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El objetivo de este estudio fue comparar distintos métodos de preservacion traqueal en un
Resumen madelo isogénico heterotdpico de implante inmediato y con 24 horas de preservacion.

Ochenta ratas Sprague-Dawley endocriadas, con un peso de 300 - 340 gramos fueron utili-
zadas como donantes y receptores divididas en oche grupos: A: trasplante inmediato, no Euro-Collins, no criopreser-
vacion; B: trasplante inmediato, si Euro-Collins, no criopreservacion; C: trasplante 24 horas, no Euro-Collins, no crio-
preservacion; D: trasplante 24 horas, si Euro-Collins, no criopreservacion; E: criopreservacion luego de 24 horas a 4° C,
no Euro-Collins; F: criopreservacion inmediata, no Euro-Collins; G: criopreservacion luego de 24 horas a 4° C, si Euro-
Collins; H: criopreservacin inmediata, si Euro-Collins. Todos los injertos fueron implantados en epip/dn. Tres muestras
para estudio microscpico fueron tomadas de cada espécimen: inmediatamente después de la ablacién, inmediata-
mente antes del implante (al finalizar el periodo de preservacin) y en el momento del sacrificio. No hubo muertes
antes del tiempo establecido. Los escores de dafio histoldgico del material obtenido en el momento del sacrificio fue-
ron: grupo A: 3,1; grupe B: 1,7; grupo C: 3; grupo D: 1,1; grupo E: 3,2; grupo F: 3,7; grupo G: 1,3 y grupo H: 1. Todos
fos injertos presentaban la luz ocupada por granulomas. La preservacién con Euro Collins es superior a la preservacion
sin Euro Collins tanto en tréqueas criopreservadas como no criopreservadas. La criopreservacion es una estrategia va-
lida para la obtencidn de injertos traqueales. Los injertos criopreservados presentan lesiones leves aunque mds seve-
ras que aquellos no criopreservados. La irrigacion con Euro Collins permite preservar traqueas hasta 24 horas a 4° C.

Palabras clave: Implante de traquea - Preservacion traqueal - Criopreservacion - Ratas.

The objective of this study was to compare different method of tracheal preservation in an
Summary isogenic-heterotopic model of immediate implantation with up to 24 hours of preservation.

Eighty Sprague-Dawley rats with a weight between 300 and 350 grams were used both as donors
and recipients after dividing them in eight groups. Group A had immediate tracheal transplant, no Euro-Collins solution and
no cryopreservation; Group B had immediate tracheal transplant, Euro-Collins solution and no cryopreservation; Group C had
the transplant in 24 hours, no Euro-Collins and no cryopreservation; Group D had the transplant at 24 hours, Euro-Collins
and no cryopreservation; Group E had cryopreservation after 24 hours at 4° C with Euro-Collins; Group F had immediate
cryopreservation, no Euro-Collins; Group G had cryopreservation after 24 hours at 4° C with Euro-Collins, and Group H had
immediate cryopreservation with Euro-Collins. All grafts were implanted using omentum. Three samples of each specimen
were taken for microscopic studies: immediately after ablation, after transplantation and upon sacrifice of the animal. No
rat died before the established time. The score of histologic damage in the specimen obtained at sacrifice were: Group A:
3.1; Group B: 1.7; Group C: 3; Group D: 1.1; Group E: 3.2; Group F: 3.7; Group G: 1.3; and Group H: 1. All grafts developed
granulomas inside the tracheal lumen. Preservation using Euro-Collins solution is superior despite cryopreservation of the
trachea. Cryopreservation is a valid strategy to obtain tracheal grafts. Cryopreserved grafts showed mild lesions when
compared with no cryopreservation. Irrigation with the Euro-Collins solution permits to preserve tracheas up to 24 at 4° C.

