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fibroblastos en pacientes con estenosis traqueal por intubacion

Serum CD26 levels and fibroblast phenotypic markers in patients
with tracheal stenosis secondary to orotracheal intubation

Luis Ivdn Waldo-Hernandez,* Marco Antonio Ifiguez-Garcfa,* Claudia Hernandez-Jiménez,*
Néstor Emmanuel Diaz-Martinez," Matilde Baltazares-Lipp,* Rogelio Jasso-Victoria,*
Liliana Denisse Valencia-Sdnchez,® Andrea Cloria Solares-Espinosa*

*Instituto Nacional de Enfermedades Respiratorias Ismael Cosio Villegas, Ciudad de México, México;
fLaboratorio de Reprogramacién Celular y Bioingenierfa de Tejidos del Centro de Investigacién y Asistencia en Tecnologia
y Disefo del Estado de Jalisco; SHospital Central «Dr. Ignacio Morones Prietoy, San Luis Potosi, México.

RESUMEN. Introduccién: la estenosis traqueal secundaria a intubacion
orotraqueal es la causa mas comin de estenosis traqueal benigna. Es el
resultado de una respuesta desregulada de cicatrizacion, proceso en el
cual la dipeptidil peptidasa-4 (DPP-4 o CD26) se ha propuesto como
una de las moléculas con posible papel regulatorio. El trabajo tiene por
objetivo evaluar la relacion entre los niveles séricos y la expresién tisular
de CD26 con la estenosis traqueal secundaria a intubacién orotraqueal
y sus complicaciones, asi como describir la expresion de miofibroblas-
tos mediante inmunofluorescencia. Material y métodos: se realizé un
estudio de casos y controles; se midieron niveles séricos y tisulares de
CD26. Se compararon las caracteristicas de los casos (pacientes con
estenosis traqueal) versus controles (sanos), asi como asociaciones entre
DPP-4 sérica y las variables quirdrgicas (sangrado, complicaciones, tipo
de anastomosis, etcétera); posteriormente, se realizé un modelo de
regresion logistica para evaluar la asociacién de DPP-4-S y la presencia
de estenosis traqueal secundaria a intubacién orotraqueal. Ademds, de
manera cualitativa, se evalud la expresién de DPP-4 y miofibroblastos
en tejido traqueal. Resultados: se analizaron 22 casos y 22 controles.
En el andlisis de los casos no se encontraron diferencias entre niveles
de DPP-4-S prequirtrgicos y tres meses posquirdrgicos. En el andlisis de
regresion logistica los niveles de DPP-4-S no mostraron una adecuada
sensibilidad y especificidad para discriminar estenosis traqueal secundaria
a intubacion orotraqueal; la expresion de miofibroblastos en el tejido
traqueal analizado por inmunofluorescencia revel6 un aumento en la
expresion de éstos. Conclusiones: bajo las condiciones de realizacion
de este estudio, los niveles de DPP-4-S no discriminaron adecuadamente
los casos de estenosis traqueal secundaria a intubacion orotraqueal,

ABSTRACT. Introduction: orotracheal intubation stenosis (OTIS) is the
most common cause of benign tracheal stenosis. It is the result of a
deregulated healing response, a process in which dipeptidyl peptidase-4
(DPP-4 or CD26) has been proposed as one of the molecules with a
possible regulatory role. This work aims to evaluate the relationship
between serum levels and tissue expression of CD26 with OTIS and its
complications, as well as to describe the expression of myofibroblasts
by immunofluorescence. Material and methods: a case-control study
was carried out; serum and tissue CD26 levels were measured. The
characteristics of the cases (patients with tracheal stenosis) versus
controls (healthy) were compared, as well as associations between
serum DPP-4 and surgical variables (bleeding, complications, type
of anastomosis, etc.); subsequently, a logistic regression model was
performed to evaluate the association of DPP-4-S and the presence of
OTIS. The expression of DPP-4 and myofibroblasts in tracheal tissue
was also qualitatively evaluated. Results: 22 cases and 22 controls
were analyzed. In the analysis of the cases, no differences were found
between pre-surgical and three months post-surgical DPP-4-S levels. In
the logistic regression analysis, DPP-4-S levels did not show adequate
sensitivity and specificity to discriminate OTIS; the expression of
myofibroblasts in the tracheal tissue analyzed by immunofluorescence
revealed an increase in their expression. Conclusions: under the
conditions of this study, DPP-4-S levels did not adequately discriminate
cases of OTIS, although its expression was found to increase in tracheal
tissue, and it cannot be ruled out that it may serve as a therapeutic
target in the early stages of tracheal stenosis secondary to orotracheal
intubation or before its formation.
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aunque su expresion se encontré incrementada en tejido traqueal; y
no se descarta que pueda fungir como blanco terapéutico en etapas
tempranas de la estenosis traqueal secundaria a intubacién orotraqueal
o previo a su formacién.

