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Acerca de la Función y del Trasplante de Órganos 

"Había una vez un pequeño pájaro que nació sin alas y sus papás se propusieron 
conseguir unas alas para el bebé. Fueron a buscar a la avestruz para pedirle unas 
alas, pero se dieron cuenta que eran demasiado grandes, después fueron a 
buscar a los pingüinos, pero notaron que esas alas no volaban, hasta que por fin 
encontraron un aguilucho que estaba muriendo y dijo, que le donaría sus alas 

cuando ya no las necesitara para que el pequeño bebé pájaro pudiera volar para 
siempre". 

'Sebastián Sotres Olavarria 

"Había una vez una tortuguita que tenía las orejas muy grandes y todas las demás 
tortugas le decían ore jitas. Cierto día nadando en el mar, logró escuchar a lo lejos 
que los cazadores de tortugas hablaban entre elfos, que querían atrapar a todas 
las tortugas del océano. Orejitas al escuchartos nadó y nadó rápido para avisar 
que los cazadores venían en camino y todas las tortugas se escondieron en la 

cueva de los tiburones y nunca las encontraron y desde entonces se dieron cuenta 
que orejitas, escuchaba mejor que todas" 

'Samantha Sotres Olavarria 

·Ellos También Cuentan. Creaciones de nuestros pequeños grandes escritores. Campaña de 
promoción y desarrollo de literatura infantil. Cancún OR, México. Grupo Sur Editorial Océano. 
2004. 



RESUMEN 

Actualmente, no existen alternativas quirúrgicas definitivas para la reparación de 
lesiones traqueales de gran longitud . La criopreservación ha demostrado tener 
utilidad en el mantenimiento de los parámetros estructurales y funcionales en 
diferentes células y tejidos. Los procesos de congelación y descongelación 
inherentes a la criopreservación disminuyen la viabi lidad celular. La apoptosis es 
un tipo de muerte celular controlado por la activación de caspasas. La caspasa-3 
está implicada en el daño tisular por efecto de la isquemia , reperfusión, hipoxia , 
intubación oratraqueal y criopreservación. Los modelos experimentales de 
reconstrucción con segmentos traqueales criopreservados difieren en los 
resultados obtenidos acerca del mantenimiento estructural del cartilago, esto ha 
limitado la aplicación clínica del procedimiento. En este proyecto, se evaluaron las 
alteraciones macroscópicas, microscópicas y en la expresión de caspasa-3 que 
ocurren en el tejido traqueal por efecto de la solución, de la temperatura y del 
tiempo de congelación. Mediante las técnicas quirúrgicas habituales se obtuvieron 
las tráqueas de 9 perros mestizos. Las tráqueas se cortaron en segmentos (ST) de 
5 ani llos que fueron divididos al azar en 8 grupos de estudio (n=6 /grupo) y 
sometidos a criopreservación durante: 48 horas a (-70' C) (Grupos 2 y 3), 15 dias a 
(-70' C) (Grupos 4 y 5), 48 horas a (-70' C) + 15 dias de almacenamiento 
inmediato posterior en nitrógeno liquido (NL) (-196' C) (Grupos 6 y 7) Y 15 dias a (-
70' C) + 15 dias de almacenamiento inmediato posterior en NL (-196' C) (Grupos 8 
y 9). Se incluyó un grupo conlrol (Grupo 1) en el que los ST no fueron sometidos a 
ningún tipo de criopreservación. Las soluciones de criopreservación utilizadas 
incluyeron medio F12K complementado con 20% de Suero Bovino Fetal (SBF) 
(Grupos 2, 4, 6 Y 8) Y SBF al 90% (Grupos 3, 5, 7 Y 9). Concluido el tiempo de 
criopreservación, los ST fueron descongelados, enjuagados en medio F12K, 
sumergidos en formol al 10%/24 horas y cortados en ani llos. Los anillos medio y 
de ambos extremos (superior, e inferior) (n=54/grupo de estudio) fueron 
procesados para evaluaciones microscópica del tejido traqueal y de la expresión 
de caspasa-3 por inmunohistoquimica, éstas se realizaron inmediatamente 
después de la obtención de los ST en el grupo control y una vez concluido el 
tiempo de criopreservación en el resto de los grupos de estudio. 
Independientemente de la solución , de la temperatura y del tiempo de 
congelación, la criopreservación provoca: alteraciones en la tinción del cartí lago, 
éstas fueron más evidentes en el anillo localizado en el extremo inferior del ST y 
una disminución en el porcentaje de los condrocitos nucleados ubicados en la 
región central del ani llo de cartílago. El uso de SBF como solución de 
criopreservación y el almacenamiento de los segmentos traqueales en NL genera 
alteraciones importantes en la matriz del cartí lago y una disminución importante en 
la expresión de caspasa-3 en tejido traqueal, estos resultados sugieren que la 
criopreservación no ocurre de manera homogénea ni a lo largo del ST ni a lo largo 
del anillo de cartílago, el uso de SBF con NL compromete la consistencia del 
cartílago y la expresión de caspasa-3 en el tejido traqueal no refleja el daño 
ocasionado por efecto de la criopreservación . 



