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RESUMEN. Criopreservación de segmentos traqueales: Efecto del tiempo de congelación sobre la integridad estructural del cartílago. Un problema 
médico que aún no ha tenido solución son las patologías extensas de la tráquea (> 6 cm), ya que cuando la lesión es muy extensa no es posible 
llevar a cabo la anastomosis término-terminal. Dentro de éstas se encuentran tumores, obstrucciones postintubación, malacias, fístula traqueoeso-
fágica y otras más. Debido a este tipo de enfermedades varios grupos trabajan con el objetivo de resolver este grave problema. En este trabajo se 
estudian los cambios histológicos que presenta el cartílago traqueal por efecto de la criopreservación; y en perspectiva, proponer el alotrasplante 
traqueal. Nuestro objetivo es obtener información en relación con la preservación de tejido traqueal con diferentes tiempos de criopreservación. 
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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.
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Introducción

La tráquea es una vía de conducción del aire hacia y desde 
los pulmones integrada por una serie de anillos de cartílago 
interconectados entre sí que constituyen la estructura de 
soporte y mantienen la permeabilidad de su luz.1-5 Desde 
el punto de vista histológico, la pared de la tráquea se com-
pone de cuatro capas: 1) la mucosa, formada por epitelio 
pseudoestratificado ciliado que actúa como una barrera 
protectora, produce moco, filtra y remueve las partículas a 
través de los cilios y una lámina propia fibroelástica com-
puesta de tejido conjuntivo laxo; 2) la submucosa, separada 
de la mucosa por una membrana elástica integrada por una 
capa de fibras elásticas entremezcladas con abundantes 

fibras colágenas; 3) anillos de cartílago hialino revestidos 
por pericondrio, cuya función es proporcionar estabilidad 
a la tráquea; y 4) la adventicia, periférica a los anillos de 
cartílago, formada por tejido conectivo laxo es la cubierta 
externa de la tráquea, su función es unir a la tráquea con 
los tejidos adyacentes del cuello y el mediastino1-5 (figura 1). 

El cartílago traqueal se encuentra cubierto por una 
capa de tejido conjuntivo denso denominado pericondrio, 
responsable del aporte sanguíneo y de la eliminación de 
los restos metabólicos. El cartílago está 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 glicoproteínas 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 cartílago, sintetizan colágeno principalmente de tipo 
II, proteoglicanos y condronectina. Las cavidades de la 
matriz ocupadas por los condrocitos reciben el nombre 
de “lagunas”. Una laguna puede contener uno o más 
condrocitos. En la periferia del cartílago hialino, los con-
drocitos presentan una forma alargada con su eje mayor 
paralelo a la superficie mientras que en la parte central, 
son más redondeados y se asocian en grupos isógenos. 
La matriz extracelular se define como “pericelular” (la 
que delimita una laguna), “territorial” (la que rodea un 
grupo isógeno) e interterritorial (la que está distribuida 
entre la matriz territorial)1-5 (figura 2).

Existen diferentes alteraciones traqueales relacio-
nadas con la estructura y por ende con la función del 
cartílago, éstas incluyen principalmente estenosis, 
tumores y malacias. El tratamiento de elección para 
este tipo de patología consiste en resecar el segmento 
traqueal dañado; sin embargo, este procedimiento es 

útil, exclusivamente para lesiones traqueales con una 
longitud máxima 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 traqueostomía, aplicación de rayo láser, 
dilataciones traqueales o la colocación de diferentes 
tipos de stents.1-3

Actualmente, no existen estrategias quirúrgicas defini-
tivas para la reparación de lesiones traqueales mayores 
de 6 cm, a pesar de numerosos intentos realizados con 
prótesis sintéticas de diferentes materiales (dacrón, 
silicón, poliuretano, politetrafluoroetileno, propileno y 
metal), tejidos autólogos (fascia, piel, hueso, periostio, 
cartílago, pericondrio, músculo, esófago, pericardio, du-
ramadre, intestino delgado; así como el uso de “colgajos” 
para favorecer la vascularización), trasplante traqueal, e 
ingeniería de tejidos (siembra de condrocitos en armazón 
de polímeros sintéticos biodegradables). Sin embargo, 
con ninguna de estas alternativas quirúrgicas ha sido 
posible realizar una reconstrucción funcional (todas 
ellas generan complicaciones como desvascularización, 
estenosis, necrosis, dehiscencia, infección, reacciones 
inmunológicas y la formación de tejido de granulación). 
Esta problemática exige la búsqueda de una estrategia 
medico-quirúrgica definitiva para los pacientes portado-
res de lesiones traqueales mayores de 6 cm de longitud, 
en los que no existe la posibilidad de realizar una resec-
ción, sólo así se resolverá la insuficiencia respiratoria 
que les provoca y fatales complicaciones funcionales 
e infecciosas.1-3 

Siendo la criopreservación un método que ha 
demostrado tener utilidad en la protección de los 
parámetros morfológicos, funcionales y bioquímicos 
de diferentes células y tejidos, se evalúa actualmen-
te a nivel mundial la reconstrucción experimental de 
lesiones extensas utilizando segmentos de tráquea 
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Figura 1. Tráquea (tricrómica de Masson, 10x): 1) mucosa, 2) 
submucosa, 3) cartílago hialino, 4) adventicia.