Palabras clave: estenosis traqueal, CD26, traqueoplastia, DPP-4, mio-
fibroblastos.

Abreviaturas:
DPP-4 0 CD26 = dipeptidil peptidasa-4.
DPP-4-S = dipeptidil peptidasa-4 sérica.
ETSIO = estenosis traqueal secundaria a intubacion orotraqueal.
FAP = proteina de activacién de fibroblastos.

INTRODUCCION

La estenosis provocada por intubacién prolongada es la
causa mas comdn de estenosis traqueal benigna. Su inci-
dencia se ha reportado entre 0.3-11% y hasta 20% de las
personas sometidas a intubacién traqueal en algunos estu-
dios."* El sindrome respiratorio agudo grave por coronavirus
2 (SARS-CoV-2) y la pandemia asociada de COVID-19 han
provocado un aumento de pacientes criticos que requieren
ventilacién mecanica prolongada,® con lo que se espera
un incremento en la frecuencia de patologias traqueales,
incluida la estenosis traqueal, en los préximos afos.*

El tratamiento quirdrgico es el de primera eleccién y aun-
que suele ser exitoso en la mayoria de los casos, la recidiva
de la enfermedad sigue siendo un obstaculo importante,
lo que ha motivado gran parte de la investigacion sobre
la patogénesis de la estenosis traqueal. En este sentido,
varios estudios han demostrado el papel de las vias de
sefalizacion de la inflamacién y de procesos infecciosos en
el desarrollo de la estenosis laringotraqueal.” Asi, se ha visto
en fibroblastos murinos y fibroblastos dérmicos humanos
que la dipeptidil peptidasa-4 (DPP-4 o CD26) soluble activa
la sefalizacion de NF-kB y SMAD a través de PAR2, lo que
conduce a la activacion de fibroblastos dérmicos, por lo
que se ha sugerido que niveles elevados de DPP-4 soluble
circulante podrian fungir como uno de los mediadores que
inducen fibrosis en pacientes.

En la actualidad no existe una clasificacion univer-
salmente validada que incluya una recomendacién
terapéutica especifica y un pronéstico asociado, sin
embargo, se ha propuesto una clasificacién integrativa
de la via aérea principal que considere la causa de la
estenosis, magnitud de la obstruccién, afectacién de
la mucosa y pared, el nimero de lesiones estenéticas,
la presencia de fistulas, entre otras caracteristicas.® El
presente trabajo se centra en la estenosis traqueal se-
cundaria a intubacién orotraqueal, que es la causa mas
frecuente y responsable de 48 a 55% de los casos.” A
menudo se considera que la duracién de la intubacién
es el factor de riesgo mds importante para el desarrollo
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de la estenosis traqueal secundaria a intubacién orotra-
queal (ETSIO), tanto en adultos como en ninos;*aunque
también se ha documentado que la estenosis traqueal
es comun incluso en pacientes intubados por periodos
cortos de tiempo.? Actualmente se cree que una cica-
trizacion aberrante conlleva la aparicion de ETSIO. El
proceso funcional normal de cicatrizacién de heridas
pasa por cuatro fases programadas: hemostasia, inflama-
cion, proliferacion y epitelizacion o remodelacion. Estas
fases estan sincronizadas, controladas temporalmente, e
implican una compleja interaccion entre diferentes tipos
celulares, citocinas, mediadores y la vasculatura. Las fases
1-3 suelen durar hasta tres semanas, mientras que la fase
de remodelacién dura de semanas a afios.’