ABSTRACT 

At the moment, there are not definitive surgical alternatives lor tracheal lesions 
longer than 6 cms. Cryopreservation has showed to be uselul keeping the structure 
and lunctioll in different cells and tissues. The Ireezing and thawing processes 01 
cryopreservation decrease cell viability. Apoptosis is programmed cell death, 
controlled by Caspase activation . Caspase-3 is implicated in tissue damage due to 
hypoxia, ischemia-reperfusion, orotracheal inlubation and cryopreservation. The 
research works of experimental tracheal reconslruction with cryopreserved tracheal 
segments are controversial , showing a wide range 01 structural damage in tracheal 
cartilage, limiting its clinical application. This research work assessed the 
macroscopic and microscopic changes as well as Caspase-3 express ion in 
tracheal tissue with 2 cryopreservation solutions, temperature and Ireezing storage 
time. Nine tracheas were harvesled from nlne mongrel dogs. The tracheas were 
cut in 5 rings segments (TS) which were randomly designated into 8 study groups 
(n=6). Group one as the control group without cryopreservation; groups 2 and 3 
were cryopreserved 48 h at -70' C; group 4 and 5 were cryoprerved 15 days at -
70'C ; groups 6 and 7 were cryopreserved 48 h at -70'C + 15 days storage in liquid 
nitrogen (LN) at - 196' C; groups 8 and 9 were cryopreserved 15 days at -70'C + 
15 days liquid nitrogen at -196' C. The F12K cryopreservation medium was used in 
groups 2, 4, 6 and 8, while Fetal Bovine Serum (FBS) was used in groups 3,5,7 
and 9. When finished the cryopreservation time, all the TS were thawed and rinsed 
with F12K medium, submerged in 10% lormaldehyde during 24 h and cut in single 
tracheal rings. The superior , inlerior and middle rings (n=54/group) were evaluated 
macroscopic and microscopically to assess tracheal tissue changes, and 
immunohistochemically lor Caspase-3 express ion alter finishing the 
cryopreservation time. The same evaluation was carried out in group 1 tracheas, 
immediately alter harvesting . Cryopreservation alters cartilage staining , 
independenlly 01 cryopreservation medium, temperature and Ireezing storage time. 
This staining change is more evident in the inlerior ring 01 the TS. The percentage 
01 nucleated chondrocy1es were decreased in the central portion 01 the cartilage's 
ring o The FBS medium used in LN storage, evoked important changes in cartilage 
malrix as well as a pronounced decrease of Caspase-3 express ion in tracheal 
tissue. These results suggest that cryopreservation is nol homogenous , neither on 
the TS nor the cartilage ring o The FBS + NL alter cartilage consistency. Finally, 
Caspase-3 express ion in tracheal tissue does not show the damage caused by 
cryopreservation. 
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1. INTRODUCCION 

1.1. Generalidades 

La tráquea es una vía aérea de conducción, su función básica es permitir el paso 

del aire hacia y desde los pulmones, desde el punto de vista histológico, está 

integrada por anillos de carti lago interconectados entre si, que constituyen la 

estructura de soporte y mantienen la permeabilidad de la luz. Fundamentalmente, 

existen diferentes alteraciones traqueales relacionadas con la función del cartílago, 

que con base en el número de pacientes que ingresan anualmente al Institulo 

Nacional de Enfermedades Respiratorias, incluyen principalmente y en orden de 

frecuencia, estenosis (disminución de la luz), tumores y malacias (reblandecimiento 

del cartílago). Estas alteraciones, son capaces de provocar en el paciente, un 

colapso dinamico con obstrucción de la vía aérea e insuficiencia respiratoria (1). 

El tratamiento de elección para los pacientes que presentan este tipo de 

patología, consiste en resecar de manera definitiva el segmento traqueal dañado, sin 

embargo, es importante mencionar que este procedimiento, es útil exclusivamente 

para la reparación de defectos traqueales con una longitud máxima de 7cm, lo que 

excluye a los pacientes portadores de lesiones con mayor extensión, en los que es 

necesario entonces, tratar de paliar la insuficiencia respiratoria ocasionada por 

obstrucción de la vía aérea mediante la aplicación de procedimientos recurrentes y 

no definitivos como traqueostomías, aplicación de rayo láser, dilataciones traqueales 

o colocación de diferentes tipos de "stents" (1 ,2). 

Actualmente, no existen estrategias quirúrgicas definitivas para la reparación de 

lesiones traqueales mayores de 7cm, a pesar de numerosos intentos realizados con 

prótesis sintéticas , tejidos autólogos y trasplante traqueal, sin embargo, con ninguna 

de estas alternativas ha sido posible realizar una reconstrucción funcional , ya que 

con todas ellas se generan complicaciones como devascularización , estenosis, 

necrosis, dehiscencia, infección, reacciones inmunológicas y la formación de tej ido 

de granulación, lo que demanda la búsqueda de una estrategia quirúrgica definitiva 
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para los pacientes portadores de extensas lesiones en los que no existe la 

posibilidad de realizar una resección traqueal y debe de resolverse la insuficiencia 

respiratoria que les provoca, fatales complicaciones funcionales e infecciosas (1,2). 

