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RESUMEN. Criopreservacion de segmentos traqueales: Efecto del tiempo de congelacion sobre la integridad estructural del cartilago. Un problema
médico que aun no ha tenido solucion son las patologias extensas de la traquea (> 6 cm), ya que cuando la lesion es muy extensa no es posible
llevar a cabo la anastomosis término-terminal. Dentro de éstas se encuentran tumores, obstrucciones postintubacién, malacias, fistula traqueoeso-
fagica y otras mas. Debido a este tipo de enfermedades varios grupos trabajan con el objetivo de resolver este grave problema. En este trabajo se
estudian los cambios histoldgicos que presenta el cartilago traqueal por efecto de la criopreservacion; y en perspectiva, proponer el alotrasplante
traqueal. Nuestro objetivo es obtener informacion en relacion con la preservacion de tejido traqueal con diferentes tiempos de criopreservacion.

Palabras clave: Traquea, trasplante traqueal, criopreservacion.

ABSTRACT. Tracheal segments cryopreservation: Effect of freezing time on the structural integrity of cartilage. Pathological long tracheal segments
(> 6 cm) remain an unsolved medical issue, since long lesions are not amenable to perform an end to end anastomosis. Such pathologies include
tumors, post-intubation stenosis, malacias, tracheoesophagic fistulae and many others. There are many research groups that are working to solve
this challenge, focused on tracheal cryopreservation or tissue-engineered tracheal transplant. In this work, we study the histological changes on
the trachea tissue that result from different cryopreservation time, in order to obtain information that could let us perform tracheal transplantation
in the near future.

Key words: Trachea, tracheal transplantation, cryopreservation.

INTRODUCCION fibras colagenas; 3) anillos de cartilago hialino revestidos
por pericondrio, cuya funcidn es proporcionar estabilidad
a la trhquea; y 4) la adventicia, periférica a los anillos de

cartilago, formada por tejido conectivo laxo es la cubierta

Latrhguea es una via de conduccion del aire haciay desde
los pulmones integrada por una serie de anillos de cartilago

interconectados entre si que constituyen la estructura de
soporte y mantienen la permeabilidad de su luz.*® Desde
el punto de vista histolégico, la pared de la trdquea se com-
pone de cuatro capas: 1) la mucosa, formada por epitelio
pseudoestratificado ciliado que actia como una barrera
protectora, produce moco, filtra y remueve las particulas a
través de los cilios y una lamina propia fibroelastica com-
puesta de tejido conjuntivo laxo; 2) la submucosa, separada
de la mucosa por una membrana elastica integrada por una
capa de fibras elasticas entremezcladas con abundantes

externa de la traquea, su funcién es unir a la trdquea con
los tejidos adyacentes del cuello y el mediastino®*® (figura 1).

El cartilago traqueal se encuentra cubierto por una
capa de tejido conjuntivo denso denominado pericondrio,
responsable del aporte sanguineo y de la eliminacién de
los restos metabolicos. El cartilago esté integrado por
células denominadas condrocitos y por el material extra-
celular que constituye la matriz. La matriz extracelular es
un gel formado por macromoléculas de proteoglicanos
y glicoproteinas estructurales que rellena el espacio
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entre las células y las fibras del tejido conjuntivo. Los
condrocitos renuevan las macromoléculas de la matriz
del cartilago, sintetizan colageno principalmente de tipo
I, proteoglicanos y condronectina. Las cavidades de la
matriz ocupadas por los condrocitos reciben el nombre
de “lagunas”. Una laguna puede contener uno o mas
condrocitos. En la periferia del cartilago hialino, los con-
drocitos presentan una forma alargada con su eje mayor
paralelo a la superficie mientras que en la parte central,
son mas redondeados y se asocian en grupos isdégenos.
La matriz extracelular se define como “pericelular” (la
gue delimita una laguna), “territorial” (la que rodea un
grupo iségeno) e interterritorial (la que esta distribuida
entre la matriz territorial)**® (figura 2).

Existen diferentes alteraciones traqueales relacio-
nadas con la estructura y por ende con la funcién del
cartilago, éstas incluyen principalmente estenosis,
tumores y malacias. El tratamiento de eleccion para
este tipo de patologia consiste en resecar el segmento
traqueal dafiado; sin embargo, este procedimiento es

Figura 1. Traquea (tricromica de Masson, 10x): 1) mucosa, 2)
submucosa, 3) cartilago hialino, 4) adventicia.

