minutos cada uno. Después, se cambia por una inmersion en etanol al 96%
durante 5 minutos y, seguidamente, en etanol al 70% durante 5 minutos mas.
Posteriormente se deja en agua corriente durante 5 minutos y se enjuaga con agua

destilada. En este momento, se aplica la tincidon con hematoxilina acidificada de Harris
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(Shandon ®) durante 1 minuto y se vuelve a repetir el lavado en agua corriente durante
5 minutos y el enjuague con agua destilada. Se realiza una inmersion en etanol al 96%
durante 1 minuto y se procede a aplicar la tincion con eosina alcohdlica (Sahndon ®)
durante 30 segundos. Se finaliza realizando nuevamente una inmersion en etanol al 95%
mediante dos pasos de 1 minuto, seguido de alcohol absoluto en dos pasos de 5 minutos
y terminando con una inmersion en sustituto de xileno mediante dos pasos de 5 minutos

cada uno. Tras esto, se hace un montaje en medio permanente (Neo Mount, Merck ®)

Una vez obtenidos los portaobjetos tefiidos, se examinaron utilizando un microscopio de
campo claro (Zeiss Ax10, Carls Zeiss), equipado con una camara digital a color de alta
resolucion (AxioCam 506 Color, Carl Zeiss), usando para ello un software

especializado (Zeiss ZEN ver 3.0, Carl Zeiss).

4.7 Estudio estadistico

Los datos de cada dia del ensayo fueron recogidos y anotados en una tabla de Excel en la
que se distinguen un total de 20 variables distintas (Tabla7).

La 1* columna recoge el nimero de paciente, entendiendo como tal un inico oido de cada
rata. Por lo tanto, cada rata suponia un total de 2 pacientes (oido izquierdo y oido
derecho). A pesar de ser animales de laboratorio, hemos utilizado el término paciente para
simplificar el concepto del conjunto rata-oido derecho y rata-oido izquierdo.

La 2% especifica el nimero de la rata, la 3" la lateralidad del oido, la 4* la aplicacion de
antibioterapia previa a la realizacion de la miringoplastia y de la 5 a la 10" se recoge el
tamafio de la perforacion segun el area de la perforacion en los dias 56, 60, 64, 68, 72 y
76 respectivamente.

Para calcular este area, teniendo en cuenta que una Unidad Rosen equivale a 0,8 mm,
realizamos una conversion a milimetros del didmetro mayor y menor para,
posteriormente, aplicar la formula matematica que permite calcular el &rea de una elipse

(numero 7 x radio mayor (a) x radio menor (b)) (Figura 31):
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Area de una Elipse

A=m-a-b

Figura 31: Area de una elipse

La 11* columna recoge el grupo experimental al que pertenece (membrana amnidtica o
control), la 12* el grupo de tratamiento (grupo A, B, C o D), la 13* el subgrupo de
tratamiento (A1, A2, B1, B2, C1, C2, D1, D2), la 14* si se produjo cierre o no, la 15 el
tipo de cierre (espontaneo por fracaso de la cronificacion, por aplicar membrana
amnidtica o bien por aplicar el tratamiento del grupo control), la 16* especifica el dia en
el que se produjo el cierre, la 17* si hubo o no infeccion, la 18 el dia de aparicidon de la
infeccion, la 19* si el paciente habia sido excluido o no del estudio (coincidiendo con
perforaciones cerradas espontaneamente en las que fracaso la cronificacion, o bien con
presencia de infeccion el dia de realizacion de la miringoplastia) y la 207, en la que se

especifica el tipo de perforacion que presentaban (pequeiia, mediana o grande).

Tabla 7: Registro en la tabla de Excel de los 8 primeros pacientes del estudio

A B G D E F G H | J K
PACIENTES Rata Oido ATB previo Dia56 Dia60 Dia64 Dia 68 Dia72 Dia76 Grupo experimental
1 1 1 2 1,88 2,26 2,26 1,88 1,88 2,26 2
2 1 2 2 0 0 0 0 0 0
3 2 1 2 0 0 0 0 0 0
a4 2 2 2 0,88 0,13 0,25 1
5 3 1 1 1,76 1,88 3,02 1
6 3 2 2 0,88 0 0,88 1
7 4 1 2 3,02 2,26 3,02 3,02 3,02 2
8 4 2 2 0 0 0 0 ) 0
L M N (o] P Q R S} T
Grupo Subgrupo Cierre Tipo cierre Diadel cierre Infeccié Dia 6n infe 6 luid Tamafio perforacién
1 2 76 3
1 56
1 56

A
N R R e
wNN N

60

B NNNNR BN
NRERNNNNN e
P NNNNR RN

Una vez completada la tabla, analizamos sus datos mediante el programa para andlisis

estadistico SPSS version 25, obteniendo los resultados que mostramos a continuacion.
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RESULTADOS

5.1 Estudio descriptivo

En primer lugar, hemos realizado un anélisis descriptivo de las principales variables del
estudio y hemos calculado la normalidad de las variables cuantitativas mediante la prueba
estadistica de Kolmogorov-Smirnov, cuando teniamos un numero de datos mayor de 50,

y el Shapiro-Wilk cuando era menor de 50.
Cabe destacar que, de los 74 pacientes que comenzaron el estudio, solamente 57 fueron
incluidos en el ensayo (77,03%), ya que 17 fueron excluidos tras aplicar los criterios de

exclusion (16 por haber presentado un cierre espontaneo de la perforacion y 1 por haber

presentado otorrea activa en el dia 56) (Figura 32).

80

60

40

Porcentaje

20

22,97 %

Si NO

Excluido

Figura 32: Porcentaje de pacientes excluidos del estudio.

Dicho esto, en un primer analisis, vemos que se ha producido el cierre de la perforacion

en el 31,08 % de los pacientes, compuesto por 23 pacientes de los 74 totales de la muestra
inicial (Figura 33). Sin embargo, si desglosamos este resultado, vemos que 16 son cierres
espontaneos que estaban presentes el dia 56 (69,57%), 5 son cierres producidos en el
grupo experimental con membrana amniodtica (21,7%) y 2 son cierres en el grupo control

(8,7%) (Figura 34).
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Porcentaje

sl NO

Cierre

Figura 33: Porcentaje de cierre de las perforaciones en los 74 pacientes iniciales.

Porcentaje

8,70 %

Espontaneo Membrana amniética Control

Tipo cierre

Figura 34: Tipos de cierre dentro de los ocurridos en los 74 pacientes iniciales

Tras ver estos datos, podriamos decir que se produjo un fracaso del proceso de

cronificacion de la perforacion timpanica en el 21,62% de los pacientes (16 de 74).
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Si nos limitamos a analizar los 57 pacientes incluidos en el ensayo, observamos como tan
solo se produjo el cierre de la perforacion en 7 pacientes, lo que supone un 12,28% del

total (Figura 35).

100

Porcentaje

Cierre

Figura 35: Porcentaje de cierre de las perforaciones en los 57 pacientes que participaron en el

ensayo

El dia medio en el que tuvo lugar el cierre de la perforacion fue el dia 69,71 (IC 95%

65 - 74,42) con una desviacion estandar de 5,08 (Figura 36). Puesto que solo tenemos 7
pacientes para analizar, el test estadistico que se aplico fue el de Shapiro-Wilk, con un
resultado no significativo (p 0,215), lo cual permite decir que tiene una distribucion

normal.
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Histograma

Media = 69,71
Desviacion estandar = 5,09
N=7

Frecuencia

65,00 70,00 75,00

Dia del cierre

Figura 36: Frecuencia y media de los dias de cierre de las perforaciones

A continuacion, hemos analizado el tamano medio del area de las perforaciones,

medida en mm?, obteniendo los siguientes resultados:

El dia 56, la media fue de 1,8 mm? (IC 95% 1,52-2,07) con una desviacion estandar de
1,038 (Figura 37). Este dia dispusimos de un tamafio muestral de 57, por lo que el test
estadistico que aplicamos fue el de Kolmogorov-Smirnov, obteniendo un valor no
significativo (p 0,094), lo cual implica que esta variable cuantitativa tiene una distribucion

normal.

Histograma

Media = 1,80
Desviacion estandar = 1,038
N=57

Frecuencia

00 1,00 2,00 3,00 4,00

Tamario Dia 56

Figura 37: Tamafio en mm? de las perforaciones timpanicas el dia 56
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El resto de dias, el tamafo muestral fue inferior a 50. Esto es asi debido a que muchas de
las perforaciones tenian costras o algin material que las cubria total o parcialmente, de
modo que no se podia medir la perforacion. En estos casos, hemos utilizado la prueba de
Shapiro-Wilk para valorar la significacion estadistica y, con ello, la normalidad de la

distribucion.
El dia 60, el tamafio medio de la perforacion fue de 1,96 mm? (IC 95% 1,62-2,30) con

una desviacion estandar de 0,984 (Figura 38) y con una p no significativa (p 0,068), lo

cual permite aceptar la hipotesis de que la variable tiene una distribucién normal.

Histograma

Media = 1,96
Desviacion estandar = ,984
N=35

Frecuencia

00 1,00 2,00 3,00

Tamario Dia 60

Figura 38: Tamafio en mm? de las perforaciones timpanicas el dia 60.

El dia 64, el tamafio medio de la perforacion fue de 1,89 mm? (IC 95% 1,55-2,22) con
una desviacion estandar de 1,054 (Figura 39) y una p significativa (p 0,045), lo cual

permite aceptar la hipotesis de que la variable no tiene una distribucion normal.
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Histograma

Media = 1,89
Desviacion estandar = 1,054
N=41

Frecuencia

00 1,00 2,00 3,00 400

Tamafrio Dia 64

Figura 39: Tamafio en mm? de las perforaciones timpanicas el dia 64

El dia 68, el tamafio medio de las perforaciones fue de 1,70 mm? (IC 95% 1,38-2,01) con
una desviacion estandar de 1,074 (Figura 40) y una p significativa (p 0,028), lo cual

permite decir que no tiene una distribucion normal.

Histograma

Media =1,70
Desviacion estandar = 1,074
N=47

Frecuencia

00 1,00 2,00 3,00

Tamario Dia 68

Figura 40: Tamafo en mm? de las perforaciones timpénicas el dia 68
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El dia 72, el tamafio medio de las perforaciones fue de 1,8 mm? (IC 95% 1,50-2,10) con
una desviacion estandar de 1,008 (Figura 41) y una p significativa (p 0,034), lo cual

permite decir que no tiene una distribucion normal.

Histograma
Media = 1,80

Desviacion estandar = 1,008
N=47

Frecuencia

,00 1,00 2,00 3,00

Tamario Dia72

Figura 41: Tamafio en mm? de las perforaciones timpanicas el dia 72

Por ultimo, el dia 76, el tamafio medio de las perforaciones fue de 1,8 mm? (IC 95% 1,49-
2,10) con una desviacion estandar de 1,146 (Figura 42). Esta vez, al tratarse del Gltimo
dia del estudio, se eliminaron todas las costras o materiales que impidiesen la correcta
visualizacién de la perforacion y se pudieron medir los 57 oidos que participaron en el
estudio, por lo que nuevamente se aplico el test de Kolmogorov-Smirnov que resultd

significativo con una p 0,024, lo cual permite decir que no tiene una distribucion normal.
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Histograma

Media = 1,80
Desviacion estandar = 1,146
N=57

Frecuencia

Tamario Dia 76

Figura 42: Tamafio en mm? de las perforaciones timpanicas el dia 76

Vemos como la media del tamafio de la perforacién coincide en el primer dia y en los
ultimos. Esto se podria explicar por los escasos cierres de las perforaciones que se han
logrado (se detallara méas adelante) y por el aumento de tamafio que se produce tras
reavivar la perforacion el dia 56, de ahi que la media del dia 60 y 64 sea mayor.

Tras aplicar la prueba de Kolmogorov-Smirnov y la de Shapiro-Wilk, vemos que, excepto
los del dia 56 y el 60, el resto de dias tienen una p < 0,05, por lo que se puede decir que

la mayoria no tiene una distribucion normal.

Para simplificar el tamano de las perforaciones, agrupamos a los 57 pacientes en tres

categorias segun si considerabamos el tamaiio de la perforacion como pequeiio,

mediano o grande. Tras analizar estos datos, podemos ver que hay una minoria de 13
perforaciones pequenas (22,81%), 16 perforaciones medianas (28,07%) y una mayoria

de perforaciones grandes en 28 pacientes (49,12%) (Figura 43).
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50

40

30

49,12 %

Porcentaje

20

Pequeno Mediano Grande

Tamario perforacion

Figura 43: Porcentaje de perforaciones segun el tamafio de la perforacion

A continuacién, procedemos a analizar los grupos experimentales y el tratamiento
aplicado en los 57 pacientes anteriores. Asi, 34 pacientes pertenecieron al grupo
experimental con membrana amnidtica (59,65%) y 23 al grupo control (40,35%) (Figura
44).

Porcentaje

59,65 %

Experimental con membrana amniética Control

Grupo experimental

Figura 44: Porcentaje de distribucion segln la pertenencia al grupo experimental o control
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Si dividimos en funcion del grupo de tratamiento, tenemos un total de 11 pacientes
(19,3%) pertenecientes al grupo A, 9 pacientes (15,79%) en el grupo B, 11 pacientes
(19,3%) en el grupo Cy 26 pacientes (45,61%) en el grupo D (Figura 45).