La reconstrucción de lesiones traqueales de gran longitud es un problema clínico 

importante, que exige la búsqueda de estrategias quirúrgicas contundentes. 

Considerando que con la práctica de la criopreservación , ha sido posible mantener 

diferentes células y tejidos durante periodos prolongados de tiempo sin dañar la 

estructura, la función y la actividad bioquímica de los mísmos, se han desarrollado 

diseños experimentales de reconstrucción, en los que tradicionalmente, una vez que 

se crea un defecto mediante la resección de un segmento traqueal de varios anillos 

de longitud, la lesión se repara por sustitución de un segmento traqueal 

criopreservado de igual longitud , sin embargo; aunque en estos diseños está bien 

establecido que al parecer, la criopreservación ejerce un efecto inmunomodulatorio 

sobre el tej ido traqueal al favorecer el desprendimiento del epitelio, reduciendo la 

antigenicidad del injerto utilizado en la reconstrucción, los resultados reportados 

acerca del efecto que ejerce la criopreservación sobre el cartílago, son 

contradictorios y ésto, ha limitado la aplicación clinica del procedimiento (1 ,2). 

Es posible, que los segmentos de tráquea criopreservados representen una 

opción viable para la reconstrucción de las lesiones traqueales de gran longitud y es 

necesario, continuar con el desarrollo de protocolos de investigación capaces de 

reflejar el efecto que ejercen diferentes condiciones de congelación sobre el tejido 

traqueal , hasta establecer la temperatura, el tiempo y la solución de criopreservación 

que en conjunto, permitan mantener sin alteraciones la integridad estructural del 

cartílago al mísmo tiempo que favorezcan la destrucción del epitelio. 
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1.2. Antecedentes Bibliográficos 

La criopreservación es una técnica que ha demostrado tener utilidad en el 

mantenimiento estructural y funcional de diferentes células y tejidos, es 

probablemente el método más efectivo para la protección de los parámetros 

morfológicos y bioquímicos, ésta, consiste básicamente en sumergir el biomaterial 

que se desea preservar dentro de una solución adicionada con un agente 

crioprotector capaz de evitar o de disminuir el daño osmótico y mantenerlo 

almacenado bajo temperaturas extremas de congelación , tal como con el uso de 

nitrógeno liquido (- 196°C = -321°F) (2). 

Los diseños experimentales de criopreservación para segmentos traqueales 

cubren escencialmente el mismo procedimiento, considerando que además de la 

solución , de la temperatura y del tiempo de congelación, intervienen dos factores 

adicionales que incluyen el modelo animal utilizado y la longitud del segmento 

traqueal sometido a criopreservación, el cual, es utilizado en la reconstrucción (2) . 

Estas variables (modelo animal, longitud del segmento traqueal, solución. tiempo 

y temperatura) integran en conjunto, las condiciones experimentales en que se 

realiza la criopreservación y se establecen con base en las hipótesis propuestas de 

manera particular por los diferentes grupos de trabajo a nivel mundial , lo que 

determina y diferencia los tratamientos de criopreservación a los que han sido 

sometidos los segmentos traqueales. La contínua modificación de los tratamientos 

(solución , tiempo y temperatura) de criopreservación para segmentos traqueales de 

longitud variable y obtenidos de diferentes modelos animales ha generado resultados 

contradictorios, por ejemplo; los resultados reportados del efecto que ejerce la 

criopreservación sobre el cartílago de un segmento traqueal obtenido de un modelo 

experimental de rata , con una longitud de tres anillos y congelado durante 15 días a 

(- 85' C) en solución de eurocollins adicionada con 20% de suero bovino fetal (SBF) 

+10% de dimetilsulfóxido (DMSO) son diferentes a los reportados al criopreservar un 

segmento traqueal de diez anillos de longitud obtenido de un modelo experimental 
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porCino y criopreservado durante 6 horas a (-140' C) en forma previa a su 

almacenamiento en nitrógeno liquido (- 196·C) durante 12 meses, utilizando como 

solución de criopreservación medio DMEM adicionado con 15% de SBF + 10% de 

glicerol + 10% de DMSO. A continuación se puntualizan los parámetros que 

modifican intrínsecamente y diferencian los diseños experimentales de 

criopreservación traqueal . 