Se han descrito miltiples mecanismos involucrados en
la formacién de la ETSIO, entre los cuales se han descrito:
la superfamilia TGF-B, el trauma a la mucosa, isquemia,
estrés biomecdnico, translocacién bacteriana vy fibrosis."
Particularmente nos centramos en el papel de los miofi-
broblastos y de la DPP-4. La evidencia actual demuestra
que los fibroblastos experimentan un cambio hacia el
fenotipo miofibroblastico en respuesta a la hipoxia que
sufren los fibroblastos en la ETSIO. Esto apoya el papel de
la hipoxia en la patogénesis inicial del ETSIO, que conduce
a una transdiferenciacién de los fibroblastos residentes en
miofibroblastos contréctiles y profibréticos.”

La importancia de la familia génica del CD26 en la
regulacién de vias bioquimicas criticas sigue haciéndose
evidente. Los dos miembros més estudiados de la familia,
CD26 y la proteina de activacion de fibroblastos (FAP),
se han investigado tanto como dianas terapéuticas de
enfermedades como biomarcadores diagnésticos. Su in-
terés como posibles biomarcadores se ha visto impulsado
principalmente por la observacion de perfiles de expresion
alterados en enfermedades inflamatorias y cancer. Ademas,
la estabilidad y persistencia de estas proteinas solubles en
el suero las convierten en una atractiva propuesta como
marcadores serolégicos.” Se ha observado que el inhibidor
de DPP-4 linagliptina anula la expresion de proteinas fibré-
ticas (como la elastina y a-SMA), y previene la activacién de
vias de senalizacion de factores de transcripcion inducida
por DPP-4."%

El manejo actual de los pacientes con estenosis traqueal
es quirdrgico (reseccién traqueal con anastomosis),' siem-
pre que las condiciones clinicas y anatémicas del paciente
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lo permitan. En caso contrario, existen otras alternativas
como la reseccién con laser o dilatacién endoscépica,
colocacién de stents, injertos de interposicion, férulas de
Montgomery y, como (ltima opcién, la traqueostomia.”'
Se han empleado mdiltiples intervenciones médicas con el
objetivo de intervenir en el proceso inflamatorio inherente
a la estenosis traqueal, con el fin de disminuir el indice de
reestenosis y con ello ofrecer las mejores alternativas al
paciente, éstas van desde el uso de antiinflamatorios no
esteroideos y esteroides, mitomicina C, antibiéticos, ago-
nistas del receptor PPAR (como lanifibranor), entre otras
terapias que se encuentran en investigacion.”'*" Por lo que
un mejor entendimiento de los mecanismos que subyacen
el proceso inflamatorio y de cicatrizacién en pacientes con
ETSIO es un campo relevante, por su potencial de permitir
el desarrollo de terapias antiinflamatorias dirigidas. La CD26
es prometedora en distintos 6rganos y en varias formas de
fibrosis aguda y cronica.” Se ha visto que la inhibicién de
la actividad enzimdtica con diprotina A produce una dis-
minucioén de la cicatrizacion, lo que convierte a DPP-4 en
una molécula atractiva como potencial blanco terapéutico
o biomarcador en la ETSIO.”

Este trabajo de investigacion tiene por objetivo evaluar
la relacién entre los niveles séricos y la expresion tisular
de CD26 con la ETSIO y sus complicaciones, asi como
describir la expresion de miofibroblastos mediante inmu-
nofluorescencia, siendo el presente proyecto el primero
en la literatura en buscar demostrar ambas relaciones. Asi,
la presente investigacion busca abonar en la comprension
de los mecanismos moleculares implicados en el desarrollo
de la ETSIO.

Tabla 1. Variables quirdrgicas de pacientes posoperados por
estenosis traqueal secundaria a intubacion orotraqueal. N = 22.

Variables cualitativas n (%)
Traqueostomia
Si 6(27)
No 16 (73)
Tipo de anastomosis
C-T 6 (27)
T-T 16 (73)
Present6 complicaciones
Si 2(9)
No 20 (91)
Variables cuantitativas Mediana [p25-p75]
Dias de intubacion 14.5[9-18]
NUmero de dilataciones previas 1[1-2]
NUmero de anillos traqueales resecados 4[3-5]
Sangrado, (mL) 100 [70-120]
Tiempo quirdrgico, (min) 190 [160-210]

C-T = anastomosis crico-traqueal. T-T = anastomosis traqueo-traqueal.
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Figura 1: Niveles séricos de dipeptidil peptidasa-4 pre y posquirdrgicos
en los casos (pacientes con estenosis traqueal secundaria a intubacion
orotraqueal).