Index words: tracheal implantation - Tracheal preservation - Criopreservation - Rats.
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0 objetivo deste estudo foi comparar distintos métodos de preservacéo traqueal em um
modelo isogénico heterotépico de implante imediato e com 24 horas de preservagio.
Oitenta ratas Sprague-Dawley endocriadas, com um peso de 300 & 340 gramas foram
utilizadas como doadoras e receptoras, divididas em oito grupos: A- transplante imediato, sem Euro-collins, sem
criopreservacéo; B- transplante imediato, com Euro-collins, sem criopreservacdo; C- transplante de 24 horas, sem
Euro-collins, sem criopreservacdo; D- transplante de 24 horas com Euro-collins, sem criopreservagdo; E-
criopreservacdo depois de 24 horas a 4°C, sem Euro-collins; F- criopreservacdo imediata, sem euro-collins; G-
criopreservagéo depois de 24 horas a 4°C, com Euro-collins; H- criopreservacdo imediata, com Euro-collins. Todos
os enxertos foram implantados em epiplén. Trés amostras para estudo microscépio foram tomadas de cada
espécimen: imediatamente depois da ablacdon, imediatamente antes do implante (ao finalizar o periodo de
preservacao) e no momento do sacrificio. Ndo houve morte antes do tempo establecido. Os escores de dano
histolégico do material obtido no momento do sacrificio foram: grupo A: 3,1; grupo B: 1,7; grupo C: 3; grupo
D: 1,1; grupe E: 3,2; grupo F: 3,7; grupo G: 1,3 y grupo H: 1. Todos os enxertos apresentavam a luz ocupada por
granulomas. A preservacdo com Euro-collins é superior a preservacdo sem Euro-collins tanto em fraquéias
criopreservadas como ndo criopreservadas. A criopreservacdo é uma estratégia vélida para a obtencdo de
enxertos traqueais. Os enxertos criopreservados apresentam lesoes leves embora mais sérias que aqueles nao
criopreservados. A irrigacao com Euro-collins permite preservar traquéias até 24 horas a 4°C.

Resumo

Palavras chave: Implante traqueal - Preservacdo traqueal - Criopreservacao - Ratos.

La reconstruccion traqueal
es necesaria en casos de es-
tenosis extensa secundaria a
enfermedades congénitas, traumatismos o neopla-
sias. Varios autores'” han investigado el trasplante
como una alternativa a la cirugia convencional utili-
zando diferentes estrategias: trasplante ortotépico?,
heterotopico® ®, omentopexia® * '°, anastomosis del

pediculo vascular traqueal® "', irrigacién del injerto'*
14-17

Introduccion

"y criopreservacion

Interesados en un implante de traquea como
alternativa terapeutica, hemos desarrollado una
linea de trabajo experimental para explicar las
posibilidades del homoinjerto.

Previamente demostramos que el trasplante inme-
diato de traquea cervical sin omentopexia es posible’®.

En este estudio comparamos distintos métodos de
preservacion traqueal en un modelo isogénico de
trasplante heterotépico inmediato y con 24 horas de
preservacion.

Animal: Ochenta ratas Spra-
gue-Dawley  endocriadas,
con un peso de 300 - 340
gramos fueron utilizadas como donantes y receptores
en un modelo isogénico de implante heterotopico de
tréaquea. Todos los animales recibieron trato humani-
zado acorde con los "Principios de Cuidados de Ani-
males de Laboratorio® formulados por la National
Society for Medical Research y la "Guia para el Cuida-
do y el Uso de Animales de Laboratorio” preparada
por la National Academy of Sciences y publicada por
el National Institute of Health (NIH publicacién 85-
23, revisada en 1985).

Grupos: 1° etapa (traqueas no criopreservadas):
Los animales fueron divididos en 4 grupos (n=5); gru-
pos A y B trasplantados inmediatamente y grupos Cy
D trasplantados luego de preservar la traquea a 4° C
durante 24 horas. Los animales de los grupos Ay C no
fueron irrigados con Euro Collins mientras que los
animales de los grupos B y D si.