Figura 2. Cartílago traqueal.



J Villalba-Caloca, et ál

9Neumol Cir Torax, Vol. 69, No. 1, Enero-marzo 2010

NCT

www.medigraphic.org.mx

criopreservados. En estos diseños, se crea una lesión 
mediante la resección 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 criopreservación sobre el cartílago son contradic-
torios limitando la aplicación clínica del procedimiento. 
Es probable que la contradicción entre los resultados 
derive de las diferentes condiciones experimentales en 
que se realiza la criopreservación de los segmentos 
traqueales, entre éstas la solución, la temperatura y 
el tiempo de congelación.1,2 

La criopreservación consiste básicamente en sumer-
gir el biomaterial que se desea preservar dentro de una 
solución adicionada con un agente crioprotector capaz 
de disminuir el daño osmótico y mantenerlo almacenado 
bajo temperaturas extremas de congelación, tal como 
con el uso de nitrógeno líquido (-196°C). Los diseños de 
criopreservación para segmentos traqueales cubren bá-
sicamente el mismo procedimiento empleando: a) como 
solución de congelación, 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 
dimetilsulfóxido (DMSO), b) un proceso de congelación 
programada en el que la temperatura disminuye de 
manera gradual regularmente entre (-1 y -5°C/minuto) 
hasta alcanzar un rango que habitualmente fluctúa entre 
(-80 y -100°C) y c) el almacenamiento de los segmentos 
traqueales en nitrógeno líquido (fase de vapor: -196°C) 
durante períodos prolongados de tiempo.1-3

Con respecto al tiempo de criopreservación, el período 
de almacenamiento de los segmentos traqueales en 
nitrógeno líquido reportado es muy amplio, varía entre 
7 y 730 días, al respecto algunos autores refieren que 
los períodos prolongados de criopreservación favorecen 
el deterioro del cartílago,6-9 mientras que otros indican 
que la viabilidad del cartílago no muestra diferencias 
importantes cuando se incrementa el tiempo de criopre-
servación.8,9 El objetivo de este trabajo radicó en evaluar 
el efecto que ejerce el tiempo de criopreservación sobre 
la integridad estructural del cartílago traqueal.10,11

Material y métodos

Diseño experimental 

Se procuraron las tráqueas de dos perros mestizos con 
un peso corporal entre 15 a 30 kg, de cualquier sexo, 
con edad variable, no relacionados entre sí y de “fin de 
estudio” (utilizados previamente en protocolos de inves-
tigación quirúrgica no relacionados con cirugía traqueal). 

Los animales se mantuvieron en condiciones habitua-

les de bioterio y se manejaron con base en los lineamien-
tos establecidos en las Especificaciones Técnicas para la 
Producción, Cuidado y Uso de Animales de Laboratorio 
de la Norma Oficial Mexicana, NOM-062-ZOO-199912 

y en la Guide for Care and Use of Laboratory Animals, 
USA.13 

Técnica quirúrgica

Los perros se prepararon con 24 horas de ayuno para 
sólidos y con 12 horas de ayuno para líquidos, la 
anestesia se indujo por vía 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 
quirúrgico. 

Los animales se colocaron sobre la mesa de cirugía 
en posición decúbito 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 
FiO2 del 100%. Se realizó tricotomía, asepsia y antisepsia 
de la zona toraco-cervical que se delimitó con campos 
quirúrgicos. Se practicó una incisión ventral media, con 
límite craneal en la región de la mandíbula y con límite 
caudal en la región supraesternal. Se diseccionó el tejido 
subcutáneo hasta llegar a la tráquea que se disecó en 
toda su circunferencia y se resecó en toda su longitud, 
utilizando las técnicas quirúrgicas convencionales. In-
mediatamente después y sobre una charola de mayo 
apoyada sobre una cámara de hielo se realizó una 
disección fina de la tráquea.