1,2,1, Modelo animal y longitud del segmento traqueal 

Los diseños experimentales de reconstrucción con segmentos traqueales 

criopreservados se han desarrollado utilizando diferentes especies animales que 

incluyen, ratas , conejos, perros, cerdos, primates no humanos que básicamente, 

pueden dividirse en "donadores" y "receptores" del segmento traqueal sometido a 

criopreservación. Mediante la aplicación de las técnicas quirúrgicas habituales que 

incluyen, disección y sección quirúrgica del órgano, en los animales "donadores" se 

procura la tráquea, que es procesada para la obtención de varios segmentos que son 

sometidos a criopreservación; mientras que en los animales "receptores; se reseca 

un segmento traqueal para crear un defecto quirúrgico, el cual es reparado al 

sustituir el segmento traqueal resecado con un segmento traqueal criopreservado de 

igual longitud . 

De acuerdo con la literatura, la longitud del segmento traqueal sometido a 

criopreservación y utilizado en la reparación, ha variado entre 3 y 10 anillos, lo que 

aunado a las dimensiones anatómicas de la tráquea implícitamente determinadas por 

el modelo animal utilizado y que difieren drásticamente entre algunas especies, 

incrementa la variabilidad entre los diseños (1 ,2) . 

1.2.2. Solución de criopreservación 

En los diseños de criopreservación para segmentos traqueales, tradicionalmente 

se han empleado como soporte para la congelación, diferentes medios de cultivo 

celular como RPMI-1640 (Roswell Park Memorial Institute) , DMEM (Dulbecco's 
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Modified Eagle's Medium) y TC-199 (Tissue Culture) además de la solución de 

Eurocoll ins, ampliamente utilizada para la preservación de diferentes órganos con 

fines de trasplante. Todas estas soluciones de criopreservación se han 

complementado con la adición de suero bovino fetal y agentes crioprotectores en 

concentración variable (2). 

La incorporación de agentes crioprotectores a la solución de preservación, en 

forma previa al proceso de congelación disminuye el daño tisular ocasionado por 

efecto de la cri opreservación. Entre los agentes crioprotectores más investigados en 

la congelación de segmentos traqueales con objeto de mantener las caracteristicas 

histológicas y las propiedades mecánicas de la tráquea, se encuentran el 

dimetilsulfóxido (DMSO) y el glicerol , solos o en combinación con (Hidroxieti l

piperazona-etano-ácido sulfónico) HEPES y albúmina. También se ha reportado el 

uso de trealosa , un disacárido que actúa reemplazando las moléculas de agua que 

interfieren con los fosfolípidos de la membrana celular (2). 

1.2.3. Temperatura de congelación 

El daño tisular por efecto de la congelación , se clasifica como "directo" cuando 

depende del rango de temperatura . En general, los diseños experimentales de 

criopreservación para segmentos traqueales incluyen un proceso de congelación 

programada dentro de untracongeladores, en los que la temperatura se disminuye de 

manera gradual entre (-1°C/minuto) y (-5°C/minuto) hasta alcanzar un rango que 

habitualmente fluctúa entre (_80°C) y (-100°C). Durante este proceso, ocurren 

alteraciones celulares que en su mayoría, se presentan cuando el tejido alcanza la 

denominada "temperatura de riesgo" que oscila entre (O°C) y (-60°C), sin embargo, al 

parecer, una diminución gradual a razón de (- 1°C/minuto) evita la cristalización que 

ocurre durante el proceso de congelación (2). 

Una vez que se alcanza un rango de temperatura entre (-80°C) y (-100°C) , los 

autores difieren en cuanto al almacenar o no, de manera inmediata posterior, los 
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segmentos traqueales en nitrógeno líquido (-196°C, fase de vapor) . Con base en la 

temperatura de congelación que ha sido utilizada, así como en el uso de nitrógeno 

líquido, es posible clasificar, los modelos experimentales de reconstrucción 

básicamente en dos tipos: a) modelos experimentales de reconstrucción que han 

sido realizados con segmentos traqueales congelados bajo un rango de temperatura 

que fluctúa entre (-60°C) y (-140°C) seguido del almacenamiento inmediato posterior 

de los segmetos traqueales en nitrógeno liquido (3-18) y b) modelos experimentales 

de reconstrucción que han sido realizados con segmentos traqueales congelados 

bajo un rango de temperatura más homogéneo que fluctúa entre (-80°C) a (-85°C) 

sin el almacenamiento inmediato posterior de los segmentos traqueales en nitrógeno 

líquido (19-22). 

1.2.4. Tiempo de criopreservación ~~ 

El daría tisular por efecto de la congelación, se clasifica como "indirecto" cuando ~ ~ ~ 

se presenta como consecuencia de un periodo prolongado de criopreservación. C3 t; ,. ~ 
Independientemente de que los modelos experimentales de reconstrucción z~; 

"'--contemplen o no el almacenamiento de los segmentos traqueales en nitrógeno c~ 

líquido, las reparaciones quirúrgicas reportadas en la literatura advierten que éstas, ~.;;;: 
~""-. se han realizado utilizando segmentos traqueales que fueron criopreservados tO~ . 
~~ 

durante periodos de tiempo disimiles que van desde 7 hasta 730 dias. Al respecto, _;¡:, 
-~. 
t-1f.i-" 

algunos autores refieren que los periodos prolongados de criopreservación favorecen ~ 

el deterioro del epitelio y del cartilago (14,15,19,22,), mientras que otros indican, que 

la viabil idad del cartílago y las alteraciones isquémicas que se presentan en el tejido 

traqueal por efecto de la congelación, no muestran diferencias importantes al 

incrementar el tiempo de criopreservación (16,18) . 