MATERIAL Y METODOS

Estudio de casos y controles 1:1. Se incluyeron todos
los pacientes con diagnéstico de ETSIO posoperados de
traqueoplastia en el Instituto Nacional de Enfermedades
Respiratorias Ismael Cosio Villegas (INER). Se realizé un
muestreo no probabilistico por conveniencia. Se recabd
informacién de 22 casos y 22 controles. El periodo de
reclutamiento fue de noviembre de 2021 a marzo de 2023.

Los criterios de inclusién para los casos fueron: pacientes
con diagnéstico de ETSIO, mayores de 18 afos, candida-
tos a traqueoplastia que contaban con consentimiento
informado firmado y PCR para SARS-CoV-2 negativa al
ingreso. Para los controles: médicos residentes del INER
o personas que acuden al Area del Banco de Sangre a
donar componentes sanguineos, mayores de 18 afos y
que firmaron el consentimiento informado. Los criterios de
exclusion: pacientes con diagndstico de enfermedad renal,
autoinmune, hepatica o cancer en los cinco afos previos
a su procedimiento quirlrgico, ingesta de antibiéticos,
esteroides o antiinflamatorios hasta siete dias antes del
procedimiento quirtrgico o uso de inhibidores de DPP-4.
Los criterios de eliminacién: pérdida en el seguimiento, al-
teracién en los marcadores inflamatorios iniciales (PCR > 2
mg/dL, procalcitonina > 1 ng/mL) o solicitud del paciente
de retiro de la investigacion.

Se realizaron los siguientes estudios de laboratorio
clinico: biometria hematica completa, quimica sanguinea,
perfil lipidico, hemoglobina glucosilada, proteina C reactiva
y procalcitonina, asi como medicién basal de CD26 sérica
en el dia de ingreso hospitalario. En el procedimiento qui-
rdrgico se tomo parte representativa de la pieza quirdrgica
resecada (anillos traqueales estenéticos) para la determi-
nacion cualitativa de la tincion de CD26 membranal y la
determinacion de la expresién de miofibroblastos mediante
inmunofluorescencia (FAP, SMA, vimentina y alfa actina de
musculo liso). Se dio seguimiento a las complicaciones en
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los primeros tres meses y determinacion de CD26 sérica
de control entre las ocho y 12 semanas posteriores al pro-
cedimiento quirdrgico.

El suero de pacientes fue obtenido en tubo sin an-
ticoagulante, centrifugados a 1,800 rpm durante 15
minutos a 4 °C (Eppendorf 5810R); posteriormente,
fueron almacenados en tubos de polipropileno a -20 °C.
La cuantificacion de los niveles plasmaticos de CD26 se
realiz6 mediante Enzyme-Linked Immunosorbent Assay
(ELISA) MyBioSource 96-well MBS2882455 (San Diego;
California, United States).

Para el protocolo de inmunofluorescencia el tejido se
crioprotegié con Tissue-Tek y se almacené a -80 °C. Se
realizaron secciones de 8 um de espesor en el criostato, se
fijaron con paraformaldehido al 4% y se lavaron dos veces con
PBS. Se lavaron las secciones con suero bloqueador al 1% en
PBS-T (PBS con Triton X-100 al 0.4%). Se bloqued la unién
no especifica incubando las secciones de tejido con suero al
5% en PBS-T durante 30 minutos a temperatura ambiente.

Se agreg6 el anticuerpo primario diluido en PBS-T de
suero animal al 1% (CD26 Recombinant Rabbit Monoclo-
nal Antibody [JM11-42], 100 pL. Invitrogen; anti-vimentin
antibody [RV202] - Cytoskeleton Marker, 100 pg. Abcam;
anti-alpha smooth muscle actin antibody [1A4], 100 pgy
Abcam FAPA Polyclonal Antibody, 100 pL. Bioss antibodies).
Se us6 la dilucién recomendada del anticuerpo especificada
en la ficha de datos.

Se lavaron las secciones con suero PBS-T al 1%, y se
agreg6 anticuerpo secundario diluido en suero PBS-T al
1% (Goat anti-Rabbit IgG [H+L] Cross-Adsorbed Secondary
Antibody, Alexa Fluor™ 555, 1 mg. Invitrogen y Goat anti-
Mouse 1gG [H+L] Cross-Adsorbed Secondary Antibody,
Alexa Fluor™ 488, 1 mg invitrogen), se incub6 a tempe-
ratura ambiente durante una a dos horas, con la dilucién
recomendada del anticuerpo especificado en la hoja de
datos. Después de la aplicacién de todos los anticuerpos
primarios se aplico tintes de unién al ADN DAPI y se realizé

Tabla 2: Diferencia de medianas de los valores
dipeptidil peptidasa-4 sérica en variables quirirgicas categdricas.