Porcentaje

Grupo A Grupo B Grupo C Grupo D

Grupo tratamiento

Figura 45: Porcentajes de la distribucion del grupo de tratamiento asignado

Dentro de cada uno de estos grupos, existia un subgrupo experimental y otro control. De
este modo, en el grupo A hubo 7 pacientes pertenecientes al grupo experimental
(subgrupo A1) y 4 en el grupo control (A2); dentro del grupo B hubo 6 pacientes en el
grupo experimental (B1) y 3 en el grupo control (B2); dentro del grupo C hubo 7 en el
grupo experimental (C1) y 4 en el control (C2); y dentro del grupo D hubo 14 pacientes
pertenecientes al grupo experimental (D1) y 12 al grupo control (D2). Estos datos se

corresponden con los porcentajes que se muestran en la siguiente grafica (Figura 46):
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Porcentaje

A1l: Reavivar +  A2: Reavi B1: Reavivar + B2 Reavivar + C1:Reavivar+ C2: Reavivar+ D1:Reavivar+ D2 Reavivar +
MA diabolo solo MA diabolo + cutanplast cutanplast cutanplast MA overlay + cutanplast
cutanplast fuera interno + MA interno y cutanplast externo
fuera unederlay + externo externo
cutanplast

externo

Subgrupo tratamiento

Figura 46: Porcentajes de la distribucion del subgrupo de tratamiento asignado

En cuanto a la aparicién de infecciéon, de los 57 pacientes hubo un total de 11 oidos

infectados (19,3%) (Figura 47). Si tenemos en cuenta el total de 74 pacientes iniciales,

hubo 1 méas que fue excluido por la presencia de otorrea el dia 56.

Porcentaje

Infeccion

Figura 47: Porcentaje de oidos infectados en el ensayo
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El dia medio de la aparicion de la infeccion fue el dia 66,18 (IC 95% 61,78 — 70,57)

con una desviacion estandar de 6,539 (Figura 48). Tras aplicar el test estadistico de
Shapiro-Wilk obtenemos un valor significativo (p 0,002) que nos permite decir que no

tiene una distribucion normal.

Histograma

Media = 66,18
Desviacion estandar = 6,539
N=11

Frecuencia

60,00 65,00 70,00 75,00

Dia aparicion infeccion

Figura 48: Frecuencia y media del dia de aparicion de la infeccion

Por ultimo, a 17 pacientes se les aplico tratamiento con antibidtico la semana de antes

de la realizacion de la miringoplastia, lo que supone un 29,8% de los 57 pacientes (Figura

49).

Porcentaje

ATB previo

Figura 49: Porcentaje de aplicacion de tratamiento antibidtico previo.
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5.2 Relacion entre el cierre de las perforaciones y el tipo de tratamiento

recibido

A continuacion, hemos relacionado nuestras principales variables para saber si hay una
dependencia entre ellas. Ya vimos en el apartado anterior que nuestras variables
cuantitativas no tienen una distribucion normal en su mayoria. Ademas,
independientemente de esto, el pequefio tamafio muestral de los distintos grupos, nos lleva
a usar test no paramétricos para su estudio. De este modo, cuando una variable
cuantitativa se relacionaba con una categorica que tenia 2 grupos, hemos utilizado el test
U de Mann-Whitney, y si eran 3 o mas grupos, la prueba de Kruskal Wallis. Cuando hemos
querido ver la independencia entre dos variables cualitativas hemos aplicado el test chi-

cuadrado.

Segun los resultados, se considerara significativo cuando se obtenga una p < 0,05, lo cual
implicard que se puede aceptar la hipdtesis de dependencia entre las variables. Por el
contrario, si sale no significativo (p > 0,05), con un nivel de confianza del 95% podemos

aceptar la hipotesis de independencia entre las variables.

Respecto a esto, tenemos que aclarar que el test chi cuadrado, independientemente de si
obtiene un valor significativo (p < 0,05), no se considera valido cuando no se cumple el
supuesto en el cual no debe haber mas de un 25% de las casillas de la tabla cruzada con
frecuencia inferior o igual a 5. En nuestro estudio, debido al pequefio tamafio muestral,
hemos tenido numerosos test que no podemos considerar validos, como veremos a

continuacion.

La principal pregunta de nuestro estudio es saber si se logran mas cierres de

perforaciones timpanicas tras aplicar el tratamiento con membrana amnidtica

frente al control. El resultado fue que en el grupo de membrana amnioética se cerraron 5

perforaciones de 34 (14,7%), mientras que en el grupo control solo se cerraron 2
perforaciones de 23 (8,7%) (Tabla 8), (Figura 50). Sin embargo, a pesar de que el
porcentaje de cierre sea mayor en el grupo de la membrana amnidtica, no hay diferencias
estadisticamente significativas (p 0,498) con el test Chi-Cuadrado. Tampoco las hay al

corregir con el test de Fisher (p 0,689).
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ULTADO

Tabla 8: Tabla cruzada: grupo experimental — cierre de la perforacion

Recuento

20

Experimental con membrana amnidtica

Grupo experimental

Control

Cierre
Si NO Total
Grupo Experimental con Recuento 5 29 34
experimental membrana amniética 9, dentro de Grupo 14,7% 85,3% | 100,0%
experimental
% dentro de Cierre 71,4% 58,0% 59,6%
Control Recuento 2 21 23
% dentro de Grupo 8,7% 91,3% | 100,0%
experimental
% dentro de Cierre 28,6% 42,0% 40,4%
Total Recuento 7 50 57
% dentro de Grupo 12,3% 87,7% | 100,0%
experimental
% dentro de Cierre 100,0% | 100,0% | 100,0%
30 Cierre
.

Figura 50: Numero de perforaciones cerradas en el grupo de membrana amnidtica y en el

control
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RESULTADO

Si analizamos los cierres producidos segun el grupo de tratamiento al que

pertenecian, observamos lo siguiente: no se produjo ningln cierre en el grupo A (que
incluia MA en diabolo sin cutanplast y su control), se produjo 1 cierre en el grupo B
(11,1%) (que incluia MA en didbolo + cutanplast externo y su control), se produjeron 2
cierres en el grupo C (18,2%) (que incluia MA underlay + cutanplast externo e interno y
su control) y se produjeron 4 cierres en el grupo D (15,4%) (que incluia MA overlay +

cutanplast externo y su control) (Figura 51).

Cierre

Esi
WO

25

20

15

Recuento

10

Grupo A Grupo B Grupo C Grupo D

Grupo tratamiento

Figura 51: Numero de perforaciones cerradas en cada grupo de tratamiento

Dicho de otra forma, de los 7 cierres que se produjeron en total, el 57,1% tuvo lugar en
el grupo D, el 28,6% en el grupo C, y el 14,3% en el grupo B (Tabla 9). Sin embargo, no
hubo diferencias estadisticamente significativas (p 0,544) segun el Chi-cuadrado.

Recalcar que en nuestro caso no es valido el test por el pequefio tamafio muestral.
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Tabla 9: Tabla cruzada: grupo tratamiento — cierre de la perforacion

Cierre
Si NO Total

Grupo tratamiento Grupo A Recuento 0 1 11
% dentro de Grupo tratamiento 0,0% 100,0% 100,0%

% dentro de Cierre 0,0% 22,0% 19,3%

Grupo B Recuento 1 8 9

% dentro de Grupo tratamiento 11,1% 88,9% 100,0%

% dentro de Cierre 14,3% 16,0% 15,8%

Grupo C Recuento 2 9 11

% dentro de Grupo tratamiento 18,2% 81,8% 100,0%

% dentro de Cierre 28,6% 18,0% 19,3%

Grupo D Recuento 4 22 26

% dentro de Grupo tratamiento 15,4% 84,6% 100,0%

% dentro de Cierre 57,1% 44.0% 45,6%

Total Recuento 7 50 57
% dentro de Grupo tratamiento 12,3% 87,7% 100,0%

% dentro de Cierre 100,0% 100,0% 100,0%

Sitenemos en cuenta solamente los grupos en los que hubo cierre de perforaciones (B,

C v D) v los correlacionamos con el tipo de cierre (con membrana amniotica o grupo

control), podemos observar que, en el grupo B, el 100% se cerr6 con membrana
control), p q grup

amnidtica, en el grupo C, el 50% fue con membrana amniotica y el otro 50% del grupo

control, y en el grupo D, el 75% se cerré con membrana amnidtica mientras que un 25%

con el tratamiento del grupo control (Figura 52) (Tabla 10). Aunque observamos que

predomina el cierre con membrana amniotica, no hubo diferencias estadisticamente

significativas (p 0,646) segun el test de Chi-cuadrado. Tampoco es valido en este caso.
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RESULTADOS

3 Tipo cierre

E Membrana amniética
M Control

Recuento

Grupo B Grupo C Grupo D

Grupo tratamiento

Figura 52: Tipo de cierre segln el grupo de tratamiento

Tabla 10: Tabla cruzada: grupo tratamiento — tipo de cierre

Tipo cierre
Membrana

amniética | Control Total
Grupo tratamiento Grupo B Recuento 1 0 1
% dentro de Grupo tratamiento 100,0% 0,0% 100,0%
% dentro de Tipo cierre 20,0% 0,0% 14,3%
Grupo C Recuento 1 1 2
% dentro de Grupo tratamiento 50,0% 50,0% 100,0%
% dentro de Tipo cierre 20,0% 50,0% 28,6%
GrupoD Recuento 3 1 4
% dentro de Grupo tratamiento 75,0% 25,0% 100,0%
% dentro de Tipo cierre 60,0% 50,0% 57,1%
Total Recuento 5 2 7
% dentro de Grupo tratamiento 71,4% 28,6% 100,0%
% dentro de Tipo cierre 100,0% 100,0% 100,0%
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RESULTADC

Por ultimo, analizamos los cierres que tuvieron lugar en funcion del subgrupo de

tratamiento al que pertenecieron y vemos que, el subgrupo que mayor nimero de cierres
tuvo fue el D1 (reavivar + MA overlay + cutanplast externo), con un total de 3 cierres, lo
que supone el 42,9% del total de cierres (Figura 53).

Los otros 4 subgrupos en los que se logro el cierre de la perforacion, con igual
representacion en todos ellos de 1 unico cierre (14,3%), fueron el D2 (reavivar +
cutanplast externo), C1 y C2 (reavivar + cutanplast interno + MA underlay + cutanplast
externo y el control sin MA), y el B1 (reavivar + MA didbolo + cutanplast externo) (Tabla
11).

A pesar de los resultados, no hubo diferencias estadisticamente significativas (p 0,785)

con el test Chi-cuadrado. Debido al tamafio muestral tampoco es valido.

12 Cierre

Esi
WO

10

Recuento

Al A2 B1: B2: c1: C2: D1: D2:
Reavivar + Reavivar Reavivar + Reavivar + Reavivar + Reavivar+ Reavivar+ Reavivar +
MA diabolo solo MA diabolo cutanplast cutanplast cutanplast MA overlay cutanplast

+ fuera interno + interno y + externo
cutanplast MA externo cutanplast
fuera unederlay + externo
cutanplast

externo

Subgrupo tratamiento

Figura 53: Tipo de cierre segln el grupo de tratamiento
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Tabla 11: Tabla cruzada: subgrupo de tratamiento — tipo de cierre

Cierre
Si NO Total

Subgrupo A1: Reavivar + MA diabolo Recuento 0 7 7

tratamiento % dentro de Subgrupo 0,0% | 100,0% | 100,0%
tratamiento

% dentro de Cierre 0,0%| 14,0%| 12,3%

A2: Reavivar solo Recuento 0 4 4

% dentro de Subgrupo 0,0% | 100,0% | 100,0%
tratamiento

% dentro de Cierre 0,0% 8,0% 7,0%

B1: Reavivar + MA diabolo + Recuento 1 5 6

cutanplast externo % dentro de Subgrupo 16,7% | 83,3% | 100,0%
tratamiento

% dentro de Cierre 14,3%| 10,0%| 10,5%

B2: Reavivar + cutanplast Recuento 0 3 3

externo % dentro de Subgrupo 0,0% [ 100,0% | 100,0%
tratamiento

% dentro de Cierre 0,0% 6,0% 5,3%

C1: Reavivar + cutanplast Recuento 1 6 7

interno + MA unederlay + % dentro de Subgrupo | 14,3%| 85,7% | 100,0%
cutanplast externo tratamiento

% dentro de Cierre 14,3% | 12,0%| 12,3%

C2: Reavivar + cutanplast Recuento 1 3 4

interno y externo % dentro de Subgrupo 25,0% | 75,0% | 100,0%
tratamiento

% dentro de Cierre 14,3% 6,0% 7,0%

D1: Reavivar + MA overlay + Recuento 3 11 14

cutanplast externo % dentro de Subgrupo 21,4% | 78,6% | 100,0%
tratamiento

% dentro de Cierre 429% | 22,0%| 24,6%

D2: Reavivar + cutanplast Recuento 1 11 12

externo % dentro de Subgrupo 8,3% | 91,7% | 100,0%
tratamiento

% dentro de Cierre 14,3% | 22,0%| 21,1%

Total Recuento 7 50 57

% dentro de Subgrupo 12,3% | 87,7% | 100,0%
tratamiento

% dentro de Cierre 100,0% | 100,0% | 100,0%
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5.3 Relacion entre el tamaiio de las perforaciones con otras variables

En este apartado pretendemos ver, en primer lugar, si el tamafio de la perforacion

influye en el cierre de la misma. En la primera tabla que se muestra a continuacion

(Tabla 12), podemos ver que de las 7 perforaciones que se cerraron, 6 de ellas eran de
tamafio pequefio (85,7%) y 1 era de tamafio mediano (14,3%), no habiéndose producido
el cierre de ninguna de las perforaciones grandes (Figura 54).