Una vez transcurrido el tiempo de criopreservación y en forma previa inmediata al 

momento de realizar la reconstrucción , el esquema para descongelar los segmentos 

traqueales incluye en su mayoría , un rango de temperatura que fluctúa entre (3S0C) y 

(42°C) lo que minimiza el tiempo necesa rio para disipar la formación de hielo (2). 
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En resúmen, se han criopreservado segmentos traqueales de longitud variable 

obtenidos de diferentes modelos animales, empleando como soporte para congelar 

los segmentos de tráquea principalmente, medios de cultivo celular complementados 

con concentraciones variables de suero bovino fetal y diversos agentes 

crioprotectores, de los que se puede concluir que: a) los procesos de congelación y 

descongelación inherentes al proceso de criopreservación disminuyen la viabilidad 

del epitelio lo que ejerce un efecto inmunomodulatorio sobre el tejido traqueal, 

disminuyendo la antigenicidad del injerto utilizado en la reconstrucción, sin embargo, 

también disminuye la viabilidad del cartilago, b) en forma posterior a la 

reconstrucción , el epitelio se regenera. La morfologia del segmento criopreservado 

obtenido del donador se adapta a la traquea del receptor, aún en ausencia de una 

terapia inmunosupresora. El epitelio del receptor, migra gradualmente sobre el 

segmento traqueal criopreservado a partir del sitio de las anastomosis, regenerando 

la capa epitelial y cubriendo totalmente el aloinjerto, pero no ocurre lo mismo con el 

cartí lago, el cual puede permanecer severamente dañado como consecuencia de la 

congelación (2), c) los resultados reportados acerca del efecto que ejerce la 

criopreservación sobre el cartílago son heterogéneos y atribuibles, muy 

probablemente a las diferencias que existen entre las temperaturas y los tiempos de 

criopreservación que se han utilizado, está bien establecido que las alteraciones en 

el mantenimiento estructural del cartí lago interfieren con la función y con la 

durabilidad del injerto utilizado en la reconstrucción, lo cual , es importante 

mencionarlo dado que la pérdida del apoyo cartilaginoso por traqueomalacia provoca 

estenosis, colapso dinámico y obstrucción de las vias aéreas (1,2) Y d) destacan la 

importancia de la realización de proyectos experimentales relacionados con el 

mantenimiento del cartílago hasta encontrar las condiciones de criopreservación 

adecuadas que permitan asegurar la calidad del tejido traqueal para su uso en una 

reconstrucción. 

Las alteraciones en el cartílago ocasionadas por efecto de la criopreservación, 

están relacionadas con las complicaciones postoperatorias. En forma posterior a la 
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criopreservación y previa a la reconstrucción , los segmentos traqueales 

criopreservados muestran aparentemente la estructura normal característica, con 

mantienimiento de la vía aérea permeable, sin traq ueomalacia, viabi lidad celular y 

con la matriz cart ilaginosa intacta , está reportado que después de la reconstrucción 

puede presentarse contracción del tejido cartilaginoso (3), dislocación de los anillos 

traqueales (1 ,23) , calcificación del cartílago traqueal (4), pérdida de las propíedades 

elásticas y estructurales de las paredes del cartílago (5), destrucción de los anillos 

traqueales o absorción del cartílago (1,2,5,6,19,20,24) y como consecuencia, 

obstrucción de la vía aérea con falla respiratoria aguda acompañada de estenosis ylo 

traqueomalacia (1 ,2,5,6,19,24) . La presencia de estenosis depende del daño en el 

cartilago y se acompaña de la pérdida de tejido con presencia de fibrosis (25), 

mientras que la regeneración del cartílago mantiene la integridad del lumen traqueal 

(26). 

En el cuadro 1 se presentan a manera de resúmen, los tratamientos y condiciones 

de criopreservación reportados hasta el momento. 
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Referencia) Loog.tud Sok.ciéwl de CfÍOpteSefVaci6Il 
"'-~ 

A1macemarruento Es.:lItlTl3deDll -
Pnmates B'J HtmanOS 13) " RPMI.I640+SBF , .. ~ ~ " C H :rC\Tw1)- ·~"CH1"CImm)- ",C : S"ChTIIIll NL{-l00"C): ~12m m"c -RPM ~ I64o.sBF IS% 

-.m 

-., 
C_ ' 

Canlro 191 

Caruno 21 

CatIIno 10.11 

Canoro :12) 

Canno :13) 

c. ~ 6 

-" 
00." " 

Rala 14.151 

Rata 16.18 

""12" 
R.oto (20) 

2S " O,Zlan RPMI·I64Il.-oIul.1llllMOS8F 11 .11%¡.()MS()(12.34% _ 4"C):2(m¡n _ ..eo"C),2ronin NL(- 191)"C» 21d .,.."". 