2° etapa (traqueas criopreservadas): Fueron for-

Material y Método
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mados 4 grupos (n=5). En los grupos F y H las tra-
queas fueron criopreservadas inmediatamente luego
de la ablacion; en los grupos E y G fueron congeladas
luego de permanecer 24 horas a 4° C. No recibieron
Euro Collins los animales de los grupos E y F, mientras
que si recibieron los de los grupos G y H (cuadro 1).

Grupo | _Trasplante Euro-Collins | Criopreservacion
Inmed| 24 hs
A + - No No
B + - Si No
c - + No No
D - + Si No
E - + No Si
F + - No Si
G + Si Si
H + - Si Si

Cuadro 1: material y métodos, conformacion de los
grupos experimentales. Inmed: inmediato.

Donante: Cuarenta ratas fueron anestesiadas con
la administracion intraperitoneal de 20 mg/kg de
pentobarbital sédico luego de una induccion con iso-
fluorano 5 %. Seguidamente las ratas fueron coloca-
das en posicion supina y sujetadas a la mesa. Recibe-
ron una infusién endovenosa de 1000 UI/Kg de hepa-
rina aplicada en la vena dorsal del pene y se llevé a
cabo una esternotomia mediana bajo ventilacién es-
pontanea. Luego la traquea fue ablacionada. En los
donantes que recibieron Euro Collins la aorta ascen-
dente fue canulada, la aorta toracica descendente
clampeada a nivel del diafragma y las venas cavas su-
perior e inferior seccionadas. Luego se infundio por
la aorta ascendente 20 ml de solucion de Euro-Collins
fria (4°C) a 20 cm H20 de presion.

Receptor y procedimiento quirdrgico: Los animales
fueron anestesiados usando isofluorano 5 % como in-
duccion, sequido de la inyeccion subcutanea de keta-
mina (25 mg/kg). Bajo ventilacion espontanea, una la-
parotomia mediana supraumbilical permitio extraer el
epiplén y envolver en él un segmento traqueal de seis
anillos; luego de fijar la envoltura con puntos separa-
dos de poligalactina 9/10 (Vicryl®) 6/0 fue reintroduci-
do en la cavidad. El cierre del abdomen se llevé a ca-
bo con sutura continua de nylon (Prolene®) 4/0.

Criopreservacién: Los especimenes fueron coloca-
dos en recipientes de vidrio estériles sin ninguna so-
lucién de preservacion y conservadas a -70° C por 90
dias. Previo a ser implantadas, fueron entibiadas co-
locando el recipiente de vidrio en un bafio de agua a
37° C durante 10 minutos.

Azul tripan: En dos animales de cada grupo se ad-
ministraron 15 mg/kg de azul tripan 0,4% (preparado
en 0,81% de cloruro de sodio y 0,06% de fosfato de
potasio, probado en cultivos celulares) (Sigma Chemi-
cal Co, 5t. Louis, Missouri) a través de la vena yugular
externa 10 minutos antes del sacrificio con el propo-
sito de evaluar la viabilidad del injerto.

Estudio morfolégico: Todos los animales fueron
sacrificados a los 30 dias del implante. Inmediata-
mente antes del sacrificio, las ratas fueron anestesia-
das con isofluorano 5 % y pentobarbital sédico intra-
peritoneal 20 mg / kg; luego fueron laparotomizadas
y el injerto evaluado macroscépicamente.

Tres muestras para estudio microscopico fueron
tomadas de cada espécimen: inmediatamente des-
pués de la ablacion, inmediatamente antes del im-
plante (al finalizar el periodo de preservacion) y en
el momento del sacrificio.

Los especimenes fueron fijados en formalina y co-
loreados con hematoxilina-eosina y analizados por
un observador externo (sin conocimiento de la corre-
lacién entre grupo y método de preservacion). Se uti-
lizé6 un escore de injuria histoldgica para evaluar la
condicion de la pared traqueal trasplantada: 0: pared
normal; 1: lesiones aisladas del epitelio; 2: necrosis is-
quémica con o sin hemorragia de la lamina propia; 3:
necrosis isquémica de la submucosa; y 4: necrosis is-
quémica del cartilago®.