Esta vez si hubo diferencias estadisticamente significativas (p 0,000) con el Chi-cuadraro,

a pesar de que no puede ser considerado valido este test.

Tabla 12: Tabla cruzada: subgrupo de tratamiento — tipo de cierre

Tamaiio perforaciéon Total
Pequeino | Mediano Grande

Cierre Si  Recuento 6 1 0 7
% dentro de Cierre 85,7% 14,3% 0,0% 100,0%

% dentro de Tamafio perforacion 46,2% 6,3% 0,0% 12,3%

NO Recuento 7 15 28 50

% dentro de Cierre 14,0% 30,0% 56,0% 100,0%

% dentro de Tamafio perforacion 53,8% 93,8% 100,0% 87,7%

Total Recuento 13 16 28 57
% dentro de Cierre 22,8% 28,1% 49,1% 100,0%

% dentro de Tamafio perforacion 100,0% 100,0% 100,0% 100,0%
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RESULTADOS

30 Tamario
perforacion

EPequeiio
[l Vediano
M Grande

Recuento

Cierre

Figura 54: Numero de perforaciones cerradas en funcion del tamafio de la perforacion

Por otro lado, si relacionamos el tamaiio de las perforaciones con el grupo

experimental al que pertenecian, podemos ver que el grupo de membrana amniotica
estaba compuesto por un 23,5% de perforaciones pequefias, un 35,3% de perforaciones
medianas y un 41,2% de perforaciones grandes, mientras que en el grupo control habia
un 21,7% de perforaciones pequenias, un 17,4% de perforaciones medianas y un 60,9%

de perforaciones grandes (Figura 55).

Tamario
perforacion

EPequedio
W Mediano
M Grande

Recuento

0
Experimental con membrana amniética Control

Grupo experimental

Figura 55: Numero de perforaciones cerradas en funcion del tamafio de la perforacion
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Dicho de otra forma, el tratamiento con membrana amniotica se le aplico al 61,5% de las
perforaciones pequenas, al 75,3% de las perforaciones medianas y al 50% de las
perforaciones grandes, mientras que el tratamiento con el grupo control se le aplico al
38,5% de las perforaciones pequenias, al 25% de las perforaciones medianas y al 50 % de
las perforaciones grandes (Tabla 13).

Esto nos muestra que, excepto en el grupo de perforaciones grandes, donde el reparto si
fue simétrico, en los otros dos grupos hubo un predominio de tratamiento con membrana
amnidtica. Aun asi, no se observaron diferencias estadisticamente significativas (p 0,263)

segun el test Chi-cuadrado.

Tabla 13: Tabla cruzada: grupo experimental — tamafio de la perforacién

Tamano perforacion

Pequeiio | Mediano | Grande | Total

Grupo Experimental con Recuento 8 12 14 34
experimental ~ membrana amniética ¢, dentro de Grupo 235%| 35,3%| 41,2%|100,0%
experimental
% dentro de 61,5% 75,0% | 50,0%| 59,6%

Tamafo perforacion

Control Recuento 5 4 14 23
% dentro de Grupo 21,7% 17,4%| 60,9% | 100,0%

experimental

% dentro de 38,5% 25,0%| 50,0%| 40,4%
Tamafo perforacion
Total Recuento 13 16 28 57

% dentro de Grupo 22,8% 28,1% | 49,1%|100,0%

experimental

% dentro de 100,0% | 100,0% | 100,0% | 100,0%

Tamafo perforacion

Si ahora relacionamos el tamaio de la perforacion con el grupo de tratamiento, vemos

como el grupo D es el que mayor porcentaje de perforaciones pequefias tiene, con un
34,6%, seguido del grupo C, con un 18,2%, seguido del grupo B, con un 11,1% y
terminando con el grupo A, que tan solo tiene un 9,1% (Tabla 14).

Dicho de otro modo, del total de perforaciones pequeiias, el 69,2% pertenecian al grupo

D, el 15,4% al grupo C, el 7,7% al grupo B y el otro 7,7% al grupo A.
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No hay diferencias significativas (p 0,553) tras aplicar el test Chi-cuadrado, aunque éste
no es valido.

En la Figura 56 podemos observar de un modo mas visual el nimero de perforaciones
agrupadas por tamafos (pequefia, mediana o grande) en cada uno de los grupos de

tratamiento.

Tabla 14: Tabla cruzada: grupo experimental — tamaiio de la perforacion

Tamano perforacion

Pequeino | Mediano | Grande | Total

Grupo Grupo Recuento 1 4 6 11
tratamiento A % dentro de Grupo tratamiento 9,1% 36,4%| 54,5% | 100,0%
% dentro de Tamafio perforacion 7,7% 25,0% 21,4% | 19,3%

Grupo Recuento 1 2 6 9

B % dentro de Grupo tratamiento 11,1% 22,2% 66,7% | 100,0%

% dentro de Tamafio perforacion 7,7% 12,5% 21,4% | 15,8%

Grupo Recuento 2 4 5 11

c % dentro de Grupo tratamiento 18,2% 36,4% 45,5% | 100,0%

% dentro de Tamafio perforacion 15,4% 25,0% 17,9% | 19,3%

Grupo Recuento 9 6 1 26
D % dentro de Grupo tratamiento 34,6% 23,1% 42,3% | 100,0%
% dentro de Tamafio perforacion 69,2% 37,5% 39,3% | 45,6%

Total Recuento 13 16 28 57
% dentro de Grupo tratamiento 22,8% 28,1% 49.1% | 100,0%
% dentro de Tamafio perforacion 100,0% 100,0% | 100,0% | 100,0%
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RESULTADOS

Tamano
perforacion

EPequedio
[l Mediano
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Recuento

Grupo A Grupo B Grupo C Grupo D

Grupo tratamiento

Figura 56: Numero de perforaciones en funcion de su tamafio en cada grupo de tratamiento

Si miramos hacia atrds y comparamos estos datos con los de el porcentaje de cierre
obtenido en funcidn del grupo de tratamiento, podemos recordar como el 57,1% de los
casos de cierre tuvieron lugar en el grupo D, que coincide con el grupo que mayor
porcentaje de perforaciones pequeiias tiene (34,6%) y, en segundo lugar, el 28,6% de
los cierres pertenecian al grupo C, coincidiendo con el segundo grupo con mayor

porcentaje de perforaciones pequetias (18,2%).

Esto nos ha llevado a correlacionar las tres variables (Cierre-Tamaiio de

perforacion- Grupo de tratamiento) para saber si realmente existe una correlacion

entre ellas. De este modo, en cada grupo de tratamiento (A, B, C y D) se ha relacionado
el tamafo de la perforacion con la presencia de cierre, obteniendo la tabla que se

muestra a continuacion (Tabla 15).
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Tabla 15: Tabla cruzada: grupo tratamiento — tamafo de la perforacion — cierre de la perforacion

Cierre

Grupo tratamiento Si NO Total
Grupo Tamaiio Pequeio Recuento 1 1
A perforacion % dentro de Tamario perforacion 100,0% | 100,0%
% dentro de Cierre 9.1% 9.1%
Mediano Recuento 4 4
% dentro de Tamafio perforacion 100,0% | 100,0%
% dentro de Cierre 36,4% | 36,4%
Grande Recuento 6 6
% dentro de Tamafio perforacion 100,0% | 100,0%
% dentro de Cierre 54.5% | 54,5%
Total Recuento 11 11
% dentro de Tamafio perforacion 100,0% | 100,0%
% dentro de Cierre 100,0% | 100,0%
Grupo Tamaiio Pequeio Recuento 1 0 1
B perforacion % dentro de Tamario perforacion 100,0% 0,0% | 100,0%
% dentro de Cierre 100,0% 0,0%| 11,1%
Mediano Recuento 0 2 2
% dentro de Tamafio perforacion 0,0% | 100,0% | 100,0%
% dentro de Cierre 0,0%| 25,0%| 22,2%
Grande Recuento 0 6 6
% dentro de Tamafio perforacion 0,0% | 100,0% | 100,0%
% dentro de Cierre 0,0%| 75,0% | 66,7%
Total Recuento 1 8 9
% dentro de Tamafio perforacion 11,17% | 88,9% | 100,0%
% dentro de Cierre 100,0% | 100,0% | 100,0%
Grupo Tamaiio Pequeio Recuento 1 1 2
[of perforacion % dentro de Tamario perforacion 50,0%| 50,0% | 100,0%
% dentro de Cierre 50,0%| 11,1% ]| 18,2%
Mediano Recuento 1 3 4
% dentro de Tamafio perforacion 25,0% | 75,0% | 100,0%
% dentro de Cierre 50,0%| 33,3%| 36,4%
Grande Recuento 0 5 5
% dentro de Tamafio perforacion 0,0% | 100,0% | 100,0%
% dentro de Cierre 0,0%| 55,6%| 45,5%
Total Recuento 2 9 11
% dentro de Tamafio perforacion 18,2% | 81,8% | 100,0%
% dentro de Cierre 100,0% | 100,0% | 100,0%
Pequeio Recuento 4 5 9
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Grupo Tamaiio % dentro de Tamafio perforacion 44 4% | 55,6% | 100,0%
D perforacion % dentro de Cierre 100,0% | 22,7% | 34,6%
Mediano Recuento 0 6 6

% dentro de Tamafio perforacion 0,0% | 100,0% | 100,0%

% dentro de Cierre 0,0%| 27,3%| 23,1%

Grande Recuento 0 1 1

% dentro de Tamafio perforacion 0,0% | 100,0% | 100,0%

% dentro de Cierre 0,0%| 50,0%| 42,3%

Total Recuento 4 22 26

% dentro de Tamafio perforacion 15,4% | 84,6% | 100,0%

% dentro de Cierre 100,0% | 100,0% | 100,0%

Total Tamafo Pequefio Recuento 6 7 13
perforacion % dentro de Tamafio perforacion 46,2% | 53,8% | 100,0%

% dentro de Cierre 85, 7% | 14,0%| 22,8%

Mediano Recuento 1 15 16

% dentro de Tamafio perforacion 6,3% | 93,8% | 100,0%

% dentro de Cierre 14,3% | 30,0%| 28,1%

Grande Recuento 0 28 28

% dentro de Tamafio perforacion 0,0% | 100,0% | 100,0%

% dentro de Cierre 0,0%| 56,0%| 49,1%

Total Recuento 7 50 57

% dentro de Tamafio perforacion 12,3% | 87,7% | 100,0%

% dentro de Cierre 100,0% | 100,0% | 100,0%

Con el test Chi-cuadrado obtuvimos un resultado global significativo (p 0,000) y si lo
analizamos por grupos obtenemos una p significativa en el grupo B (p 0,011) y en el
grupo D (p 0,012), no siendo significativa en el grupo C (p 0,273).

Por lo tanto, se puede decir que hay una relacion entre los cierres producidos en los
grupos B y D que coincide con presencia de perforaciones de menor tamafo.

Debemos recordar que el test no es valido.
A continuacion, podemos ver la representacion grafica de esta relacion entre el tamafo

de la perforacion en cada grupo de tratamiento y si tuvo lugar o no el cierre de la

perforacion (Figuras 57, 58 y 59).
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RESULTADOS

Grupo tratamiento=Grupo B

& Cierre

Esi
Eno

Recuento

Pequefo Mediano Grande

Tamano perforacion

Figura 57: Numero de perforaciones cerradas en funcion de su tamafio en el grupo B

Grupo tratamiento=Grupo C

5 Cierre

M si
Wno

Recuento

Pequefio Mediano Grande

Tamario perforacion

Figura 58: Numero de perforaciones cerradas en funcion de su tamafio en el grupo C
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Grupo tratamiento=Grupo D

12 Cierre

Esi
Eno

Recuento

Pequefio Mediano Grande

Tamario perforacion

Figura 59: Numero de perforaciones cerradas en funcion de su tamafio en el grupo B

Por lo tanto, con lo visto hasta ahora, podemos decir que hay una relacion entre el cierre
de la perforacion con el tamafio de la perforacion, pero no hemos podido demostrar

dependencia con el grupo de tratamiento ni el grupo experimental (MA o control).