10_5O'lmm ~ OSI)t('fieIJ SO/ue!6n...o.t(omill 20'lIo oOMSO/lll"11o _ .40"C ' rCiInln .IWC):[S"ChM NLH8O'C : 25 (4O"C ~ "SfDMSO: 8, 6. 4. 2 Y O%. 

" RPMI·l&4I)..$BF 10% oOMSOI10% oIisPEsr5%1 ·100"C NL .196"C}5():j WC~ · RPMI·164O<oSBF 10%)oHEPES 5'4 _OMSO ' 7 5 5 V 2,5'4 

" TC-I99+ SBF 10% oOUS0/10%\oHEPE5I5'4 ·SO"C NL I·I96' CJ-1d-lm '.e 
So10A OMcMoSSF 20% oOMSOI10'4 ~T O,lroo1ft. J85"C 1·85' C 257·313d I37"CfoSF 

''''" DMEM.sBé" 2O%}>OMSO(1 Q% - ,.".q ,., ' ''''', NL .196'C):15 Etanol 13 r C¡..QMEM 

" OMEMoSBF 2O%¡..QM$OI10% ,- ·8O'C):24h NL .196"C): 7d.&n ¡¡rq 

" TCI99-{10'4lOMSQo{5'./oIHEPES _ .a:J'Cl:[·I ' Clnunl NL .196"C :lm ' .C 

;S. ..-. -.6lrCl I O 01·20 KIrnon 15mn NL 1·1 96"CI:).8, '" 'EUItICI:IIIn$:OMSQ-5 '" 
" No Ulili.za Sok.odón de ~lVa060 '"'-" .ao-C :1.l'n " 'C 

" RPW-I640+SBF 2O%).{)MS()(10'4 - . -a:rC)"[·I'Clnunl NL ·196·C :15 ¡¡re) 

" RPIAI·I640ron L ~a mlSBF 10% DMSO _ ~'C fO ni'l ~I.wC .I ' C/m., NU·l!ll·C)Is-I2m ,re 

" TC-l"""IO%OMSO 5%HEPES - • .a:J'CI:I.l 'CImi'll NL .196'Cl 1·24m ' .C 

" RPI.I·1S40 ron L ¡lutao:rina+(2Q%)SBF->{lll"11o)DMSO - (.ro'C) [.1'c.tnin 1 s-12m (-8Q"C): Is-t2m ¡¡re) .. RPH I·t64(l+ 20'1'0 saF+ (tO'J.10tlS0 _ (.Il' ():60 MI" (.3S"C) No .. ¡>orto bempo A9"" FriI. No .. ¡>ortl t. mpo .. t.fl 

Cuadro # 1. Modelos experimentales de criopreselVación traqueal. Unicamente 3 autores reportan tratamiento pre-criopreservación del segmento traqueal: RPMI·1640+ SSF (3). 

DMEM+OMSO+SBf+Saurosa (1 Z) y con la misma solución de criopreservación (11) . Abrevialuras: Anillos (Al , cm (centímetro) , Medio de cultivo tisular (TC) , Oimetil Sulfólido (OMSO), Suero 

Bovino Fetal (SBF), Hydrol i- Etil-Starch (HES), Hydroli -Etil-Piperuona-Etano·Acido Sulfónico (HEPESJ, Solución EUfoCollins (EC) ,Medio Dulbe(co Modificado de Eagle (OMEM), Medio Roswell 

Park Memorial Institule (RPMI) . __ : desde-hasta, d=dia. s=semana, m=mes. 'Lavados seriados disminuyendo de manera gradual la concentruión de OMSO. 
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1.3. Tráquea 

1.3.1. Anatomía 

La tráquea, es un órgano impar de forma tubular, semirigido y flexible, que se 

extiende por la parte ventral del cuello, desde el borde inferior de la laringe justo por 

debajo del cartílago cricoides a nivel de la sexta vértebra cervical, desciende por 

delante del esófago, ingresa al tórax y se dirige hasta el mediastino en donde en la 

carina, a nivel de la cuarta o quinta vértebra torácica se bifurca en los dos bronquios 

principales derecho e izquierdo (Figura 1) (1 ,27). 

Cartilago 
cricoides 

Bronquio 
principal 
izquierdo 

Figura 1: Tráquea y bronquios principales 

Anillos de 
cartilago 

Bronquio 
principal 
derecho 

La tráquea está formada por anillos de cartilago en forma de OC", incluidos dentro 

de tejido muscular liso a intervalos regulares e incompletos por la parte posterior en 

donde se unen a través de una membrana elástica a la que se denomina porción 

membranosa de la tráquea (Figura 2). Cada anillo de cartilago se conecta al anillo 

adyacente por tejido conectivo fibroelástico. El cartilago cricoides de la laringe que 

surge con el primer anillo traqueal , es el único anillo cartilaginoso completo (1 ,27 ,28). 