Grupo iségeno
(de cuatro células
delimitado por la
matriz territorial)

Matriz interterritorial

Gtil, exclusivamente para lesiones traqueales con una
longitud maxima de 6 cm, lo que excluye a los pacientes
portadores de lesiones extensas (> 6 cm) y en los que
es necesario, entonces, tratar de paliar la insuficiencia
respiratoria mediante procedimientos recurrentes y no
definitivos como traqueostomia, aplicacion de rayo laser,
dilataciones traqueales o la colocacion de diferentes
tipos de stents.!?

Actualmente, no existen estrategias quirtrgicas defini-
tivas para la reparacion de lesiones traqueales mayores
de 6 cm, a pesar de numerosos intentos realizados con
prétesis sintéticas de diferentes materiales (dacrén,
silicén, poliuretano, politetrafluoroetileno, propileno y
metal), tejidos autélogos (fascia, piel, hueso, periostio,
cartilago, pericondrio, masculo, eso6fago, pericardio, du-
ramadre, intestino delgado; asi como el uso de “colgajos”
para favorecer la vascularizacién), trasplante traqueal, e
ingenieria de tejidos (siembra de condrocitos en armazén
de polimeros sintéticos biodegradables). Sin embargo,
con ninguna de estas alternativas quirirgicas ha sido
posible realizar una reconstruccién funcional (todas
ellas generan complicaciones como desvascularizacion,
estenosis, necrosis, dehiscencia, infeccién, reacciones
inmunoldgicas y la formacion de tejido de granulacion).
Esta problematica exige la basqueda de una estrategia
medico-quirdrgica definitiva para los pacientes portado-
res de lesiones tragueales mayores de 6 cm de longitud,
en los que no existe la posibilidad de realizar una resec-
cion, solo asi se resolvera la insuficiencia respiratoria
que les provoca y fatales complicaciones funcionales
e infecciosas.'?®

Siendo la criopreservacién un método que ha
demostrado tener utilidad en la proteccién de los
parametros morfolégicos, funcionales y bioquimicos
de diferentes células y tejidos, se evalGa actualmen-
te a nivel mundial la reconstruccion experimental de
lesiones extensas utilizando segmentos de traquea

Matriz pericelular
Condrocito

Laguna

Figura 2. Cartilago traqueal.
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criopreservados. En estos disefios, se crea unalesién
mediante la reseccidon de un segmento traqueal de
varios anillos. Este defecto se sustituye por segmento
traqueal criopreservado de la misma longitud. Los
resultados reportados acerca del efecto que ejerce
la criopreservacién sobre el cartilago son contradic-
torios limitando la aplicacién clinica del procedimiento.
Es probable que la contradiccion entre los resultados
derive de las diferentes condiciones experimentales en
gue se realiza la criopreservacién de los segmentos
traqueales, entre éstas la solucion, la temperatura y
el tiempo de congelacién.!2

La criopreservacion consiste basicamente en sumer-
gir el biomaterial que se desea preservar dentro de una
solucién adicionada con un agente crioprotector capaz
de disminuir el dafio osmético y mantenerlo almacenado
bajo temperaturas extremas de congelacién, tal como
con el uso de nitrégeno liquido (-196°C). Los disefios de
criopreservacion para segmentos traqueales cubren ba-
sicamente el mismo procedimiento empleando: a) como
solucién de congelacion, medios de cultivo celular como
RPMI-1640 (Roswell Park Memorial Institute), DMEM
(Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium) y TC-199 (Tissue
Culture) complementados con suero bovino fetal (SBF) y
dimetilsulféxido (DMSO), b) un proceso de congelacion
programada en el que la temperatura disminuye de
manera gradual regularmente entre (-1 y -5°C/minuto)
hasta alcanzar un rango que habitualmente fluctla entre
(-80y -100°C) y c) el almacenamiento de los segmentos
traqueales en nitrégeno liquido (fase de vapor: -196°C)
durante periodos prolongados de tiempo.*3

Con respecto al tiempo de criopreservacion, el periodo
de almacenamiento de los segmentos traqueales en
nitrégeno liquido reportado es muy amplio, varia entre
7 y 730 dias, al respecto algunos autores refieren que
los periodos prolongados de criopreservacion favorecen
el deterioro del cartilago,®® mientras que otros indican
gue la viabilidad del cartilago no muestra diferencias
importantes cuando se incrementa el tiempo de criopre-
servacion.?® El objetivo de este trabajo radicé en evaluar
el efecto que ejerce el tiempo de criopreservacion sobre
la integridad estructural del cartilago traqueal.1®1!