Si ahora relacionamos los valores cuantitativos del tamafo de las perforaciones de

cada dia del ensayo con el grupo experimental al que pertenecian, vemos que hay una

tendencia a una media de menor tamafo en el grupo de membrana amnidtica respecto al
grupo control excepto en el primer dia, en el cual la media del grupo de membrana
amniotica es ligeramente superior (1,83 mm?) a la del grupo control (1,75 mm?) (Figura

60) (Tabla 16).
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Grupo experimental
W Experimental con membrana amniética

25 M Control

Tamaiio Tamafio Tamaiio Tamafio Tamano Tamafio
Dia 56 Dia 60 Dia 64 Dia 68 Dia 72 Dia 76

Figura 60: Tamafio medio de las perforaciones segun el dia del ensayo y el grupo experimental

Tabla 16: Tabla cruzada: grupo experimental — tamafio medio de la perforacion por dias

Tamano | Tamano | Tamano | Tamano | Tamaino | Tamaino
Dia56 | Dia60 | Dia64 | Dia68 | Dia72 | Dia76
Grupo Experimental Media 1,83 1,86 1,81 1,53 1,75 1,78
experimental con Desviacién 1,10 ,96 1,12 1,14 1,09 1,26
membrana  estandar
amniotica o5 o oL 1,45 1,38 1,31 1,08 1,32 1,34
inferior
95,0% CL 2,22 2,33 2,32 1,98 2,18 2,22
superior
Control Media 1,75 2,07 1,97 1,92 1,88 1,83
Desviacién ,96 1,03 1,01 ,96 ,91 ,99
estandar
95,0% CL 1,34 1,54 1,50 1,48 1,45 1,41
inferior
95,0% CL 2,17 2,60 2,44 2,37 2,30 2,26
superior
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RESULTADOS

Pese a la tendencia observada de un menor tamafio en el grupo de membrana amnidtica,
tras aplicar el test de U de Mann-Whitney, no se observaron diferencias estadisticamente
significativas (p 0,864 el dia 56; p 0,466 el dia 60; p 0,637 el dia 64; p 0,211 el dia 68; p
0,863 el dia 72; y p 0,857 el dia 76).

Si hacemos lo mismo, pero relacionandolo con el grupo de tratamiento, podemos ver

que el grupo B es el que tenia una media de tamafio de la perforacion mas grande en todos
los dias, seguido del grupo A, seguido del grupo C y, por ultimo, el grupo D, que es el
que tiene un tamafio medio menor. En la grafica se puede ver el tamafio medio expresado
en mm? en cada grupo y dia (Figura 61). Del mismo modo, en la Tabla 17 podemos ver
todos los datos.

Tras aplicar la prueba de Kruskal Wallis, observamos un resultado estadisticamente
significativo en los dias 72 (p 0,018) y 76 (p 0,041). No hay diferencias estadisticamente
significativas el resto de dias (p 0,305 el dia 56; p 0,250 el dia 60; p 0,176 el dia 64; y p
0197 el dia 68)

Grupo
tratamiento
3 M Grupo A
M Grupo B
M Grupo C
W Grupo D

Tamario Dia 56 Tamario Dia 60 Tamario Dia 64 Tamario Dia 68 Tamario Dia 72 Tamario Dia 76

Figura 61: Tamafio medio de las perforaciones segun el dia del ensayo y el grupo de

tratamiento
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Tabla 17: Tabla cruzada: grupo tratamiento — tamafio medio de la perforacion por dias

Tamafo | Tamano | Tamaiio | Tamafo | Tamafio | Tamaiio

Dia 56 Dia60 | Dia64 | Dia68 | Dia72 | Dia76

Grupo Grupo Media 1,89 2,29 2,26 1,79 2,18 2,44

tratamiento A Desviacién 1,00 1,30 98 1,31 82 1,19
estandar

95,0% CL inferior 1,22 ,67 1,23 79 1,49 1,64

95,0% CL 2,57 3,90 3,29 2,80 2,86 3,24
superior

Grupo Media 2,27 2,52 2,42 2,30 2,59 2,28

B Desviacion ,96 1,01 1,35 1,26 1,14 1,16
estandar

95,0% CL inferior 1,54 ,92 74 1,13 1,53 1,39

95,0% CL 3,01 4,12 4,09 3,47 3,64 3,18
superior

Grupo Media 1,81 2,22 2,07 1,85 1,81 1,64

c Desviacion ,94 ,99 1,18 ,94 ,89 1,01
estandar

95,0% CL inferior 1,18 ,99 1,09 1,06 1,13 ,96

95,0% CL 2,44 3,44 3,06 2,63 2,50 2,33
superior

Grupo Media 1,59 1,72 1,60 1,42 1,43 1,43

D Desviacion 1,11 ,89 ,93 ,93 ,93 1,05
estandar

95,0% CL inferior 1,15 1,31 1,19 1,02 1,03 1,01

95,0% CL 2,04 212 2,02 1,82 1,84 1,86
superior

5.4 Relacion entre la presencia de infeccion y el uso de antibiodtico previo

con otras variables

Otro dato que hemos querido analizar es si ha influido el tipo de grupo experimental en

la_presencia de infecciones. Hemos tenido 6 infecciones en el grupo de membrana

amnidtica (17,6%) y 5 en el grupo control (21,7%) (Tabla 18) (Figura 62), sin obtener

diferencias estadisticamente significativas (p 0,701) tras aplicar el test Chi-cuadrado.
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Tabla 18: Tabla cruzada: grupo experimental — presencia de infeccion

Infeccién
Si NO Total
Grupo Experimental Recuento 6 28 34
experimental con membrana 9, dentro de Grupo experimental 17,6%| 82,4%| 100,0%
amnioética
% dentro de Infeccion 54,5% 60,9% 59,6%
Control Recuento 5 18 23
% dentro de Grupo experimental 21,7% 78,3% | 100,0%
% dentro de Infeccion 45,5% 39,1% 40,4%
Total Recuento 11 46 57
% dentro de Grupo experimental 19,3% 80,7% | 100,0%
% dentro de Infeccion 100,0% | 100,0% | 100,0%
30 Infeccion
Esi
mnNO

20

Recuento

Experimental con membrana amnidtica Control

Grupo experimental

Figura 62: Numero de infecciones en el grupo de membrana amnidtica y en el grupo control

Si relacionamos la presencia de infeccion con el tamaiio de la perforacion, podemos

ver que, del total de 11 oidos infectados, 8 pertenecian a perforaciones grandes (72,7%),
2 a perforaciones medianas (18,2%) y tan solo habia 1 infeccion en una perforacion

pequena (9,1%) (Figura 63) (Tablal9). Parece que hay una tendencia a tener mas

-126 -




infecciones cuanto mayor es la perforacion, sin embargo, tras aplicar el test Chi-cuadrado,

no se han observado diferencias estadisticamente significativas (p 0,208). Nuevamente,

no podemos considerar valido el test ya que no se cumple el supuesto en el cual no debe

haber mas de un 25% de las casillas de la tabla cruzada con frecuencia inferior o igual a

5.

Recuento

Infeccion

Tamario
perforacion

EPequefio
W Mediano
M Grande

Figura 63: Numero de infecciones en funcion el tamafo de la perforacion

Tabla 19: Tabla cruzada: presencia infeccion — tamario de la perforacion

Tamano perforacion
Pequeino | Mediano | Grande Total
Infecciéon  Si Recuento 1 2 8 11
% dentro de Infeccion 9,1% 18,2% 72,7% 100,0%
% dentro de Tamafio 7,7% 12,5% 28,6% 19,3%
perforacion
NO Recuento 12 14 20 46
% dentro de Infeccion 26,1% 30,4% 43,5% 100,0%
% dentro de Tamafio 92,3% 87,5% 71,4% 80,7%
perforacion
Total Recuento 13 16 28 57
% dentro de Infeccion 22,8% 28,1% 49,1% 100,0%
% dentro de Tamario 100,0% 100,0% | 100,0% 100,0%
perforacion
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RESULTADOS

En cuanto al uso de antibidtico previo al dia de la miringoplastia (justificado por la

presencia de infeccion la semana de antes), también vemos una tendencia a un mayor uso
del antibiotico en las perforaciones grandes (Figura 64). Vemos como el antibidtico se
aplico a un total de 17 pacientes de los cuales, 7 eran perforaciones grandes (41,2%), 6
perforaciones medianas (35,3%) y 4 perforaciones pequefias (23,5%) (Tabla 20).

Tras aplicar el test Chi-cuadrado, tampoco se han observado diferencias estadisticamente

significativas (p 0,681). El test tampoco es valido.

Tamario
perforacion

EpPequefio
M Mediano
M Grande

25

20

Recuento

ATB previo

Figura 63: Uso de antibiotico en funcion del tamafio de la perforacion
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Tabla 20: Tabla cruzada: Uso de antibidtico previo — Tamafio de la perforacion

Tamano perforacion
Pequeio | Mediano Grande Total
ATB previo Si Recuento 4 6 7 17
% dentro de ATB previo 23,5% 35,3% 41,2% 100,0%
% dentro de Tamano 30,8% 37,5% 25,0% 29,8%
perforacion
NO Recuento 9 10 21 40
% dentro de ATB previo 22,5% 25,0% 52,5% 100,0%
% dentro de Tamano 69,2% 62,5% 75,0% 70,2%
perforacion
Total Recuento 13 16 28 57
% dentro de ATB previo 22,8% 28,1% 49,1% 100,0%
% dentro de Tamafio 100,0% 100,0% 100,0% 100,0%
perforacion

Si ahora relacionamos el uso de antibidtico con la presencia de infeccion, podemos

ver que, de los 11 pacientes que presentaron infeccion, 7 de ellos (63,6%) no habian
recibido tratamiento antibidtico previo. También podemos ver que de 17 pacientes que
recibieron antibidtico, solo presentaron infeccion 4 de ellos (23,5%) (Figura 64). Por lo
tanto, la mayoria de los pacientes que presentaron infeccion no habian recibido antibidtico
previo y solo una minoria de los que llevo antibidtico acabd desarrollando infeccion. Sin
embargo, también podemos decir que, de los 40 pacientes del grupo que no llevo
tratamiento antibiotico, la mayoria no presentd infeccion (82,5%) (Tabla 21).

Por lo tanto y tras aplicar el test estadistico de Chi-cuadrado, se puede decir que no hay
una relacion entre el uso de antibidtico previo a la miringoplastia y la aparicion de
infeccion, ya que no hemos obtenido unos resultados estadisticamente significativos (p

0,598).
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Recuento

ATB previo

Grafico de barras

Infeccion

Esi
Eno

Figura 64: Numero de infecciones en funcion del uso de antibidtico

Tabla 21: Tabla cruzada: Uso de antibiotico previo — Tamano de la perforacion

Infeccidn
Si NO Total

ATB previo  Si Recuento 4 13 17
% dentro de ATB previo 23,5% 76,5% 100,0%

% dentro de Infeccion 36,4% 28,3% 29,8%

NO Recuento 7 33 40

% dentro de ATB previo 17,5% 82,5% 100,0%

% dentro de Infeccion 63,6% 71,7% 70,2%

Total Recuento 11 46 57
% dentro de ATB previo 19,3% 80,7% 100,0%

% dentro de Infeccion 100,0% 100,0% 100,0%

Si ahora relacionamos el uso de antibiotico previo con el cierre de las perforaciones

timpanicas, observamos que de 7 perforaciones que se cerraron, tan solo 1 habia recibido

antibidtico previo (14,3%) (Figura 65), mientras que de las 50 perforaciones que

permanecieron abiertas, 16 habian recibido antibiotico previo (32%) (Tabla 22).

No hubo diferencias estadisticamente significativas con el test Chi-cuadrado (p 0,337).

Al no ser valido y tratarse de una tabla 2x2, aplicamos el test de Fisher y tampoco hubo
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diferencias estadisticamente significativas (p 0,662), por lo que podemos aceptar la

hipotesis de independencia entre las variables con un nivel de confianza del 95%.

Recuento

Grafico de barras

ATB previo

Cierre

HEsi
Hno

Figura 65: Numero de cierres de perforaciones en funcion del uso de antibidtico

Tabla 22: Tabla cruzada: Uso de antibiotico previo — Cierre de la perforacion

Cierre
Si NO Total

ATB previo  Si Recuento 1 16 17
% dentro de ATB previo 5,9% 94,1% 100,0%

% dentro de Cierre 14,3% 32,0% 29,8%

NO Recuento 6 34 40

% dentro de ATB previo 15,0% 85,0% 100,0%

% dentro de Cierre 85,7% 68,0% 70,2%

Total Recuento 7 50 57
% dentro de ATB previo 12,3% 87,7% 100,0%

% dentro de Cierre 100,0% 100,0% 100,0%
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5.5 Resultado del estudio histopatologico

En cuanto al estudio histopatologico, cabe destacar las grandes dificultades que hemos
tenido desde el principio para su realizacion, comenzando con el proceso de extraccion
de gran complejidad técnica para obtener la totalidad de la membrana timpénica sin
fragmentarla accidentalmente, asi como para posteriormente logar una correcta
orientacion de la pieza, y finalizando con la dificultad para la realizacion de los cortes

con el micrétomo sin dafiar el tejido.

Por todo esto, son muy pocos los fragmentos ttiles que hemos podido obtener y tan solo
vamos a ejemplificar cada uno de los tipos de cierre producido: cierre espontaneo (tras
realizar la perforacion timpanica, consecuencia del fracaso de la cronificacion), cierre en

el grupo de membrana amniotica y cierre en el grupo control.

En primer lugar, como ejemplo del cierre espontaneo, exponemos el resultado del estudio

del timpano del paciente numero 51, que se corresponde con el oido izquierdo de la rata

numero 26. El aspecto macroscopico puede observarse en la Figura 66.