Los injertos de los animales a quienes se adminis-
tré azul tripan fueron coloreados solamente con eo-
sina para evitar la eventual superposicién de la he-
matoxilina con las células tefiidas por el azul tripan.

El estudio estadistico se realizé empleando la
Prueba T asumiendo varianzas desiguales. Un valor
de P menor a 0.05 fue considerado estadisticamente
significativo.

No hubo muertes durante la
Resultados experiencia.
Macroscopfa: Todes los injer-

tos obtenidos en el momento del sacrificio mostra-
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ban la luz ocupada por granulomas, acompafiados,
en algunos casos, por la penetracion del epiplon ha-
cia la misma. Un injerto del grupo A y dos del grupo
B presentaban material purulento en la luz.

Grupo Posablacion* Preimplante  Sacrificio#
A 0,2 : - 31
B 0,4 - Tk
C 2 2 3
D 0,2 0,2 1ad

Tabla 1: score injuria histoldgica. Tréqueas no criopre-
servadas. *p menor 0.001 grupo Cvs. grupos A, By C. #p
menor 0.007 grupos By Dvs. Ay C.

Grupo Posablacion  Preimplante*  Sacrificio#
E 1,6 1 3,2
F 1.5 3 3.7
G 0,1 0,6 1,3
H 0,2 1 1

Tabla 2: Score injuria histoldgica. Trdqueas criopreserva-
das. *p menor 0.01 grupos G y H vs. grupos E Y F. #p me-
nor 0.01 grupos G y H vs. grupos E y F.

Los injertos no criopreservados que no fueron
irrigados con Euro-Collins presentaban una gruesa
capa fibrosa envolviendo los mismos, cartilagos leve-
mente deformados y pérdida de la capacidad de
elongacion. Aquellos que recibieron Euro-Collins s6-
lo mostraban adherencias laxas, los cartilagos se en-
contraban conservados y mantenian una adecuada
elasticidad. En ninguno de los injertos criopreserva-
dos se observé fibrosis o adherencias firmes a los te-
jidos adyacentes.

Microscopia: Los especimenes obtenidos inme-
diatamente después de la ablacion mostraron una
estructura histolégica conservada excepto en aque-
llos grupos que no recibieron Euro-Collins (grupos
C, E y F; escores de 2; 1,6; y 1,5 respectivamente)
{p<0.001).

Las muestras procesadas inmediatamente antes
del implante presentaban mayor nimero y severidad
de lesiones en aquellos grupos que no fueron perfun-
didos con la solucion de preservacion. Entre los injer-
tos criopreservados, los grupos G y H mostraron me-

nor dafio histolégico que los grupos Ey F (0,6 y 1 vs.
1,7 y 3; respectivamente) (p<0.01).

Los escores del material obtenido en el momento
del sacrificio fueron: grupo A: 3,1; grupo B: 1,7; gru-
po C: 3; grupo D: 1,1; grupo E: 3,2; grupo F: 3,7; gru-
po G: 1,3 y grupo H: 1 (p<0.001 grupos no criopreser-
vados con Euro-Collins vs. grupos no criopreservados
sin Euro-Collins; p<0.01 grupos criopreservados con
Euro Collins vs criopreservados sin Euro-Collins;
p=0.37 NS grupos no criopreservados con Euro Collins
vs. grupos criopreservados con Euro Collins).

Los hallazgos en los especimenes mas dafados
fueron necrosis o desaparicién del epitelio y la sub-
mucosa, infiltrado inflamatorio crénico en el tejido
colageno remanente, areas de necrosis del cartilago
con focos de histiocitos xantomizados (citoplasma es-
pumoso) y hemorragia extensa. En un animal del gru-
po Ay en dos del grupo B se observo la presencia de
infiltrado inflamatorio polimorfonuclear.

Azul tripan: En los especimenes obtenidos de los
animales tratados con azul tripdn no se objetivé la
presencia de colorante en la estructura cartilaginosa
ni en el tejido conectivo vecino.