DPP-4-S (ng/dL) Mediana [p25-p75] p
Complicaciones 0.6478
Si 791 [558-1,023]
No 708 [528-908]
Traqueostomia 0.1845
Si 569 [509-722]
No 752 [537-980]
Tipo de anastomosis 0.507
C-T 822 [538-937]
T-T 663 [528-841]

C-T = anastomosis crico-traqueal. T-T = anastomosis tragueo-traqueal.
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Tabla 3: Correlacion valores dipeptidil peptidasa-4 sérica
y variables quirlrgicas cuantitativas.

Coeficiente de

Variable correlacion p

Dias de intubacion -0.2154 0.3358
Dias con traqueostomia -0.3201 0.1464
Numero de dilataciones -0.0799 0.7236
Numero de anillos resecados -0.1595 0.4784
Sangrado 0.4893 0.0208
Tiempo quirtrgico -0.061 0.7874
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Figura 2: Niveles de dipeptidil peptidasa-4 séricay sangrado transoperatorio.

el control en cultivo de fibroblastos. La evaluacion se realizé
con un microscopio ZEISS Axio Vert Al.

Se incluyeron igualmente controles sanos mayores de
18 anos que firmaron consentimiento informado, se tomé
muestra sanguinea para medicion sérica de CD26, asi como
laboratorios complementarios para su estudio (biometria
hematica, quimica sanguinea, PCR, procalcitonina, perfil
lipidico y hemoglobina glucosilada).

Todos los datos fueron recabados en una hoja de calcu-
lo de Excel. La informacién recolectada se analizé con el
programa Stata® version 14 para Mac. Se realizé el calculo
de frecuencias y porcentajes simples para las variables cua-
litativas y se calcularon medidas de tendencia central y de
dispersion para variables cuantitativas. Se eligi6 el tipo de
gréfico de acuerdo con la naturaleza de las variables segtin
fueran cuantitativas o cualitativas.

Analisis estadistico: se analizaron diferencias en los
niveles de DPP-4 de acuerdo con las diferentes variables
quirdrgicas (tiempo quirdrgico, tipo de anastomosis, san-
grado, complicaciones, tipo de sutura). Se realizé una des-
cripcién de las caracteristicas de los controles y finalmente
se realiz6 la comparacién de las caracteristicas entre los
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Tabla 4: Variables cualitativas de los controles divididos por subgrupo.

N =22.
Residentes No residentes
Variable (N=11) (N=11)
(categoria) n (%) n (%) p
Género 0.99
Mujer 2(18) 1(9)
Hombre 9(82) 10 (91)
Edad 0.99
<33 7 (64) 6 (55)
>33 4 (36) 5 (45)
Peso, (IMC) 0.562
Normal 5 (46) 3(27)
Sobrepeso 4 (36) 3(27)
Obesidad 2(18) 5 (46)
Comorbilidades* 0.476
Si 2(18) 0(0)
No 9(82) 11 (100)
Tabaquismo 0.99
Si 1(9) 0(0)
No 10 (91) 11 (100)
Toma alcohol 0.04
Si 7 (64) 2(18)
No 4 (36) (82)
Antecedente de 0.002
COVID-19
Si 10 (91) 2(18)
No 1(9) 9(82)

IMC = indice de masa corporal. COVID-19 = enfermedad por coronavirus 2019.
* Incluyen: diabetes, hipertension arterial sistémica, toxicomanias, enfermedad

tiroidea, epilepsia y asma.

casos y los controles con la prueba exacta de Fisher para el
caso de variables cualitativas y con las pruebas U de Mann-
Whitney o Kruskal Wallis (segtin el nimero de categorias
de la variable) para variables cuantitativas. Asimismo, se
realiz6 la prueba de rango de signos de Wilcoxon para
datos pareados, y se evalud si los cambios en los niveles
de DPP-4-S pre y posquirdrgicos fueron estadisticamente
significativos. Adicionalmente, se realiz6 un modelo de
regresion logistica para evaluar si DPP-4-S podria ser un
predictor de estenosis traqueal y se realizé un analisis de
sensibilidad y especificidad de la prueba.