10 



1.3.2. Irrigación 

Figura 2: Vista endosc6pica de la tráquea 
(Imagen, Departamento Cirugia Experimental , INER) 

Anillos de 
cartilago 

Membrana 
elástica 

La tráquea recibe irrigación de las arterias tiroidea inferior, subclavia, intercostal 

superior, mamaria y de la arteria bronquial media. Estas arterias originan 

anastomosis paralelas a la tráquea de las que surgen vasos que ingresan en el tejido 

cartilaginoso. Estos vasos, originan una red que nutre a la mucosa traqueal. Las 

arterias esofágicas irrigan la parte membranosa de la tráquea (1,28). 

1.3.3. Inervación 

En la inervación de la tráquea intervienen fibras simpáticas y parasimpáticas del 

sistema nervioso autónomo. La estimulación simpática relaja el músculo bronquial, 

inhibe la secreción glandular y causa vasoconstricción a través de las fibras 

simpáticas de los ganglios cervicales y del tronco simpático. Las fibras que llevan los 

impulsos a la parte alta de la tráquea ascienden por la cadena simpática y forman 

sinapsis en los ganglios simpáticos cervicales con las fibras posganglionares que van 

a la parte baja de la tráquea, en su mayor parte a través del plexo pulmonar (1,28). 

11 



Las fibras parasimpáticas son ramas craneales de los nervios vago y laringeo 

recurrente, las cuales controlan la contracción del músculo traqueal, la secreción 

glandular y la vasodi latación. Todas las fibras parasimpáticas preganglionares 

eferentes que se dirigen hacia la tráquea, al igual que las que provienen del cuerpo y 

del cayado aórtico, están incluidas en el nervio vago; mientras que las fibras que 

parten del seno y del cuerpo carotídeo lo hacen por el nervio glosofaríngeo (Figuras 

3 y 4) (1 ,28) . 

Fi!jura 3: Irrigación e inervación traqueal 

1.3.4. Fisiofogia 

Figura 4: Arteria tiroidea, vena tiroidea y 

nervio vago 

La tráquea es una vía aérea de conducción , su función básica es permitir el paso 

del aire hacia y desde los pulmones. Las fibras elásticas longitudinales permiten el 

descenso traqueal en la inspiración y junto con los pedículos pulmonares su 

elasticidad ayuda a la retracción pulmonar durante la espiración (1.29). 
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La tráquea participa en la conducción, en el acondicionamiento (calentamiento, 

humidificación) y en la depuración del aire inspirado ya sea por la nariz o boca hacia 

las zonas de intercambio gaseoso, posee función mucociliar, interviene en la 

protección de las vias respiratorias bajas y en el proceso de fonación (1,29). 

1.3.5. Histología 

La tráquea está revestida internamente por epitelio respiratorio que deriva del 

endodermo. La pared de la traquea se compone de cuatro capas: (de adentro hacia 

fuera): 1) La mucosa, (epitelio pseudoestratificado ci liado y una lámina propia 

fibroelástica) , 2) La submucosa (tejido conectivo), 3) Los carti lagos hialinos y 4) La 

adventicia (tejido conjuntivo laxo) (Figura 5) (1 ,30). 

La mucosa está formada por epitelio pseudoestratificado ciliado que tiene como 

función actuar como una barrera protectora , ya que produce moco, que filtra y 

remueve a través de los cilios las partículas atrapadas en él hacia la parte proximal 

de la tráquea , además de una lamina propia de tejido conjuntivo laxo compuesta 

principalmente de fibras elásticas. La submucosa, separada de la mucosa por una 

membrana elástica, está integrada por una capa de fibras elásticas entremezcladas 

con abundantes fibras colágenas. La capa submucosa termina en donde las fibras 

del tejido conectivo se mezclan con el pericondrio de la capa cartilaginosa (1,30). 

El carti lago traqueal es de tipo hialino, está revestido por pericondrio que se 

continúa con un tejido conectivo fibroso que une a los cartí lagos entre si y cuya 

función es proporcionar estabilidad a la tráquea . La brecha entre los extremos libres 

de los cartí lagos en la parte posterior de la tráquea y adyacente al esófago, está 

cubierta por tejido fibroelástico y musculatura lisa. Las glándulas son especialmente 

abundantes en la brecha libre del cartilago de la porción posterior de la tráquea, 

algunas atraviesan la capa muscular en este sitio, por lo que también forman parte 

de la adventicia. Los anillos de cartí lago y el músculo traqueal separan la submucosa 

de la adventicia . La adventicia es la cubierta externa de la tráquea y se encuentra 
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formada por tejido conectivo laxo y su función es unir a la tráquea con los tejidos 

adyacentes del cuello y el mediastino y es periférica a los anillos cartilaginosos y al 

músculo traqueal (1,30). 