El resultado satisfactorio ob-
tenido con el uso de elemen-
tos criopreservados en ciru-
gia valvular cardiaca’®? y en hemoderivados®?' per-
mite implementar esta técnica en trasplante de tra-
quea con el proposito de aumentar la disponibilidad
de érganos®®; mas aun, la criopreservacion prolonga-
da (mayor a 30 dias) disminuiria la inmunogenicidad
del injerto™ *, de esta manera, se evitaria la necesi-
dad de inmunosupresién, lo que mejoraria la calidad
de vida del paciente trasplantado y eliminaria la con-
traindicacion al trasplante en aquellos pacientes con
neoplasias de la via aérea”.

Discusion

19-23

Observamos que la preservacion con Euro Collins
es superior a la preservacion sin ella luego de 24 ho-
ras de preservacion a 4° C, tanto en tragueas criopre-
servadas o no; del mismo modo, en traqueas conge-
ladas inmediatamente después de la ablacion,la pre-
servacion con Euro-Collins es superior a la preserva-
cion sin Euro-Collins, sin embargo, los injertos no
criopreservados tratades o no con Euro-Collins e im-
plantados inmediatamente luego de ablacionados,
mostraron diferencias leves; sorprendentemente en
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estos grupos (A y B), los escores fueron peores que
en injertos con tiempo de preservacion mas prolon-
gado. Probablemente esto se deba a la infeccion que
sufrieron algunos animales de estos grupos.

Elegimos preservar los injertos durante 24 horas a
4° C debido a que ha sido reportado que la traquea
tolera periodos de isquemia de hasta 15 horas".

Buscando un método simple de preservacion tra-
queal, decidimos la congelacion, ya que ha sido de-
mostrado en injertos arteriales que la congelacion no
controlada es tan eficaz como la congelacion progre-
siva controlada®'. Mas aGn, Inutsuka y colaboradores
reportan la criopreservacién traqueal sin ningun pre-
servativo'. En nuestro modelo, si bien no utilizamos
ninguna solucién crioprotectora al congelar los seg-
mentos de traquea, aquellos previamente tratados
con Euro-Collins mostraron menor dafio histolégico
luego de implantados.

La exclusion del azul tripan ha sido usada para de-
terminar la viabilidad celular en varios érganos®*.
Las células no viables captan el azul tripan, mientras
que las células viables no lo hacen®. La ausencia de
captacion de azul tripan, en los especimenes tratados
con el colorante, sefiala la indemnidad de las células
cartilaginosas y del tejido conectivo vecino.

No intubamos a los donantes para evitar posibles
lesiones de la traquea y prevenir la formacién de
edema.

Siguiendo la observacion de Sobin® y Blanding®
sobre los pediculos vasculares y la distribucion arterial
en conejos, perros y ratas similar al hombre, decidimos
canular la aorta y clampearla al nivel del diafragma
para favorecer la irrigacion traqueal a través de las ra-
mas esofagicas, bronquiales, subclavias y tiroideas™.

Ha sido descripto el implante de tréquea en epi-
plén con el proposito de revascularizar el injerto con
vasos de neoformacién provenientes del omento pa-
ra luego movilizar conjuntamente el injerto y su en-
voltura hacia la posicién final ortotopica (region cer-
vical o toracica)®. Delaere® reporta buenos resulta-
dos con esta técnica, sin embargo, la formacion de
granulomas intraluminales que observamos en nues-
tro estudio, sugiere que la misma no es una técnica
conveniente.

La preservacién con Euro Collins es superior a la
preservacion sin Euro Collins tanto en traqueas crio-
preservadas como no criopreservadas.

Los injertos criopreservados presentan lesiones leves
aunque mas severas que aquellos no criopreservados.

La criopreservacion es una estrategia valida para
la obtencién de injertos traqueales.

Luego de la irrigacion con Euro Collins es posible
preservar traqueas hasta 24 horas a 4° C.
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