El estudio se aprobé por el Comité de Ftica e Investi-
gacion del INER, con el nimero de aprobacion C 14-22.
Se solicit6 a los pacientes y controles sanos la firma de la
carta de consentimiento informado. El estudio se apegé a
las normas de la Ley General de Salud para Investigacion
y a la Declaracion de Helsinki.

RESULTADOS

Se incluyeron un total de 22 casos y 22 controles en el
estudio. En la Tabla 7 se observan las caracteristicas del
procedimiento quirdrgico en los pacientes con trata-
miento quirdrgico de la ETSIO. A cerca de 73% de los
pacientes se les realiz6 anastomosis traqueo-traqueal y
la mayoria no tuvieron complicaciones. Como parte del
andlisis detallado de los casos se evaluaron diferencias
en los niveles de DPP-4-S pre y posquirtrgicos (Figura 1);
no se encontraron diferencias estadisticamente signifi-
cativas (p = 0.9738). Finalmente, se evalué si una o mas
caracteristicas quirdrgicas se relacionaban con los niveles

Tabla 5: Variables cuantitativas de los controles divididos por subgrupo. N = 22.

Residentes No residentes
(N=11) (N=11)

Variable mediana [p25-p75] mediana [p25-p75] p
DPP-4-S (ng/dL) 677 [577-700] 927 [771-1,179] 0.3981
Leucocitos (cels/pL) 6.4 [4.9-7.3] 6.8 [5.8-8.3] 0.0956
Linfocitos (cels/pL) 2.2[1.6-2.8] 2.4[1.9-2.7] 0.8233
PMN (cels/uL) 2.8[2.3-4.4] 3.1[3.7-4.5] 0.0527
Glucosa (mg/dL) 93 [90-96] 81[78-84] 0.1805
HbA1c (%) 5.3[5.2-5.5] 5.5[5.3-5.7] 0.9159
Colesterol total (mg/dL) 183 [143-215] 161 [152-200] 0.4455
Triglicéridos (mg/dL) 107 [86-144] 167 [76-211] 0.05
indice aterogénico 3.7 [2.5-4.2] 3.5[2.9-4.9] 0.2358
PCR (mg/L) 0.11[0.04-0.2] 0.17[0.1-0.2] 0.0001
Procalcitonina (ng/mL) 0.02 [0.01-0.08] 0.02 [0.01-0.02] 0.344

DPP-4-S = dipeptidil peptidasa-4 sérica. PMN = polimorfonucleares. PCR = proteina C reactiva.
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Tabla 6: Variables cuantitativas de casos versus controles. N = 22.
Casos Controles
Variables mediana [p25-p75] mediana [p25-p75] p
DPP-4-S 708 [536-922] 503 [10-679] 0.3981
Leucocitos 6.9 [6.3-8.5] 6.5[5.4-7.3] 0.0956
PMN 4.3[3.7-5.1] 3.6 [2.7-4.4] 0.0527
Glucosa 93 [82-104] 87 [81-96] 0.1805
HbA1c 5.4 [5.2-5.8] 5.4 [5.2-5.6] 0.9159
Colesterol total 166 [138-190] 170 [146-200] 0.4455
Triglicéridos 187 [124-212] 121 [78-181] 0.05
indice aterogénico 4.2[3.1-5] 3.7 [2.7-4.6] 0.2358
PCR 0.35[0.3-0.4] 0.115[0.1-0.2] 0.0001
Procalcitonina 0.02 [0.01-0.08] 0.02 [0.01-0.02] 0.344

DPP-4-S = dipeptidil peptidasa-4 sérica. PMN = polimorfonucleares. PCR = proteina C reactiva.

de DPP-4. Esto se realizé tanto en variables categéricas
(Tabla 2) como continuas (Tabla 3). La Gnica variable que
mostré correlacién con los niveles séricos de DPP-4 fue
el sangrado transoperatorio (Figura 2).

Dada las diferencias en el reclutamiento, en la primera
parte de este trabajo de investigacion,” en la cual médicos
residentes del INER fueron reclutados como controles (se
reclutaron a partir de donadores del Banco de Sangre del
INER), se realizé un subandlisis de los controles, comparan-
do a residentes y no residentes en bisqueda de diferencias
estadisticas que pudieran apuntar a un sesgo de seleccién
y de informacién en los controles. Al analizar la variable
dependiente principal, se encontraron diferencias no sig-
nificativas en los niveles de DPP-4-S entre residentes y no
residentes. En las Tablas 4 y 5 se muestra la comparacién
de las variables categoricas.