MATERIAL Y METODOS
Disefio experimental

Se procuraron las traqueas de dos perros mestizos con
un peso corporal entre 15 a 30 kg, de cualquier sexo,
con edad variable, no relacionados entre si y de “fin de
estudio” (utilizados previamente en protocolos de inves-
tigacion quirargica no relacionados con cirugia traqueal).

Los animales se mantuvieron en condiciones habitua-
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les de bioterio y se manejaron con base en los lineamien-
tos establecidos en las Especificaciones Técnicas para la
Produccion, Cuidado y Uso de Animales de Laboratorio
de la Norma Oficial Mexicana, NOM-062-Z00-1999*2
y en la Guide for Care and Use of Laboratory Animals,
USA.=®

Técnica quirdrgica

Los perros se prepararon con 24 horas de ayuno para
solidos y con 12 horas de ayuno para liquidos, la
anestesia se indujo por via intravenosa con hidroclo-
ruro de xilacina (0.1 mg/kg, rompum, Bayer) mezclado
con propofol (6 mg/kg, diprivan, Astra Zeneca) y se
mantuvo con isofluorano al 2% durante todo el proceso
quirdrgico.

Los animales se colocaron sobre la mesa de cirugia
en posicidn decubito dorsal, se intubaron con sonda
orotraqueal y se conectaron a un ventilador (Harvard
Apparatus) con un vaporizador (Isotec 3 Ohmeda),
manteniendo una frecuencia respiratoria de 20 respi-
raciones/min, un volumen corriente de 15 mL/kg y una
FiO, del 100%. Se realizo tricotomia, asepsia y antisepsia
de la zona toraco-cervical que se delimité con campos
quirdrgicos. Se practico una incision ventral media, con
limite craneal en la regién de la mandibula y con limite
caudal en la region supraesternal. Se diseccioné el tejido
subcutaneo hasta llegar a la traquea que se disecé en
toda su circunferencia y se resecé en toda su longitud,
utilizando las técnicas quirdrgicas convencionales. In-
mediatamente después y sobre una charola de mayo
apoyada sobre una camara de hielo se realiz6 una
diseccion fina de la traquea.

Obtencion de los segmentos traqueales

Concluida la diseccién fina de la traquea, con ayuda
de un bisturi se resecé el cartilago cricoides que fue
eliminado del estudio. El resto de la traquea se corto
en tres segmentos de seis anillos que fueron lavados
durante tres minutos en una solucion glucosada fria
(glucosa al 50% (Solucién DX-50, PISA) adicionada
con 20 mL de una solucién de manitol al 20% (manitol
al 20%, PISA), 5,000U de heparina (inhepar, PISA),
1g de estreptomicina (sulfastrep, PISA), 1000,000U de
penicilina (PISA) y 0.1 mL de una solucién antibiética-
antimicotica (SIGMA, A5955) por cada litro de solucién
y mantenida en hielo, con recambio de la solucién cada
minuto. En forma inmediata posterior al lavado de los
segmentos traqueales, éstos fueron sumergidos en me-
dio RPMI-1640 (SIGMA, R8758) adicionado con 10%
de dimetilsulféxido (SIGMA, D2650), 20% de suero bo-
vino fetal (GIBCO,16000-044) y 0.1 mL de una solucién
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antibiética-antimicética (SIGMA, A5955) por cada litro de
solucién para su congelacion a (-70°C) durante 24 horas.
Transcurrido el tiempo de congelacién, los segmentos
traqueales fueron divididos al azar en los diferentes gru-
pos de estudio que fueron establecidos con base en el
tiempo de criopreservacion (tiempo de almacenamiento
de los segmentos traqueales en nitrégeno liquido).

Grupos de estudio

De cada tradquea procurada, se obtuvieron 3 segmentos
de 6 anillos que fueron asignados al azar en seis grupos
de estudio.

Grupo control (sin criopreservacion)

Grupo 1: El segmento traqueal no fue sometido a ningan
tipo de criopreservacién, Unicamente se enjuago en la
solucién glucosada (n = 6 anillos de cartilago).