Obtención de los segmentos traqueales

Concluida la disección fina de la tráquea, con ayuda 
de un bisturí se resecó el cartílago cricoides que fue 
eliminado del estudio. El resto de la tráquea se cortó 
en tres segmentos de seis anillos que fueron lavados 
durante tres minutos en una solución glucosada fría 
(glucosa al 50% (Solución DX-50, PISA) adicionada 
con 20 mL de una solución 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 solución antibiótica-
antimicótica (SIGMA, A5955) por cada litro de solución 
y mantenida en hielo, con recambio de la solución 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 dimetilsulfóxido (SIGMA, D2650), 20% de suero bo-
vino fetal (GIBCO,16000-044) y 0.1 mL de una solución 
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antibiótica-antimicótica (SIGMA, A5955) por cada litro de 
solución para su congelación a (-70°C) durante 24 horas. 
Transcurrido el tiempo de congelación, los segmentos 
traqueales fueron divididos al azar en los diferentes gru-
pos de estudio que fueron establecidos con base en el 
tiempo de criopreservación (tiempo de almacenamiento 
de los segmentos traqueales en nitrógeno líquido). 

Grupos de estudio 

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

Grupo control (sin criopreservación)

Grupo 1: El segmento traqueal no fue sometido a ningún 
tipo de criopreservación, únicamente se enjuagó en la 
solución glucosada (n = 6 anillos de cartílago). 

Grupos 2 al 6 (con criopreservación)

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 
nitrógeno líquido para su almacenamiento a -196°C 
durante: 

	* Grupo de estudio	 Tiempo de criopreservación (días)

	 2	 15
	 3	 21 a 50
	 4	 51 a 100
	 5	 101 a 150
	 6	 151 a 200

* n = 6 anillos de cartílago/grupo de estudio
 
Concluidos los tiempos de criopreservación, los 

segmentos traqueales de los grupos de estudio 2 al 6 
fueron descongelados colocando el criovial en un baño 
María 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. 

Evaluación microscópica de los anillos traqueales

Para realizar la evaluación histológica del cartílago, los 
segmentos traqueales fueron sumergidos en una solu-
ción formol al 10% durante 24 horas para su fijación, en 

el caso del grupo control, en forma inmediata posterior a 
la procuración de la tráquea y en los grupos 2 al 6, una 
vez que los segmentos traqueales fueron descongelados 
al concluir el tiempo de criopreservación. Los segmen-
tos traqueales se retiraron de la solución de formol y 
con ayuda de bisturí fueron cortados en anillos que se 
procesaron para su inclusión en bloques de parafina, 
obtención de cortes de 4 mm de grosor y tinción con 
hematoxilina-eosina. 

El efecto del tiempo de criopreservación sobre la 
evaluación histológica del cartílago incluyó un registro de 
las alteraciones en la tinción de las matrices pericelular, 
territorial e interterritorial con respecto a la tinción basó-
fila del cartílago traqueal control (sin criopreservación) 
utilizando un microscopio óptico y aumento 10x.

Resultados

Ninguno de los 6 anillos traqueales de los grupos de 
estudio 1 (control) y 2 (15 días de criopreservación) 
presentaron alteraciones en la tinción de las matrices 
pericelular, territorial e interterritorial del cartílago (sin 
alteraciones). Con respecto a la tinción basófila del car-
tílago del grupo control (sin criopreservación), en el resto 
de los grupos de estudio (3, 4, 5 y 6), las alteraciones 
en el cartílago por efecto del tiempo de criopreservación 
involucran: a) la matriz territorial cuando el tiempo de 
almacenamiento de los segmentos traqueales varió entre 
21 y 50 días (grupo 3, alteraciones “mínimas”) y b) las 
matrices territorial e interterritorial cuando el tiempo de 
almacenamiento de los segmentos traqueales varió entre 
51 y 200 días (grupos de estudio 4, 5 y 6, alteraciones 
“severas”). 

En los 6 anillos traqueales del grupo 3 (21 a 50 días 
de criopreservación), la matriz territorial del cartílago 
se caracterizó únicamente por hipertinción (coloración 
morado intenso vs. coloración basófila del cartílago 
del grupo control), contrariamente a lo observado en 
los grupos de estudio 4, 5 y 6 en los que en todos los 
anillos traqueales presentaron un engrosamiento de 
la matriz territorial del cartílago con pérdida del límite 
característico entre los grupos isógenos, esta matriz, 
se distingue de color blanco después de un período de 
criopreservación comprendido entre 51 y 200 días que 
afecta también la tinción de las matrices pericelular e 
interterritoral que se observan claramente hiperteñidas 
(coloración morado intenso vs. coloración basófila del 
cartílago del grupo control). El 33.33% de los anillos 
(n = 12/36) traqueales no presentaron alteraciones en 
la tinción de las matrices del cartílago y correspondieron 
a los grupos de estudio 1 y 2, el 16.7% de los anillos 
traqueales (n = 6/36) presentaron alteraciones “mínimas” 
y correspondieron al grupo 3, mientras que el 50% 
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(n = 18/36) de los anillos traqueales con alteraciones 
“severas” en la tinción del cartílago correspondieron a 
los grupos de estudio 4, 5 y 6. Estas alteraciones fueron 
estadísticamente 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).