En el andlisis estadistico de casos versus controles se
observa una mayor frecuencia de comorbilidades entre
los pacientes posoperados por ETSIO, los cuales también
mostraron niveles estadisticamente mayores de triglicéri-
dos y proteina C reactiva (Tabla 6), con lo cual corrobora-
mos la ausencia de procesos inflamatorios activos en los
controles. Por el contrario, no se observaron diferencias
estadisticas en los niveles séricos de DPP-4 entre los
grupos (Figura 3).

Se realiz6 un modelo univariado de regresion logistica
para evaluar si DPP-4-S podria ser un predictor de es-
tenosis traqueal, donde se observa un OR muy cercano
a 1, y una pseudo R2 de apenas 1.4%, lo que implica
que practicamente no hay diferencia en los niveles de
DPP-4-S entre casos y controles, y que la probable
contribucién de DPP-4-S como predictor de estenosis
es menor a 2%.

Niveles séricos de DPP-4 de pacientes
con estenosis traqueal secundaria a intubacion orotraqueal
previo a cirugia versus controles sanos.
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Figura 3: Niveles de dipeptidil peptidasa-4 en casos (N = 22) y controles
(N=22).

La deteccién de FAP-a, CD26, a-SMA y vimentina
se realiz6 en tejido de traquea, asi como su control. Se
tomaron fotografias de contraste de fases (PH-C), de los
marcajes de cada uno y se empalmaron las imagenes
de ambos marcajes (MERGE). Posteriormente, se cuan-
tifico el drea positiva a los marcajes de DAPI, FAP-a
(Figura 4A), CD26 (Figura 4B), a-SMA y vimentina. Se
observé un incremento en el porcentaje de drea de los
marcadores CD26 y FAP-a, lo que sugiere formacion de
arquitectura del microambiente fibrético en el tejido. El
incremento en el porcentaje de drea de a-SMA sugiere
presencia de miofibroblastos en el tejido, células aso-
ciadas a formacién de tejido fibrético. El incremento en
el porcentaje de drea de vimentina sugiere la formacion
de andamios que promueven la migracién mesenquimal
asociada a fibrosis.
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DISCUSION

Los niveles de DPP-4-S no mostraron una adecuada sen-
sibilidad y especificidad para discriminar la enfermedad,
aunque la expresién tisular CD26 si se encontré incremen-
tada en los casos respecto al tejido control.

En el andlisis de los casos no se encontraron diferencias
estadisticamente significativas entre niveles pre y posqui-
rargicos, resultado que contrasta con lo identificado en la
primera parte de este estudio,” lo cual se puede explicar
por los niveles significativamente mas bajos de DPP-4
en los controles incluidos en dicho trabajo. Sin embargo,

Figura 4:

A) Deteccion de FAP-o en tejido de
trdquea. Barra de escala 20 pm.
B) Deteccion de CD26 en tejido de
trdquea. Barra de escala 20 pm.
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debemos considerar que la accién de DPP-4 es compleja e
involucra mltiples vias de sefalizacién y mecanismos que
adn son poco comprendidos,”® mientras que los efectos
de la DPP-4-S podrian ser independientes de su actividad
enzimdtica, que también juega un papel importante en
la inflamacién.”” Ademds, la estenosis traqueal es una
patologia de etiologia muy heterogénea,”’ en la que se
ha descrito el papel de miltiples mecanismos fisiopato-
génicos.”” Se ha visto, por ejemplo, que la repercusion
clinica puede variar dependiendo del tipo de estenosis,*
por lo cual no podemos afirmar que los simples valores
de DPP-4-S sean el Ginico marcador de su actividad, y no
descartamos su potencial utilidad en otros contextos de
inflamacion y cicatrizacion.

No es de sorprender la correlacién positiva encontrada
entre los niveles de DPP-4-S y el sangrado transoperatorio
(Figura 2), dada la elevada frecuencia de expresién de DPP-4
en el endotelio y su reconocido papel en la hemostasia."
En el caso de las vias respiratorias, Johnson y colaborado-
res.” encontraron que varios anticuerpos monoclonales
que reconocen la CD26/DPP-4-S tifieron intensamente el
endotelio de los capilares pulmonares, pero no los de otros
tipos de vasos sanguineos de gran calibre,”” lo que nos lleva
a pensar que la via aérea podria tener particularidades que
la hagan especialmente susceptible a procesos alterados de
cicatrizacién, como se ha hipotetizado en la etiologia de
la estenosis traqueal.’