Grupos 2 al 6 (con criopreservacion)

En los grupos de estudio 2 al 6, los segmentos traquea-
les fueron sumergidos en medio RPMI, congelados a
-70°C durante 24 horas y transferidos al tanque de
nitrégeno liquido para su almacenamiento a -196°C
durante:

* Grupo de estudio | Tiempo de criopreservacion (dias)

15
21 a50
51 a 100
101 a 150
151 a 200

OOk WN

*n = 6 anillos de cartilago/grupo de estudio

Concluidos los tiempos de criopreservacion, los
segmentos traqueales de los grupos de estudio 2 al 6
fueron descongelados colocando el criovial en un bafio
Maria mantenido a una temperatura de 37°C, enjuaga-
dos durante 3 minutos en medio RPMI-1640 (SIGMA,
R8758) adicionado con 20% de suero bovino fetal
(GIBCO,16000-044) mantenido a 37°C y cortados en
anillos. Todos los grupos de estudio se integraron con
seis anillos traqueales.

Evaluaciéon microscépica de los anillos traqueales
Para realizar la evaluacion histolégica del cartilago, los

segmentos traqueales fueron sumergidos en una solu-
cion formol al 10% durante 24 horas para su fijacién, en

Cartilago traqueal y tiempo de criopreservacion

el caso del grupo control, en forma inmediata posterior a
la procuracion de la traquea y en los grupos 2 al 6, una
vez que los segmentos traqueales fueron descongelados
al concluir el tiempo de criopreservacion. Los segmen-
tos traqueales se retiraron de la solucion de formol y
con ayuda de bisturi fueron cortados en anillos que se
procesaron para su inclusién en bloques de parafina,
obtencién de cortes de 4 um de grosor y tincién con
hematoxilina-eosina.

El efecto del tiempo de criopreservacion sobre la
evaluacion histolégica del cartilago incluyé un registro de
las alteraciones en la tincién de las matrices pericelular,
territorial e interterritorial con respecto a la tincién basoé-
fila del cartilago traqueal control (sin criopreservacion)
utilizando un microscopio 6éptico y aumento 10x.

RESULTADOS

Ninguno de los 6 anillos traqueales de los grupos de
estudio 1 (control) y 2 (15 dias de criopreservacion)
presentaron alteraciones en la tincion de las matrices
pericelular, territorial e interterritorial del cartilago (sin
alteraciones). Con respecto a la tincién basofila del car-
tilago del grupo control (sin criopreservacion), en el resto
de los grupos de estudio (3, 4, 5y 6), las alteraciones
en el cartilago por efecto del tiempo de criopreservacion
involucran: a) la matriz territorial cuando el tiempo de
almacenamiento de los segmentos traqueales vario entre
21 y 50 dias (grupo 3, alteraciones “minimas”) y b) las
matrices territorial e interterritorial cuando el tiempo de
almacenamiento de los segmentos traqueales vario entre
51y 200 dias (grupos de estudio 4, 5y 6, alteraciones
“severas”).

En los 6 anillos traqueales del grupo 3 (21 a 50 dias
de criopreservacion), la matriz territorial del cartilago
se caracterizé Unicamente por hipertincién (coloracion
morado intenso vs. coloracion basdéfila del cartilago
del grupo control), contrariamente a lo observado en
los grupos de estudio 4, 5y 6 en los que en todos los
anillos traqueales presentaron un engrosamiento de
la matriz territorial del cartilago con pérdida del limite
caracteristico entre los grupos iségenos, esta matriz,
se distingue de color blanco después de un periodo de
criopreservacién comprendido entre 51 y 200 dias que
afecta también la tincién de las matrices pericelular e
interterritoral que se observan claramente hipertefiidas
(coloraciéon morado intenso vs. coloracion basofila del
cartilago del grupo control). El 33.33% de los anillos
(n = 12/36) traqueales no presentaron alteraciones en
la tincién de las matrices del cartilago y correspondieron
a los grupos de estudio 1y 2, el 16.7% de los anillos
traqueales (n = 6/36) presentaron alteraciones “minimas”
y correspondieron al grupo 3, mientras que el 50%

10
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(n = 18/36) de los anillos traqueales con alteraciones
“severas” en la tincién del cartilago correspondieron a
los grupos de estudio 4, 5y 6. Estas alteraciones fueron
estadisticamente significativas entre los grupos de estu-
dio (Ji cuadrada, Kruskal-Wallis: p < 0.001) y presentaron
una correlacionaron significativa (Spearman: r = 0.926,
p < 0.01) (figura 3).