Figura 66: Oido izquierdo de rata n® 26

Por otro lado, en la Figura 67 se muestra un corte microscopico (15x) en el que podemos
observar claramente una diferencia entre la zona de timpano normal (N) y la zona donde
se ha reparado la perforacion espontaneamente (asterisco), que se caracteriza por la

presencia de un tejido conectivo cicatricial bien conformado.
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/

CONDUCTO AUDITIVO EXTERNO

OIDO MEDIO

100 um
(SR |

Figura 67: Corte histoldgico de cierre espontaneo de perforacion timpanica (15x)

Si observamos al detalle el mismo corte con un mayor aumento (40x), vemos como la
region de la cicatriz (del cierre) estd conformada por una zona de tejido conectivo denso

modelado (TC) con escasos fibroblastos (Figura 68).

CONDUCTO AUDITIVO EXTERNO

Figura 68: Corte histoldgico de cierre espontaneo de perforacion timpanica (40x)
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En segundo lugar, como ejemplo del cierre con membrana amniotica, exponemos el
resultado del estudio del timpano del paciente numero 54, que se corresponde con el oido

derecho de la rata naimero 27. El aspecto macroscopico puede observarse en la Figura 69.

Figura 69: Oido derecho de rata n°27

En la Figura 70 se muestra un corte microscopico (15x) en el que se observa un aumento
de grosor de la membrana a la altura del cierre del defecto, conformando un tejido
conectivo mas celularizado (asterico). Se observa también debris (restos) de un material
acidofilo y homogéneo adheridos a la cara externa de la membrana reparada

(presumiblemente restos de membrana desvitalizados.

OIDO MEDIO

CONDUCTO AUDITIVO EXTERNO

Figura 70: Corte histologico de cierre con membrana amnidtica de perforacion timpanica (15x)
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Al observar al detalle la zona reparada en el mismo corte con un mayor aumento (40x),

vemos que se trata de un tejido conectivo (TC) bien conformado, con abundantes

fibroblastos (cabeza de flecha) en la zona de reparacion (Figura 71).

OIDO MEDIO

CONDUCTO AUDITIVO EXTERNO 2

Figura 71: Corte histologico de cierre con membrana amnidtica de perforacion timpanica (40x)

En tercer lugar, como ejemplo del cierre con cutanplast, exponemos el resultado del
estudio del timpano del paciente nimero 49, que se corresponde con el oido izquierdo de

la rata namero 25. El aspecto macroscopico puede observarse en la Figura 72.

Figura 72: Oido izquierdo de rata n°27
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En este oido del grupo control cerrado con cutanplast, podemos ver en el corte
microscopico (15x) (Figura 73) una membrana reparada de un grosor mas evidente en
comparacion con las anteriores, conformando un tejido conectivo denso modelado muy

evidente (asteriscos). Sin embargo, también se evidencian algunas zonas puntuales de

calcificacion distréfica, que son depositos inespecificos de calcio (flecha).

OIDO MEDIO

CONDUCTO AUDITIVO EXTERNO

100 ym

Figura 73: Corte histologico de cierre con membrana amnidtica de perforacion timpanica (15x)

Si observamos este corte al detalle (40x) (Figura 40), podemos apreciar una pared
timpanica con un tejido conectivo bien conformado, con mayor celularidad y que induce
a un evidente aumento de su grosor. Se observa ademas depositos de calcio inespecificos

(flecha) (Figura 74).
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OIDO MEDIO

CONDUCTO AUDITIVO EXTERNO

Soum

—

Figura 74: Corte histologico de cierre con membrana amnidtica de perforacion timpanica (40x)

A continuacidon, muestro una imagen de un timpano normal junto con las tres imagenes

macroscopicas y microscopicas (40x) para comparar con mayor facilidad (Figura 75 y

76).

Figura 75: Arriba a izquierda timpano normal y a la derecha cierre espontaneo. Abajo a la

izquierda cierre con membrana amnidtica y a la derecha cierre con cutanplast
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CONDUCTO AUDITIVO EXTERNO

CONDUCTO AUDITIVO EXTERNO

0OIDO MEDIO

0IDO MEDIO

CONDUCTO AUDITIVO |
CONDUCTO AUDITIVO EXTERNO .

Figura 76: Arriba a la izquierda membrana timpanica normal y a la derecha cierre espontaneo.

Abajo a la izquierda cierre con membrana amnidtica y a la derecha cierre con cutanplast

Resumiendo, lo que se evidencia a grandes rasgos es que el cierre espontaneo induce una
cicatriz conectiva en la zona del defecto, mientras que con la membrana amnidtica y el
cutanplast la reparaciéon es mas uniforme, si bien aparentemente induce un ligero
engrosamiento de la membrana timpanica en ambos casos. Cabe destacar que en el control
la calidad de la reparacion con cutanplast es bastante peor en comparacion con la
membrana amniotica, induciendo incluso la aparicion de depositos inespecificos de

calcio, caracteristica frecuente cuando aparecen fenomenos inflamatorios mas acusado
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6. DISCUSION






6.1 Consideraciones acerca de las caracteristicas y la conservacion de la

membrana amniotica

A dia de hoy, se puede decir que la membrana amniotica es un material ampliamente
aceptado y utilizado en distintos campos de la medicina, destacando por sus numerosas
propiedades como son facilitar una adecuada reepiteliazcion tisular, su escasa
inmunogenidad, la presencia de propiedades antiinflamatorias, antifibréticas y

antibacetiranas entre otras, como se ha comentado con anterioridad (115, 116).

A lo largo de la historia se han descrito muchos métodos para la esterilizacion y
conservacion de la membrana amniotica. En los primeros trabajos descritos, inicamente
se conservaba el tejido con solucion salina (144,159). El problema radicaba en la
presencia de contaminacion de la membrana por crecimiento bacteriano.

En otras ocasiones se esterilizaba con la autoclave o se hervia (116,121).

También se ha buscado su preservacion por medio de la deshidratacion, destacando el
trabajo de Rao y Chandrasekharan en 1981, en el que deshidrataron la membrana
amnidtica a temperatura ambiente y completaron el proceso de esterilizacién con el uso

de radiacion ultravioleta o gamma (160).

Algunos autores proponen el uso de membrana amniotica en fresco, sin que haya sido
sometida a un proceso de conservacion (145,146), aunque actualmente se considera que

no presenta ventajas clinicas mientras que si supone un aumento del riesgo de infecciones.

Como ya comentamos, los métodos de conservacion llevados a cabo en la actualidad con
mas frecuencia son la criopreservacion y la liofilizacion de la membrana amniotica.

En un estudio llevado a cabo por Rodriguez-Ares y colaboradores en 2009 se compard la
conservacion de membrana amniotica liofilizada y criopreservada.

Observaron que con la liofilizacion se produce un mayor adelgazamiento de la lamina
basal (Figura 77) asi como mayor presencia de vacuolas intracitoplasmaticas. También
produce una mayor pérdida de proteinas y factores de crecimiento respecto a la

criopreservada. Con todo esto, concluyeron que la criopreservacion se considera el mejor
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método de conservacion para la membrana amniotica, aunque con la liofilizacion se
mantiene una adecuada estructura de la membrana y puede ser especialmente util para las
situaciones en las que no se disponga de la infraestructura necesaria para el

almacenamiento y transporte de la membrana criopreservada (161).

3
'Y
]
s
.

Figura 77 : Se observa un mayor grosor de la membrana basal en la membrana amnidtica

criopreservada (A) respecto a la liofilizada (B) (161).

Fouad et al (138) utilizaron membrana amniética criopreservada para la realizacion de
miringoplastias. Para su obtencion, la placenta donante se enjuagaba con una solucion
salina balanceada (BSS) y se trataba con una solucién antibidtica que contenia penicilina,
estreptomicina, neomicina y amfotericina B durante 24 horas. Después se separaba la
membrana amniética de la coridnica y se almacenaba en glicerol al 50% a -80°C. La
membrana se descongelaba inmediatamente antes de su uso, debiendo estar para ello a
temperatura ambiente durante 10 minutos y, posteriormente, se enjuagaba con suero

salino.

En nuestro estudio, también hemos utilizado membrana amnidtica criopreservada a —
80°C, aunque con algunas diferencias. En nuestro caso, se congelaba sobre una lamina de
nitrocelulosa y se conservaba en una mezcla crioprotectora compuesta por 9 ml de
albiimina humana (15%), 9 ml de DMSO (15%) y 42 ml de medio de cultivo TC-199.

Previamente habia sido tratada con una solucién antibidtica compuesta por una
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combinacion de cotrimoxazol 48 mg (0,3 ml), tobramicina 50 mg (1ml) y vancomicina
50 mg (1 ml).

Por otro lado, vemos como la membrana amniotica liofilizada también ha sido usada para
realizacion de miringoplastias en publicaciones como la de Burgos H (162) y Harvinder
at al (136), que utilizaron ademas radiacion Gamma para su esterilizacion, sin aplicar

soluciones antibidticas.

Del resto de estudios publicados en los que se utilizO membrana amniodtica para la
realizacion de miringoplastias, la mayoria utilizaron membrana fresca preservada en
distintos medios (alcohol 70%, formoaldehido ph 7.4, soluciéon con penicilina, glicerol)

(163-166) o bien deshidratada (135,139).

6.2 Resultados acerca del uso de la membrana amniotica en las

miringoplastias

En cuanto a su utilidad como material de injerto en la miringoplastia, se dispone de muy
pocos estudios en la literatura. La mayoria de ellos son muy antiguos (entre 1954 y 1995)
y varios aparecen citados en otros articulos, pero no son accesibles o simplemente
disponen de un resumen (135,140,141,162,164,166—170). De los pocos que disponen de
acceso al texto completo o bien mediante el resumen, la mayoria posee un tamaiio
muestral muy pequeio, alguno de hasta solo 7 pacientes (165), no explican el andlisis
estadistico realizado, ni detallan como llevaron a cabo el estudio, qué investigadores
participaron, qué cirugia se realizo, ni qué variables determinaron a excepcion de valorar

si se obtuvo cierre de la perforacion (163,165,166).

También llama la atencidon que, de la globalidad de los estudios, la mayoria fueron
realizados fuera de Europa (Malasia, Corea, Egipto, Iran, Rusia, China, Pakistan, Brasil

e Israel) (136-138,140,164—168) y cuatro de ellos en Estados Unidos (135,139,141,163).

Por todo esto, consideramos que es de gran interés realizar estudios controlados en
nuestro medio para poder obtener una informacion mas precisa y cercana de nuestro

entorno.
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Ademas, cabe destacar que tan solo hemos encontrado un estudio en la literatura respecto
al uso de membrana amniotica en miringoplastias en modelos animales. Este estudio data
de 1978 y fue llevado a cabo por Feenstra et al (171). Tan solo hemos conseguido acceso
al resumen, en el cual describen la realizacion de miringoplastias en ratas tras realizar una
perforacion total (sin especificar la realizacion previa de un modelo de cronificacion)
utilizando distintos materiales (fascia autdloga, injertos alogénicos de membrana
timpanica y coladgeno, colageno heter6logo y membrana amnidtica heterdloga). Hicieron
un estudio macroscopico y microscopico entre las 40 y 64 semanas, obteniendo los
mejores resultados con el colageno heterdlogo y la membrana amnidtica heterdloga. Sin

embargo, no hemos encontrado mas datos de los aqui mencionados.

Teniendo en cuenta la cantidad de estudios existentes destinados a conseguir un modelo
murino de cronificacidon de perforaciones timpanicas estable (63,64,65,67-69,71-73,76,
77), llama la atencion que no hayamos encontrado ninguna otra publicacion con un

modelo experimental para el cierre de dichas perforaciones.

Por este motivo y con la finalidad de obtener unos datos preliminares en un modelo animal
antes de llevarlo a cabo en un modelo clinico humano, hemos disefiado un estudio de
realizacion de miringoplastias en ratas Sprague Dawley. En nuestro estudio, hemos
comenzado aplicando un modelo de cronificacion de perforacion timpdnica con
mitomicina C y dexametasona (77), y hemos realizado un ensayo prospectivo con un total
de 57 oidos tras aplicar los criterios de inclusion y exclusion. De estos, 34 fueron tratados

con membrana amnidtica y 23 pertenecieron al grupo control.

El primer articulo publicado en humanos sobre miringoplastia con membrana amniotica
fue llevado a cabo por Schimpf WJ en 1954. Para ello, utiliz6 membrana amniotica fresca
esterilizada con una autoclave y desecada posterioremente durante 48 horas. Incluy6 a un
total de 53 pacientes, obteniendo el cierre de la perforacion en 48 de ellos (90,6%). En
primer lugar, reavivo el borde de la perforacion rascando con una sonda envuelta en un
algodon empapado de acido tricloroacético. Después, aplicé la membrana amniotica
cubriendo la perforacion timpanica, procurando que su cara estromal estuviera en
contacto con la totalidad de la perforacion y parte del timpano periperforacion.
Previamente a su aplicacion, la empapaba en un aceite mineral estéril para otorgarle

mayor capacidad de adherencia. El tiempo transcurrido hasta lograr el cierre vari6 desde
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7 hasta 210 dias, con una media de 43 dias. Ademas, obtuvo una mejoria auditiva
importante con una ganancia de la via aérea media de 18 dB, asi como un cambio de un

Rinne — prequirtrgico a un Rinne + postquirtrgico en el 75,6%.