El andlisis intracontroles revel6 diferencias en los niveles
de DPP-4-S entre residentes y no residentes. Asimismo,
al comparar otras caracteristicas entre ambos subgrupos,
los residentes tuvieron una glucemia més elevada y mayor
frecuencia de consumo de alcohol y antecedente de CO-
VID-19 (todas con p < 0.05). Para explorar estos resultados,
realizamos modelos exploratorios complementarios de re-
gresion lineal, en los cuales se observé una relacién inversa
entre el antecedente de COVID-19 y DPP-4-S (p < 0.001),
mientras que se perdi6 la significancia de la glucemia y el
consumo de alcohol al controlar por otras variables.

Asi, se evidencia que podria haber una relacién entre
la infeccién por SARS-CoV-2 y la actividad de DPP-4-S. Si
bien esta relacién no ha sido del todo dilucidada, en un
estudio se observé que en pacientes infectados con MERS-
CoV, la concentracién de DPP-4-S en plasma disminuy6
significativamente y se correlacion6 con la gravedad de la
enfermedad, mientras que en 2020 se informé un resultado
similar en pacientes con COVID-19 grave.”

Los resultados de este andlisis no arrojaron diferencias
significativas en las caracteristicas sociodemograficas y
clinicas entre casos y controles (Tabla 6). Tampoco se
observé diferencia en la variable principal, los niveles de
DPP-4-S. Sin embargo, si se observo diferencia en expresion
de CD26 en tejido traqueal. Esto podria deberse a varios
factores, entre ellos la vida media de DPP-4-S,*° la etapa
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de la estenosis traqueal en que pudiera tener mayor reper-
cusion (fase aguda versus créonica), o el momento en que se
midieron sus niveles en los casos, lo cual se realizé previo a
la cirugfa, momento que no necesariamente corresponde
con las etapas de formacién de la estenosis.

El presente estudio tiene algunas limitaciones. En pri-
mera, dado que la mayoria de los pacientes intervenidos
llegaron referidos de otras instituciones, se desconoce a
ciencia cierta el intervalo entre el inicio de la patologia y
la realizacién de la cirugfa, lo cual tiene implicaciones en
la potencial utilidad de la deteccién de DPP-4 en etapas
iniciales de la patogénesis de ETSIO. Finalmente, los resul-
tados de inmunofluorescencia son descriptivos, por lo que
no se pudo evaluar estadisticamente la relacién entre los
niveles séricos y tisulares de DPP-4.

La investigacion de otras moléculas como posibles mar-
cadores diagndsticos, prondsticos o blancos terapéuticos,
especialmente en humanos, es extremadamente valioso
para el progreso del conocimiento cientifico en este campo,
aun si no hay diferencias significativas ya que, como sabe-
mos, «la falta de evidencia, también es evidencia» y sirve
de guia a futuras investigaciones, aumentando el potencial
para el desarrollo de terapias inmunolégicas, genémicas
y proteémicas especificas para el tratamiento de padeci-
mientos inflamatorios/fibréticos, entre ellos la ETSIO.!0%6

CONCLUSIONES

Bajo las condiciones de realizacion de este estudio, los nive-
les de DPP-4-S no discriminaron adecuadamente los casos
de ETSIO, aunque su expresion se encontré incrementada
en tejido traqueal, por lo que no se descarta que pueda
fungir como marcador diagndstico o blanco terapéutico en
etapas tempranas de ETSIO o previo a su formacién, por
ejemplo, en momentos cercanos a la intubacion.

El presente articulo constituye uno de los pocos es-
tudios en humanos donde se evaltGan niveles séricos y
tisulares de CD26, asi como la descripciéon de la trans-
diferenciacién de los fibroblastos a miofibroblastos en el
tejido enfermo de pacientes con ETSIO, sirviendo como
precedente y realizando una aportacién invaluable en el
estudio de la fisiopatologia de ésta, que abre camino a
futuras investigaciones en la bisqueda de biomarcadores
en patologia traqueal.
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