DISCUSION

Bajo las condiciones experimentales establecidas en
este trabajo, la criopreservacion de segmentos traquea-
les sumergidos en medio RPMIy congelados 24 horas a
-70°C en forma previa al almacenamiento en nitrégeno
liquido (fase de vapor -196°C) durante periodos de
tiempo que variaron entre 15y 200 dias y con respecto
a la tincion basofila del cartilago del grupo control en el
gue los segmentos traqueales no fueron sometidos a
criopreservacién, encontramos que:

a) Lossegmentos traqueales almacenados en nitrdgeno
liquido durante 15 dias no muestran alteraciones en
la integridad y tincién de las matrices pericelular,
territorial e interterritorial del cartilago. A partir del
dia 21, es cuando ocurren cambios evidentes en la
tincién de las matrices del cartilago;

b) Después de un periodo de tiempo que varia entre 21
y 50 dias, las alteraciones comprometen Unicamente
la matriz territorial;

c) Después de un periodo de tiempo que varia entre
51y 200 dias, las alteraciones en la tincién del car-
tilago comprometen las tres matrices. Las matrices
pericelular e interterritorial se tifien de morado intenso
(hipertincion), mientras que la matriz territorial se
observa de color blanco;

d) El dafio ocasionado en las matrices pericelular,
territorial e interterritorial de cartilago parece estar
ocasionado por el tiempo de almacenamiento de los
segmentos traqueales en nitrégeno liquido.

La hematoxilina actiia como un colorante basico
con densidad de carga positiva que se asocia a iones
con carga anidnica (sulfatos, fosfatos y carboxilos)
contenidos en la cromatina, en los nucléolos y en el
caso del cartilago, especificamente en el cartilago, en
los glucosaminoglicanos sulfatados, que forman parte
de los proteoglicanos ademas de grupos hialurénicos y
condroitin sulfato, entonces, las alteraciones observa-
das en la tincion del cartilago criopreservado parecen
indicar una exposicion aumentada (hipertincion) o dis-
minuida (tincién tenue) de los grupos sulfato, fosfato y
carboxilo caracteristicos de los componentes respon-
sables de la consistencia del cartilago (proteoglicanos,

Grupo 1

Control sin
criopreservacion

Grupo 2

15 dias

Grupo 3

21-50 dias

Grupo 4

51-100 dias

S5O0 —0 < -=00n0O-=T 0 —=0

Grupo 5

101-150 dias

Grupo 6

151-200 dias

Figura 3. Efecto del tiempo de criopreservacion sobre la in-
tegridad estructural del cartilago traqueal (tincion H-E, 10X).
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glucosaminoglucanos, acido hialurénico y colagena
tipo Il) capaces de remodelar la matriz extracelular del
cartilago.?

Esta reportado que el dafio tisular por efecto de la
congelacién se clasifica como “indirecto” cuando se
presenta como consecuencia de un periodo prolongado
de criopreservacion y que las alteraciones en el cartilago
ocasionadas por efecto de la criopreservacion, estan
relacionadas con las complicaciones postoperatorias.
En forma posterior a la criopreservacién y previa a la re-
construccion, los segmentos traqueales criopreservados
muestran aparentemente la estructura normal caracteris-
tica con mantenimiento de la via aérea permeable y sin
traqueomalacia. Asimismo, después de la reconstruccion
puede presentarse contraccion del tejido cartilaginoso,
dislocacion de los anillos traqueales,*® calcificacion del
cartilago traqueal,*® pérdida de las propiedades elasticas
y estructurales de las paredes del cartilago,'” destruccién
de los anillos traqueales o absorcién del cartilago!™8y,
como consecuencia, obstruccion de la via aérea con
falla respiratoria aguda acompafiada de estenosis y/o
tragueomalacia.l31%20

Con base en los resultados obtenidos, concluimos que
bajo las condiciones experimentales de criopreservacién
para segmentos traqueales establecidas en este proyec-
to: a) el tiempo 6ptimo de congelacién a -196°C es de
15 dias; b) periodos comprendidos de criopreservacién
entre 20 y 50 dias provocan cambios degenerativos en
las matrices del cartilago que son mas evidentes entre
51y 200 dias de almacenamiento en nitrégeno liquido; c)
el efecto de la criopreservacién sobre el mantenimiento
integral del cartilago traqueal se reflejara en la utilidad
y funcionalidad del segmento traqueal utilizado en una
reconstruccion; y d) las discrepancias observadas en
la tincién del cartilago criopreservado especificas para
glucosaminoglucanos (proteoglicanos, acido hialurénico,
sulfatos de condroitina) responsables de la consisten-
cia del cartilago, sugieren la ocurrencia de cambios
bioguimicos y degenerativos en la matriz del cartilago
probablemente asociados y/o atribuibles a la interacciéon
de estos compuestos con el resto de los componentes
de la matriz responsables de la consistencia del tejido
cartilaginoso.
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