Lyons et al (163) publicaron en 1977 el uso de membrana amniotica preservada con
alcohol al 70% para distintos procedimientos quirtrgicos otologicos. En cuanto a su
aplicacion en miringoplastias, diferencid dos grupos. Por un lado, la aplicé a 35 pacientes
con perforaciones timpanicas traumaticas, obteniendo excelentes resultados segun cita,
aunque sin especificar qué porcentaje. Por otro lado, la emple6 en 20 pacientes con
perforaciones secundarias a otitis media cronica, con una tasa de fracaso de mas del 80%.
De este segundo grupo, el tnico caso que tuvo éxito fue en un oido seco con una

perforacion muy pequeiia.

En el mismo afo, Jalisi M et al (164) describieron el uso de membrana amniotica fresca
preservada en formoaldehido con pH 7,4 en un total de 10 pacientes, 2 de los cuales tenian
una perforacion pequefia y los otros 8 una perforacion subtotal. Unicamente hemos
encontrado acceso al resumen del articulo, donde narran un éxito en el cierre del 70%, y

un cierre del GAP <20 dB en el 71,42%.

Burgos H (162) describe brevemente en la revista de la Royal Society of Medicine, en
1983, el uso de membrana amnidtica humana liofilizada para el tratamiento de
perforaciones timpanicas y su uso en cavidades mastoideas. Refiere que han encontrado
ventajas respecto al uso de membrana fresca, congelada o cultivada, aunque sin dar

detalles. Consiguen su esterilziacion mediante radiacion gamma. No da mas datos.

Zohar Y et al (165) publicaron en 1987 el uso de membrana amnidtica fresca en 7
pacientes para la realizacion de miringoplastias en perforaciones timpanicas medianas o
subtotales. Para su uso, la membrana se desinfectd y conservd en una solucion con
penicilina a 4°C, durante un maximo de 12 horas. Tras la realizacién de un colgajo
timpanomeatal, rellenaron la caja timpanica con Gelfoam ® impregnado en
metilprednisolona, sobre el cual colocaron la membrana amnidtica de modo que su cara
estromal estaba en contacto con el colgajo timpanomeatal. Unicamente se cerraron 2 de
las 7 perforaciones (29,6%). En los 5 casos en los que fracaso, no se encontraron restos

de la membrana amniotica en las revisiones.
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Nuestro principal problema, al igual que constataron Zohar et al, es la desaparicion de la
membrana amniotica en la mayoria de nuestras ratas. Ademas, en nuestro caso también
desaparecio en la mayoria de los casos el Cutanplast ® afiadido en el grupo experimental
o el empleado en el grupo control. Esto nos hace pensar que la desaparicién no se debe
exclusivamente a las caracteristicas de la membrana amnidtica, sino que factores externos
ligados al comportamiento animal podrian influir, como puede ser el frecuente rascado

otico observado en nuestras ratas.

No hemos podido contabilizar el nimero exacto de casos en los que desaparece la
membrana amniotica ya que, en ocasiones, hemos visto costras cubriendo la membrana
timpanica o restos de cutanplast que no permitian valorar bien el timpano, sin saber si
permanecia la membrana amniotica. Si solo tenemos en cuenta los 7 pacientes en los que
se logro el cierre de la perforacion, vemos como en 3 de ellos (42,8%) habia desaparecido
el material (2 casos de MA y uno de cutanplast) el primer dia de la revision (Dia 60),

mientras que en 4 de ellos persistio material costroso hasta el dia que se constato el cierre.

Por otro lado, Sitnikov VP et al (167) publican en 1992 un nuevo método para el cierre
de perforaciones timpanicas amplias, realizando para ello una combinacion de tres
materiales distintos. Asi, colocan una capa muy fina de cartilago autélogo (capa mas
interna), sobre la cual se aplica una capa de fascia temporal autodloga (capa intermedia),
y se termina con una capa de membrana amniotica (capa mas externa). Unicamente hemos
conseguido acceso al resumen del articulo, en el cual hablan de éxito en una alta
proporcion de los injertos con importantes mejorias en la audicion, sin embargo, no

ofrecen mas detalles.

Riskalla et al (166) describieron, en 1995, el uso en 43 pacientes de membrana amniotica
tratada con hipoclorito de sodio y alcohol etilico conservada en glicerol puro, para el
cierre de perforaciones timpanicas en timpanoplastias y timpanoplastias asociadas a
mastoidectomia, con una tasa de cierre de 84,8% y 70% respectivamente. Ademas,
describen una mejoria auditiva en el 65,7% de los casos, existiendo también un grupo

menor de pacientes que no presentaron mejoria (25,7%) o incluso empeoramiento (8,6%).

En nuestro estudio, al tratarse de ratas, no era posible medir la audicién de forma

convencional con audiometrias, por lo que no disponemos de datos funcionales auditivos.
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Hay dos articulos que hemos encontrado en nuestra busqueda bibliografica de los que no
tenemos ningun dato, debido a no estar disponible nisiquiera el resumen. Fueron
realizados por Catalano GB y Conticello S, el primero publicado en 1968 en italiano (170)

y el segundo en 1969 en rumano (169).

Desde comienzos del siglo XXI, tan solo se han publicado 5 articulos relacionados con el

uso de membrana amnioética para el cierre de perforaciones timpanicas.

Harvinder et al (136), en 2005, fueron los primeros en realizar un estudio prospectivo
controlado con 50 pacientes para realizacion de miringoplastia comparando un grupo
experimental con membrana amniotica (n20) y otro control con fascia temporal (n30). El
porcentaje de cierre en el grupo experimental fue del 65%, mientras que en el grupo
control de 56,7%. El motivo del fracaso en el primer grupo fue explicado por la presencia
de una perforacion residual en 4 casos, infeccion en 2 casos y lateralizacion del injerto en
1 caso. Por otro lado, en el grupo de la fascia, hubieron 6 casos de perforacion residual, 4
casos de infeccion, 2 de desprendimiento del injerto y 1 de lateralizacion del injerto.
Hicieron un analisis del éxito de cierre en funcion del tamafio de la perforacion,
obteniendo los mejores resultados en las perforaciones mas pequefias, exisistiendo un
100% de éxito en las perforaciones de pequefio tamafio en ambos grupos. Los grupos
fueron desiguales, existiendo un mayor porcentaje de perforaciones medianas y subtotales
en el grupo con fascia respecto al de membrana amnidtica, lo cual podria haber influido
en el resultado global. En cuanto a la mejoria auditiva, observaron el cierre del GAP por
debajo de 20 dB en el 95% de los casos con membrana amniotica y en el 73,33% de los

casos con fascia temporal.

En nuestro caso, el grupo experimental estaba compuesto por 34 pacientes tratados con
membrana amniotica (59,65%) y el grupo control por 23 pacientes tratados con
Cutanplast® (40,35%). Esto supone un total de 57 pacientes en total tras aplicar criterios

de exclusion, habiendo comenzado el estudio con 74 pacientes (17 excluidos).

El otro estudio en el que se compara un grupo experimental con membrana amniotica y
otro control con fascia temporal, es el publicado en 2010 por Fouad et al (138). En este
caso, los grupos fueron mas equitativos, estando compuestos por 32 pacientes cada uno
(64 en total). Observaron un porcentaje de cierre del 84,4% en el grupo de MA y del

87,5% en el de fascia temporal, sin diferencias estadisticamente significativas.
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Comprobaron una relacioén con el tamafio de la perforacidon, obteniendo ambos grupos un
éxito del 100% en las perforaciones pequenas y de tan solo un 50% en las subtotales. Por
otro lado, entontraron diferencias significativas en el tiempo quirtrgico, siendo de 54,3
+/- 8,3 minutos en el grupo de MA y de 75,3 +/- 9,4 minutos en el de fascia temporal. Por
ultimo, la mejoria auditiva media en el GAP aéreo-6seo fue de 14,1 +/- 2,3 dB en el grupo
de MA y de 13,7 +/- 4,6 en el de fascia temporal, sin diferencias estadisticamente

significativas.

Nuestros resultados distan mucho de los anteriores, en el grupo de membrana amnidtica
se cerraron 5 perforaciones (14,7%), mientras que en el grupo control solo se cerraron 2
perforaciones (8,7%). Ademas, esta diferencia no fue estadisticamente significativa (p

0,689).

Por otro lado, si coincidimos con la presencia de un porcentaje de cierre mayor en las
perforaciones pequefias. En nuestro caso, podemos ver que de los 7 cierres que tuvieron
lugar, 6 se correspondian con perforaciones pequefias (85,7%) y 1 con una perforacion
mediana (14,3%), siendo estos datos estadisticamente significativos (p 0,000). Sin

embargo, debido al pequefio tamafio muestral, no puede considerarse valida esta p.

Ademas, en nuestro estudio disponiamos de una mayoria de perforaciones grandes, con
un total de 28 (49,1%), y una minoria de perforaciones pequefias, con un total de 13
(22,8%). En cuanto a las perforaciones medianas, teniamos un total de 16 (28,1%).
Consideramos que esto puede haber tenido repercusion en el pequefio porcentaje de cierre

de perforaciones

Volviendo a los estudios sin grupo control, Mun SK et al (137) publican en 2008, en
coreano, un articulo en el que mencionan la realizacion de miringoplastia con membrana
amnidtica a 14 pacientes. De estos, el origen de la perforacion era debido a otitis media
cronica en 4 casos, traumatica en 6 casos y residual tras fracaso de miringoplastia previa
con grasa en otros 4 casos. Se trataba de perforaciones centrales en todos los pacientes,
descartando las marginales. Realizaron una técnica underlay para su colocacion,
rellenando la caja timpénica con Gelfoam® impregnado en antibidtico. Obtuvieron una
tasa de éxito del 93% (13/14 pacientes), con una mejoria auditiva pasando de 13,3dB a
7,1 dB de media del GAP aéreo-6seo. La principal limitacion de este estudio ha sido el

idioma de la publicacion.
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En 2012, el grupo de Liu et al (168) publico un estudio retrospectivo de 43 pacientes a
los que se les realizo6 una miringoplastia endoscopica con membrana amnioética. El cierre
de la perforacion se consiguid en 41 pacientes (95,3%) y hubo una media de mejoria
auditiva de la via aérea de 10 dB. La utilizaron tanto en perforaciones centrales como en
marginales. Por desgracia, no hemos obtenido acceso al texto completo y no disponemos

de mas detalles.

Griffith S (139) public6 en 2014 otro estudio sin grupo control, con un tamafio muestral
de tan solo 14 pacientes. A diferencia de los estudios anteriores, en este caso se utilizd un
aloinjerto compuesto por una membrana amniotica-corionica deshidratada (hasta ahora,
en el resto de estudios se utilizaba membrana amniodtica que habia sido previamente
separada de la corionica). Tan solo obtuvo éxito en el cierre de la perforacion en 6
pacientes (42,9%). Creemos que esto estd relacionado con la ausencia de criterios de
exclusion, ya que, de los 8 casos de fracaso, 4 presentaban timpanoesclerosis y 2 eran
ninos. Ademads, se operaron dos pacientes que ya habian sido sometidos a una
intervencion otoldgica previa, obteniendo un cierre en el 50%. Otro de los pacientes
presentaba un colesteatoma asociado. El tiempo medio quirtrgico fue de 13, 3 +/- 0,10

minutos, que se aleja mucho de los 54,3 +/- 8,3 min descritos de Fouad et al (138).

Para finalizar, queremos mencionar dos nuevos estudios que hemos encontrado en la base
de datos Cochrane y cuyos resultados aun no se han publicado. Uno de ellos se propuso
en Estados Unidos en 2017 por Arnaldo L. Rivera (141) para comparar los resultados de
la realizacion de timpanoplastia con membrana amnidtica vs fascia de temporal. El otro
fue propuesto por Mohammad Sadeh Bagheri (140) en 2018, Iran, con el mismo proposito
de comparar la realizacion de timpanoplastias con membrana amnidtica vs fascia de

temporal. Como hemos dicho, aun no se han publicado los resultados.

6.3 Distincion de la cara estromal o epitelial de la membrana amniotica

En tan solo dos estudios se detalla el lado de la membrana amnidtica que se ha aplicado
sobre el timpano. Ademas, llama la atencion que sean de los més antiguos, el de Schrimpf
de 1954 (135) y el de Zohar de 1987 (165). Ambos coincidieron con colocar la cara

mesenquimal (estromal) de la membrana amnidtica en contacto directo con el timpano.
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En todos los estudios publicados posteriormente no se menciona qué lado fue el tenido

en cuenta para su colocacion.

En nuestro estudio, la cara que pusimos en contacto con el timpano fue la ectodérmica
(epitelial). Nos decantamos por esta colocacion basandonos en la literatura oftalmolégica,
en la cual describen el uso de la cara mesenquimal cuando la membrana amniotica sirve
como injerto en casos de lesiones profundas con un defecto tisular importante, de modo
que el borde estromal contacta o sustituye la matriz estromal del tejido ausente.

Por otro lado, describen su uso aplicando su borde epitelial como recubrimiento cuando
el defecto es mas superficial, ya que esta cara posee mas factores de crecimiento y
citoquinas que favorecen que las células epiteliales proliferen por debajo de ella,

promoviendo asi la regeneracion epitelial (111)(154).