Discusión

Bajo las condiciones experimentales establecidas en 
este trabajo, la criopreservación de segmentos traquea-
les sumergidos en medio RPMI y congelados 24 horas a 
-70°C en forma previa al almacenamiento en nitrógeno 
líquido (fase de vapor -196°C) durante períodos de 
tiempo que variaron entre 15 y 200 días y con respecto 
a la tinción basófila del cartílago del grupo control en el 
que los segmentos traqueales no fueron sometidos a 
criopreservación, encontramos que: 

a) 	Los segmentos traqueales almacenados en nitrógeno 
líquido durante 15 días no muestran alteraciones en 
la integridad y tinción de las matrices pericelular, 
territorial e interterritorial del cartílago. A partir del 
día 21, es cuando ocurren cambios evidentes en la 
tinción de las matrices del cartílago; 

b) 	Después de un período de tiempo que varía entre 21 
y 50 días, las alteraciones comprometen únicamente 
la matriz territorial;

c)	 Después de un período de tiempo que varía entre 
51 y 200 días, las alteraciones en la tinción del car-
tílago comprometen las tres matrices. Las matrices 
pericelular e interterritorial se tiñen de morado intenso 
(hipertinción), mientras que la matriz territorial se 
observa de color blanco;

d)	 El daño ocasionado en las matrices pericelular, 
territorial e interterritorial de cartílago parece estar 
ocasionado por el tiempo de almacenamiento de los 
segmentos traqueales en nitrógeno líquido. 

La hematoxilina actúa como un colorante básico 
con densidad de carga positiva que se asocia a iones 
con carga aniónica (sulfatos, fosfatos y carboxilos) 
contenidos en la cromatina, en los nucléolos y en el 
caso del cartílago, específicamente en el cartílago, en 
los glucosaminoglicanos sulfatados, que forman parte 
de los proteoglicanos además de grupos hialurónicos y 
condroitín sulfato, entonces, las alteraciones observa-
das en la tinción del cartílago criopreservado parecen 
indicar una exposición aumentada (hipertinción) o dis-
minuida (tinción tenue) de los grupos sulfato, fosfato y 
carboxilo característicos de los componentes respon-
sables de la consistencia del cartílago (proteoglicanos, 

Figura 3. Efecto del tiempo de criopreservación sobre la in-
tegridad estructural del cartílago traqueal (tinción H-E, 10X).
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glucosaminoglucanos, ácido hialurónico y colágena 
tipo II) capaces de remodelar la matriz extracelular del 
cartílago.2

Está reportado que el daño tisular por efecto de la 
congelación se clasifica como “indirecto” cuando se 
presenta como consecuencia de un período prolongado 
de criopreservación y que las alteraciones en el cartílago 
ocasionadas por efecto de la criopreservación, están 
relacionadas con las complicaciones postoperatorias. 
En forma posterior a la criopreservación y previa a la re-
construcción, los segmentos traqueales criopreservados 
muestran aparentemente la estructura normal caracterís-
tica con mantenimiento de la vía aérea permeable y sin 
traqueomalacia. Asimismo, después de la reconstrucción 
puede presentarse contracción del tejido cartilaginoso,14 
dislocación de los anillos traqueales,15 calcificación del 
cartílago traqueal,16 pérdida de las propiedades elásticas 
y estructurales de las paredes del cartílago,17 destrucción 
de los anillos traqueales o absorción del cartílago17,18 y, 
como consecuencia, obstrucción de la vía aérea con 
falla respiratoria aguda acompañada de estenosis y/o 
traqueomalacia.1-3,19,20

Con base en los resultados obtenidos, concluimos que 
bajo las condiciones experimentales de criopreservación 
para segmentos traqueales establecidas en este proyec-
to: a) el tiempo óptimo de congelación a -196°C es de 
15 días; b) períodos comprendidos de criopreservación 
entre 20 y 50 días provocan cambios degenerativos en 
las matrices del cartílago que son más evidentes entre 
51 y 200 días de almacenamiento en nitrógeno líquido; c) 
el efecto de la criopreservación sobre el mantenimiento 
integral del cartílago traqueal se reflejará en la utilidad 
y funcionalidad del segmento traqueal utilizado en una 
reconstrucción; y d) las discrepancias observadas en 
la tinción del cartílago criopreservado específicas para 
glucosaminoglucanos (proteoglicanos, ácido hialurónico, 
sulfatos de condroitina) responsables de la consisten-
cia del cartílago, sugieren la ocurrencia de cambios 
bioquímicos y degenerativos en la matriz del cartílago 
probablemente asociados y/o atribuibles a la interacción 
de estos compuestos con el resto de los componentes 
de la matriz responsables de la consistencia del tejido 
cartilaginoso.
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