Dado el escaso espesor del timpano, decidimos aplicar el borde epitelial de la membrana
amniotica en contacto directo con el defecto timpanico con la intencion de promover la

regeneracion timpanica.

6.4 Infecciones producidas en las miringoplastias realizadas con

membrana amniotica

Son pocos los estudios en los que se describe el motivo de fracaso de la miringoplastia
con membrana amnidtica. Dentro de estos motivos, el principal suele ser la infeccion del

oido tras la cirugia.

Schrimpf (135) describid la aparicion de infecciones de repeticion en 3 de los 53 pacientes
que tratd6 con membrana amniotica (5,6%).
Harvinder et al (136) hablan de 4 casos de infeccion en el grupo de fascia temporal

(13,3%) y de 2 en el grupo de membrana amnioética (10%).

Fouad et al (138) diferencian, por un lado, las infecciones de herida y, por otro, los casos
de otorrea. En el grupo de fascia temporal hablan de la infeccion de herida en el 12,5%
de los pacientes y de otorrea en el 6,3%. En el grupo de membrana amniotica, describe

un porcentaje de 9,4% tanto en la infeccion de herida como en la presencia de otorrea.
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DISCUSION

Por ultimo, Griffith (139) document6 la presencia de otorrea en 2 de sus 14 pacientes

(14,3%).

En nuestro caso tuvimos un porcentaje mayor de infecciones, habiendo 6 infecciones
dentro del grupo experimental de membrana amniotica (17,6%) y 5 dentro del grupo
control (21,7%), sin encontrar diferencias estadisticamente significativas (p 0,701).
Ademas encontramos una mayor presencia de infeccion en las perforaciones de mayor
tamafio (72,7%), seguido de las de mediano tamafio (18,2%) y en menor cantidad en las

de pequefio tamafio, aunque sin diferencias estadisticamente significativas (p 0,208).

A continuacion, mostramos unas tablas resumen comparativas entre los distintos

estudios (Tablas 23, 24 y 25).
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Resumen de los articulos publicados sobre miringoplastia con membrana

Tablas 23, 24 y 25

amnidtica entre 1954 y 2014.
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7. CONCLUSIONES






U IN U U IN

En base a los datos obtenidos en este trabajo podemos concluir:

1. La membrana amnidtica no ha resultado eficaz para el cierre de perforaciones
timpanicas cronificadas previamente en el modelo murino con mitomicina C y

dexametasona.

2. No se obtuvieron diferencias significativas en el porcentaje de cierre con

membrana amnidtica frente al grupo control con cutanplast®.

3. No se han observado diferencias significativas de cierre entre los distintos
subgrupos realizados, lo que sugiere que la técnica quirtirgica no tiene impacto en

el resultado.

4. El tamafo de la perforacion tiene una relacion inversamente proporcional al éxito
de su cierre, obteniendo mejores resultados en las perforaciones pequefias y siendo

de pequefio tamafio el 85,7% de las perforaciones que se cerraron.

5. Hemos observado una mayor disminucion del tamafio de la perforacion al final
del tratamiento en el grupo D (reavivar + membrana amniodtica overlay +
cutnaplast externo y control con reavivar + cutnaplast externo). Por el contrario,
el grupo A fue el de mayor tamafio de la perforacion al final del tratamiento

(reavivar + membrana amniotica en didbolo y control con reavivar solo).

6. Eluso de antibidtico previo al tratamiento no ha influido en el porcentaje de cierre

ni en la presencia de infecciones.

7. Las perforaciones cerradas con membrana amnidtica tienen mejor calidad
histologica, con reparacion mdas uniforme, mientras que las reparadas con

cutanplast tienen mayor tejido conectivo y depositos de calcio.
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Servicio de Sanidad Animal T. 012

_ . T.968.368913
Regién de Murcia Plaza Juan XXIII s/n F. 968 362863
Consejeria de Agricultura y Agua 30008 Murcia F.968.394378
Direccién General de Ganaderfa y Pesca www.carm.es/cagric

g B » JOSE MARIA MORALEDA JIMENEZ

AT | SERVICIO DE HEMATOLOGIA

nds BT NOV 204 | HOSPITAL CLINICO UNIVERSITARIO
. | VIRGEN DE LA ARRIXACA

RESOLUCION

Vista la solicitud presentada con fecha 28/09/2014 y n° de registro de entrada
3000N°201400493930, para la autorizacion de la realizacion de un proyecto de
investigacion con animales presentada por D. Jose Maria Moraleda Jiménez, como
responsable del mismo.

Vista la propuesta del proyecto denominado:"Modelo de cronicidad de perforaciones
timpanicas en ratas”.

Visto el informe favorable del comité ético del establecimiento usuario con cédigo
REGA ES300305440012.

Visto el resumen no técnico del proyecto.

Visto el resultado favorable de la evaluacion del proyecto por el érgano habilitado
“Comité Etico de Experimentacion Animal (CEEA) de la Universidad de Murcia”.

Visto que en dicha evaluacion se clasifica el proyecto como Tipo Il y se indica que
no es necesario llevar a cabo la evolucion retrospectiva del mismo.

Visto que en la evaluacion del proyecto se indica que hay personal participante en
las tareas de investigacion, que no dispone de la capacitacion previa adecuada, pero que
sera supervisada por Jose Maria Moraleda Jiménez, que si dispone de la capacitacion.

Visto el Real Decreto 53/2013, de 1 de febrero, por el que se establecen las normas
basicas aplicables para la proteccion de los animales utilizados en experimentacion y otros
fines cientificos, incluyendo la docencia.

Visto el Informe emitido por el Jefe del Servicio de Sanidad Animal el 3 de
noviembre de 2014.

Considerando la competencia que tiene atribuida esta Direccién General sobre la
base de lo dispuesto en el Decreto 26/2011, de 25 de febrero, por el que se establece la
estructura orgénica de la Consejeria de Agricultura, y Agua y lo dispuesto en el Decreto de
Gobierno n°® 42/2014, de 14 de abril, por el que se establecen los Organos Directivos de la
Consejeria de Agricultura y Agua, y con independencia de otras actuaciones que esta u otra
Administracién puedan emprender, esta Direccion General

Proyecto de investigacion A1320141101
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Servicio de Sanidad Animal T.012

. . T.968.368913
Regién de Murcia Plaza Juan XXIII s/n F. 968 362863
Consejeria de Agricultura y Agua 30008 Murcia F.968.394378
Direccién General de Ganaderfa y Pesca www.carm.es/cagric

RESUELVE

Conceder autorizaciéon a D. Jose Maria Moraleda Jiménez, para la realizacién del
proyecto solicitado, como responsable y usuario del mismo, asignandole el cédigo de
identificacion N° A1320141101, teniendo esta autorizacién una validez que se
correspondera con la duracién prevista en su memoria, con un maximo de cinco afios,
siempre y cuando no se produzca una modificacién relevante en dicho procedimiento, en
cuyo caso seria necesario efectuar una nueva solicitud de autorizaciéon a la autoridad
competente.

El proyecto se llevara a cabo en el establecimiento usuario con cédigo REGA
ES300305440012.

Se autoriza al personal mencionado en la evaluacién del proyecto, sin capacitacion
suficiente, a participar en los procedimientos dentro del marco del proyecto citado siempre
que se trabaje bajo la supervisiéon del investigador D. Jose Maria Moraleda Jiménez, que si
dispone de la capacitacion.

Lo que en cumplimiento del Art. 58 de la Ley de Régimen Juridico de las
Administraciones Publicas y del Procedimiento Comun (Ley 30/1992, de 26 de noviembre)
se le NOTIFICA, significandole que contra dicha RESOLUCION cabe Recurso de Alzada
ante el Excmo. Sr. Consejero de Agricultura y Agua en el plazo de UN MES desde la
recepcién de la presente notificacion, sin perjuicio de poder ejercitar, en su caso, cualquier
otro que se estime pertinente.

Murcia, a 3 de noviembre de 2014
La Directora General de Ganaderia y Pesca
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ANEXOS

ANEXO 2

FOTOGRAFIAS

Paciente 1: Rata 1 — OI (Grupo A: Control)

o [

Dia 0 (integro) Dia 56 Dia 60

Dia 64 Dia 68 Dia 72

Dia 76 (Infeccion)
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ANEXOS

Paciente 2: Rata 1 — OD (Excluido)

Dia 0 (integro) Dia 56 (Cerrado espontdneamente)

Paciente 3: Rata 2 — OI (Excluido)

Dia 0 (integro) Dia 56 (Cerrado espontdneamente)
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ANEXOS

Paciente 4: Rata 2 — OD (Grupo A: Membrana amnidtica)

Dia 0 (integro) Dia 56 Dia 56 tras reavivar

Q
-

Dia 64

Dia 68 Dia 72 Dia 76

Dia 56 tras MA

Dia 76 tras retirar costra
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ANEXOS

Paciente 5: Rata 3 — OI (Grupo A: Membrana amniotica)

-

Dia 0 (integro) Dia 56 Dia 56 tras reavivar

Dia 56 tras MA Dia 60 Dia 64

Dia 68 Dia 72 Dia 76

Dia 76 tras retirar costra
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Paciente 6: Rata 3 — OD (Grupo A: Membrana amnidtica)

Dia 0 (integro) Dia 56 Dia 56 tras reavivar

Dia 56 tras MA Dia 60 Dia 64

Dia 68 Dia 72 Dia 76

Dia 76 tras retirar costra
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Paciente 7: Rata 4 — OI (Grupo A: Control)

Dia 0 (integro) Dia 56

Dia 60 (Infeccion) Dia 64 Dia 68

Dia 76 tras retirar costra

Dia 72

Paciente 8: Rata 4 — OD (Excluido)

Dia 0 (integro) Dia 56 (Cerrado espontdneamente)
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Paciente 9: Rata 5 — OI (Grupo A: Membrana amniotica)

Dia 0 (integro) Dia 56 Dia 56 tras reavivar

Dia 56 tras MA Dia 60 Dia 64
Dia 68 Dia 72 Dia 76

A

Dia 76 tras retirar costra
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Paciente 10: Rata S — OD (Grupo A: Membrana amnidtica)

JIEND

Dia 0 (integro) Dia 56 Dia 56 tras reavivar

Dia 56 tras MA Dia 60 Dia 64

Dia 68 Dia 72 Dia 76

Dia 76 tras retirar costra
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Paciente 11: Rata 6 — Ol (Grupo A: Control)

Dia 0 (integro) Dia 56 Dia 56 tras reavivar

Dia 60 Dia 64 Dia 68

‘-

Dia 72 Dia 76 Dia 76 tras retirar costra

Paciente 12: Rata 6 — OD (Excluido)

n

Dia 0 (integro) Dia 56 (Cerrado)
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Paciente 13: Rata 7 — OI (Excluido)

Dia 0 (integro) Dia 56 (Cerrado)

Paciente 14: Rata 7 — OD (Grupo A: Control)

Dia 0 (integro) Dia 56 Dia 56 tras reavivar

Dia 64 Dia 68

Dia 76
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Paciente 15: Rata 8 — Ol (Grupo A: Membrana amniética)

Dia 0 (integro) Dia 56 Dia 56 tras reavivar

Dia 56 tras MA Dia 60 Dia 64

2

Dia 72 Dia 76

Dia 76 tras retirar costra
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Paciente 16: Rata 8 — OD (Grupo A: Membrana amnidtica)

Dia 56 Dia 56 tras reavivar

Dia 56 tras MA Dia 60 Dia 64

Dia 68 Dia 72 Dia 76

Dia 76 tras retirar costra
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Paciente 17: Rata 9 — OI (Grupo B: Membrana amniética) 2> CERRADO

Dia 0 (integro) Dia 56 Dia 56 tras MA + cutanplast

Dia 68 (Cerrado)

Dia 72 Dia 76
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ANEXOS

Paciente 18: Rata 9 — OD (Grupo B: Control)

Dia 0 (integro) Dia 56 Dia 56 tras cutanplast

Dia 64 Dia 68

Dia 72 Dia 76 Dia 76 tras retirar costra
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Paciente 19: Rata 10 — OI (Grupo B: Membrana amniética)

.

Dia 0 (integro) Dia 56 Dia 56 tras reavivar

Dia 56 tras MA + cutanplast Dia 60

Dia 68 Dia 72 Dia 76 (Infeccion)

-195-



ANEXOS

Paciente 20: Rata 10 — OD (Grupo B: Membrana amnidtica)

b

Dia 0 (integro) Dia 56 Dia 56 tras MA + cutanplast

Dia 60 Dia 64 (Infeccion)

Dia 72 Dia 76 Dia 76 tras retirar costra
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Paciente 21: Rata 11 — OI (Grupo B: Control)

Dia 0 (integro) Dia 56 Dia 56 tras reavivar

Dia 56 tras cutanplast Dia 60 Dia 64 (Infeccion)

Dia 72 Dia 76

Dia 76 tras retirar costras
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Paciente 22: Rata 11 — OD (Grupo B: Control)

Dia 0 (integro) Dia 56 Dia 56 tras reavivar

Dia 56 tras cutanplast Dia 60 Dia 64

Dia 68 Dia 72 Dia 76

- 198 -



ANEXOS

Paciente 23: Rata 12 — OI (Grupo B: Membrana amnidtica)

-

Dia 0 (integro) Dia 56

e
. -
¢
:

Dia 68 Dia 72 Dia 76

Paciente 24: Rata 12 — OD (Excluido)

T®

Dia 0 (integro) Dia 56 (Cerrado)
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Paciente 25: Rata 13 — OI (Grupo B: Membrana amnidtica)

Dia 0 (integro) Dia 56 Dia 56 tras reavivar

Dia 56 tras MA + cutanplast Dia 60 Dia 64 (Infeccion)

Dia 68 Dia 72 Dia 76
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Paciente 26: Rata 13 — OD (Grupo B: Membrana amnidtica)

Dia 0 (integro) Dia 56 Dia 56 tras MA

Dia 56 + cutanplast Dia 60 (Infeccion) Dia 64

Dia 68 Dia 72 Dia 76
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Paciente 27: Rata 14 — OI (Grupo C: Membrana amniotica)

il e

Dia 0 (integro) Dia 56 tras reavivar

Dia 56 cutanplast interno ~ Dia 56 tras MA underlay Dia 56 cutanplast externo

Dia 60 Dia 64 Dia 68

Dia 76 tras costra
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Paciente 28: Rata 14 — OD (Excluido)

10-]

Dia 0 (integro) Dia 56 (Cerrado)

Paciente 29: Rata 15 — OI (Excluido)

(][]

Dia 0 (integro) Dia 56 (Cerrado)
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Paciente 30: Rata 15 — OD (Grupo C: Control) > CERRADO

oo

Dia 0 (integro) Dia 56 Dia 56 tras reavivar

Dia 56 cutanplast interno ~ Dia 56 cutanplast externo ~ Dia 60

@

Dia 64 Dia 68 Dia 72

®

Dia 76 (Cerrado)
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Paciente 31: Rata 16 — OI (Grupo C: Membrana amniotica)

Dia 0 (integro) Dia 56 tras reavivar

Dia 56 MA underlay Dia 56 cutanplast externo  Dia 60

Dia 64

Dia 72

Dia 76
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Paciente 32: Rata 16 — OD (Grupo C: Membrana amniotica)

Dia 0 (integro) Dia 56 Dia 56 tras reavivar

Dia 56 MA underlay Dia 56 cutanplast externo  Dia 60

Dia 64 Dia 68 Dia 72

Dia 76
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Paciente 33: Rata 17 — OI (Grupo C: Control)

(o] [

Dia 0 (integro) Dia 56 Dia 56 tras reavivar
Dia 56 cutanplast interno ~ Dia 60 Dia 64
y externo

Dia 68 Dia 72 Dia 76 tras retirar costra

Paciente 34: Rata 17 — OD (Excluido)

Dia 0 (integro) Dia 56 (Cerrado)
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Paciente 35: Rata 18 — OI (Grupo C: Control)

&

+&

Dia 0 (integro) Dia 56 Dia 56 tras reavivar

Dia 56 cutanplast interno  Dia 60 Dia 64

Dia 68 Dia 72 Dia 76

Dia 76 tras retirar costra (Infeccion)
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Paciente 36: Rata 18 — OD (Grupo C: Membrana amniotica)

Dia 0 (integro) Dia 56 tras reavivar

Dia 56 cutanplast interno ~ Dia 56 MA underlay Dia 56 cutanplast externo

Dia 60

Dia 72 Dia 76 Dia 76 tras retirar costra
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Paciente 37: Rata 19 — OI (Grupo C: Membrana amniotica)

UV r

Dia 0 (integro)

Ok

Dia 56 cutanplast interno ~ Dia 56 MA underlay Dia 56 cutanplast externo

Dia 56 tras reavivar

"
""
[ ——

Dia 64 (Infeccion)

Dia 72 Dia 76 Dia 76 tras retirar costra

-210-
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Paciente 38: Rata 19 — OD (Grupo C: Control)

Dia 0 (integro) i Dia 56 tras reavivar

Dia 56 cutanplast interno ~ Dia 60 (Infeccion) Dia 64
y externo

Dia 76

Dia 76 tras retirar costra
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Paciente 39: Rata 20 — OI (Grupo C: Membrana amniética) > CERRADO

g

Dia 56 tras reavivar

Dia 0 (integro)

Dia 56 cutanplast interno ~ Dia 56 MA underlay Dia 56 cutanplast externo
Dia 60 Dia 64 Dia 68
[d | \\

Dia 72 (Cerrado) Dia 76
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Paciente 40: Rata 20 — OD (Grupo C: Membrana amniotica)

Dia 0 (integro) Dia 56 tras reavivar

Dia 56 cutanplast interno ~ Dia 56 MA underlay Dia 56 cutanplast externo

Dia 64 (Infeccion) Dia 68

Dia 72 Dia 76 Dia 76 tras retirar costra
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Paciente 41: Rata 21 — OI (Grupo D: Membrana amniotica)

[~d

Dia 0 (integro)

Dia 56 tras reavivar

Dia 56 tras MA Dia 56 cutanplast externo  Dia 60

(-1(.I(-]
(L]

Dia 76 Dia 76 tras retirar costra
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Paciente 42: Rata 21 — OD (Grupo D: Membrana amniotica)

A

Dia 0 (integro) Dia 56 Dia 56 tras reavivar

-

4

‘ N 4
Dia 56 tras MA Dia 56 cutanplast externo  Dia 60
Dia 64 Dia 68 Dia 72

Dia 76
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Paciente 43: Rata 22 — OI (Grupo D: Control)

r

Dia 0 (integro) Dia 56 Dia 56 tras reavivar

Dia 56 cutanplast externo  Dia 60 Dia 64
Dia 68 Dia 72 Dia 76
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Paciente 44: Rata 22 — OD (Grupo D: Membrana amniotica)

Y 9\’

- NS

Dia 0 (integro) Dia 56 Dia 56 tras reavivar

r Y A ~

L 40

Dia 56 tras MA Dia 56 cutanplast externo  Dia 60

> S ®

Dia 64 Dia 68 Dia 72

-

Dia 76
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Paciente 45: Rata 23 — OI (Grupo D: Membrana amniotica)

r

-\,

Dia 0 (integro) Dia 56 Dia 56 tras reavivar

r

Dia 56 tras MA Dia 56 cutanplast externo  Dia 60
Dia 64 Dia 68 Dia 72

Dia 76
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ANEXOS

Paciente 46: Rata 23 — OD (Excluido)

—

U'

Dia 0 (integro) Dia 56 (Cerrado)

Paciente 47: Rata 24 — OI (Grupo D: Membrana amniética) = CERRADO

r

Dia 0 (integro) Dia 56 Dia 56 tras reavivar

Dia 56 tras MA Dia 56 cutanplast externo  Dia 60
. ,
Dia 64 Dia 68 (Cerrado) Dia 72
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ANEXOS

Dia 76

Paciente 48: Rata 24 — OD (Excluido)

Dia 0 (integro) Dia 56 (Cerrado)
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Wi (e

Paciente 49: Rata 25 — OI (Grupo D: Control) > CERRADO

nr

- A

Dia 0 (integro) Dia 56 Dia 56 tras reavivar

Dia 56 cutanplast externo  Dia 60 Dia 64 (Cerrado)

(]

Dia 68 Dia 72 Dia 76

Paciente 50: Rata 25 — OD (Excluido)

Dia 0 (integro) Dia 56 (Cerrado)
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Paciente 51: Rata 26 — Ol (Excluido)

@

Dia 0 (integro) Dia 56 (Cerrado)

Paciente 52: Rata 26 — OD (Grupo D: Membrana amniotica) = CERRADO

]

o

Dia 0 (integro)

Dia 56 tras reavivar

Dia 56 MA + cutanplast Dia 60 Dia 64

externo

Dia 68 Dia 72 Dia 76 tras retirar costra
(Cerrado)
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Paciente 53: Rata 27 — OI (Grupo D: Membrana amniotica)

e e

Dia 0 (integro) Dia 56 Dia 56 tras reavivar
Dia 56 MA + cutanplast Dia 60 Dia 64
externo

Dia 68 Dia 72 Dia 76

Dia 76 tras retirar costra
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Paciente 54: Rata 27 — OD (Grupo D: Membrana amniotica) = CERRADO

O® e

Dia 0 (integro) Dia 56 Dia 56 tras reavivar
Dia 56 MA + cutanplast Dia 60 Dia 64

externo

Dia 68 (Cerrado) Dia 72 Dia 76
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Paciente 55: Rata 28 — OI (Excluido)

S|®

Dia 0 (integro) Dia 56 (Cerrado)

Paciente 56: Rata 28 — OD (Grupo D: Membrana amniotica)

96 e

Dia 0 (integro) Dia 56 Dia 56 tras reavivar

Dia 56 MA + cutanplast Dia 60 Dia 64

externo

Dia 68 Dia 72 Dia 76
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Paciente 57: Rata 29 — OI (Grupo D: Control)

- ®»

Dia 0 (integro) Dia 56 Dia 56 tras reavivar

Dia 56 cutanplast externo  Dia 60 Dia 64

1N

Dia 68 Dia 72 Dia 76
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Paciente 58: Rata 29 — OD (Grupo D: Membrana amniotica)

®® e

Dia 0 (integro) Dia 56 Dia 56 tras reavivar
Dia 56 MA + cutanplast Dia 60 Dia 64
externo

Dia 68 Dia 72 Dia 76
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Paciente 59: Rata 30 — OI (Grupo D: Membrana amniotica)

(]I

Dia 0 (integro) Dia 56 Dia 56 tras reavivar
Dia 56 MA + cutanplast Dia 60 Dia 64

externo

Dia 68 Dia 72 Dia 76

Paciente 60: Rata 30 — OD (Excluido)

® S

Dia 0 (integro) Dia 56 (Cerrado
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Paciente 61: Rata 31 — OI (Grupo D: Membrana amniotica)

(-](«](<]

Dia 0 (integro) Dia 56 Dia 56 tras reavivar
Dia 56 MA + cutanplast Dia 60 Dia 64
externo

Dia 76 tras retirar costra
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Paciente 62: Rata 31 — OD (Grupo D: Control)

® e e

Dia 0 (integro) Dia 56 Dia 56 tras reavivar

LI-1E0)

Dia 56 cutanplast externo ~ Dia 60 Dia 64

[-1(-10

Dia 68 Dia 72 Dia 76
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Paciente 63: Rata 32 — OI (Grupo D: Control)

(1]

Dia 0 (integro) Dia 56 tras reavivar Dia 56 cutanplast externo

S

Dia 60 Dia 64 Dia 68

(«][-]

Dia 72 Dia 76
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Paciente 64: Rata 32 — OD (Grupo D: Control)

e e

Dia 0 (integro) Dia 56 Dia 56 tras reavivar
Dia 56 cutanplast externo ~ Dia 60 Dia 64

Dia 68 Dia 72 Dia 76

-232-



Paciente 65: Rata 33 — OI (Grupo D: Control)

(15

Dia 0 (integro) Dia 56 Dia 56 tras reavivar

CICIE)

Dia 56 cutanplast externo ~ Dia 60 Dia 64

S®6

Dia 68 Dia 72 Dia 76
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Paciente 66: Rata 33 — OD (Grupo D: Control)

S Se

Dia 0 (integro) Dia 56 Dia 56 tras reavivar

Dia 56 cutanplast externo ~ Dia 60 Dia 64
Dia 72 Dia 76
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Paciente 67: Rata 34 — OI (Grupo D: Control)

(-JE]=]

Dia 0 (integro) Dia 56 Dia 56 tras reavivar
Dia 56 cutanplast externo ~ Dia 60 Dia 64
Dia 68 Dia 72 Dia 76
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Paciente 68: Rata 34 — OD (Grupo D: Control)

SO

Dia 0 (integro) Dia 56 Dia 56 tras reavivar

[ 1C-10)

Dia 56 cutanplast externo ~ Dia 60 Dia 64

-1

Dia 68 Dia 72 Dia 76
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Paciente 69: Rata 35 — OI (Grupo D: Membrana amniotica)

(AL-1[-]

Dia 0 (integro) Dia 56 Dia 56 tras reavivar

. g g
Dia 56 MA + cutanplast Dia 60 Dia 64
externo

D& 6

Dia 68 Dia 72 Dia 76
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Paciente 70: Rata 35 — OD (Grupo D: Membrana amniotica)

[-1L-]1]

Dia 0 (integro) Dia 56 Dia 56 tras reavivar

Dia 56 MA + cutanplast Dia 60 Dia 64

externo

Dia 68 Dia 72 Dia 76
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Paciente 71: Rata 36 — OI (Excluido)

S|®

Dia 0 (integro) Dia 56 (Infectado)

Paciente 72: Rata 36 — OD (Grupo D: Control)

S e

Dia 0 (integro) Dia 56 Dia 56 tras reavivar

Dia 56 cutanplast externo ~ Dia 60 Dia 64

Dia 68 Dia 72 Dia 76
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Paciente 73: Rata 37 — OI (Grupo D: Control)

IO ®

Dia 0 (integro) Dia 56 Dia 56 tras reavivar

’,-0

-

Dia 56 cutanplast externo ~ Dia 60 Dia 64

Dia 72 Dia 76 tras retirar cutanplast

Paciente 74: Rata 37 — OD (Excluido)

Dia 0 (integro) Dia 56 (Cerrado)
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