Epitelio 

Cartllago 

Músculo 
liso 

Submucosa 

i:-....,,:--'rlJ-e Perlcondrio 

Figura 5: Hislologla traqueal (Tricr6mica de Masson, 10X) 
(Imagen. Departamento Cirugia Experimental. INER) 

Adventicia 

1.3.6. Cartilago traqueal 

El tejido cartilaginoso es una modalidad especializada del tejido conjuntivo de 

consistencia firme que carece de vasos sanguíneos, linfáticos y nervios. El cartílago 

traqueal (Figura 6) es de tipo hialino, se encuentra cubierto por una capa de tejido 

conjuntivo denso denominado pericondrio responsable del aporte sangu lneo y de la 

eliminación de los restos metabólicos (1 ,30). 

El cartilago está integrado por células denominadas condrocitos y por el material 

extracelular que constituye la matriz. La matriz exlracelular es un gel formado por 

macromoléculas de proteoglicanos y glicoproteínas estructurales que rellena el 
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espacio entre las células y las fibras del tejido conjuntivo (30). Los condrocitos 

renuevan las macromoléculas de la matriz del cartí lago, sintetizan colágeno 

principalmente de tipo 11 , proteoglicanos y condronectina (30,31). 

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 condroci tos presentan una forma alargada con su eje mayor 

paralelo a la superficie mientras que en la parte central , son más redondeados y 

aparecen en grupos isógenos hasta de ocho células que se originan en un único 

condroblasto (Figura 7) (30). 

Figura 6: Cartílago traqueal (Hematoxilina·Eosina, 1QX) 
(Imagen, Departamento Cirug ía Experimental, INER) 
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iSÓgeno 

Laguna 

Matrices Territorial 

e Interterritorial 

Figura 7: Cartllago traqueal (Hematoxilina-Eosina, 40X) 
(Imagen, Departamento Cirugra Experimental, INER) 

Condrocito 

La consistencia firme del cartilago se atribuye a las uniones covalentes de los 

glucosaminoglicanos sulfatados que forman parte de los proteoglicanos, los cuales 

interaclúan con las fibras de colágena y con las moléculas de agua unidas a los 

grupos sulfalo de estos mismos glucosaminoglicanos. Esto mantiene la rigidez de la 

matriz extra celular, la hace resistente a la deformación y le confiere plasticidad al 

tejido. La cualidad mecánica fundamental de los proteoglicanos es proporcionar una 

alta compresión hidrostática interna al cartililago, que es semejante a la de un 

amortiguador (30). En el cartilago, la mayor parte de los proteoglicanos interactúan 

especificamente con el ácido hialurónico y forman estructuras agregadas que 

intervienen en las interacciones entre los condrocitos y entre éstos con la matriz 

extracelular (30-33). La condronectina es la proteina responsable de la adherencia 

entre las células, las fibras y las macromoléculas de la matriz extracelular con los 

condrocitos. La fibronectina y la laminina son glicoproteínas estructurales del tej ido 

conjuntivo que promueven la unión entre las células con las fibras de colágena y los 

glucosaminoglicanos, así como con la matriz exlracelular de las membranas basales 

(lámina basal) y las células respectivamente (30). 
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Los anillos de cartílago forman una estructura de soporte para las paredes 

anterior y laleral de la tráquea , le confieren rigidez al mismo tiempo que permiten los 

movimientos de flexión, extensión y torsión , mantienen la permeabilidad de la luz 

durante la respiración forzada, durante la espiración y cuando se presentan accesos 

de tos. La pérdida del apoyo cartilaginoso permite el colapso dinámico y obstrucción 

de las vías respiratorias (1 ,34). 

1.3.7. Patología traqueal 

Desde mediados del siglo veinte, se ha realizado investigación clínica-quirúrgica 

para resolver diferentes tipos de patología traqueal, desafortunadamente, hasta la 

fecha, no se cuenta con avances substanciales médico-quirúrgicos que resuelvan, 

lesiones extensas de este órgano. La traqueostomía se practica desde hace muchos 

años, mientras que las plastías o reconstrucciones de traquea, como parte de la 

cirugía general de tórax, llevan poco tiempo de realizarse (1,35,36) . El pensamiento 

que se tenía de que "el cartí lago traqueal difícilmente cicatrizaba y que la máxima 

extensión, que se podía resecar de la tráquea eran dos o tres anillos", originó que se 

incrementara la investigación quirúrgica para resolver, traqueopatías con extensiones 

mayores a dos centímetros. El pionero en la búsqueda de soluciones para esta 

patología es el Or. Hermes C. Grillo, quien ideó diferentes procedimientos 

quirúrgicos, para poder resecar más de "dos o Ires ani llos" (2.1 anillos por 

centimelro), logrando buenos resultados en extirpaciones de 4 cm (1 ,37 ,38). En 

México, en 1954, Pacheco y cols., publicaron un trabajo de alotrasplante traqueal en 

"fresco' en el que describen la destrucción y fibrosis del injerto (39) . 

El tratamiento de elección para diferentes alteraciones traqueales como estenosis 

(Figura 8), malacias, neoplasmas (Figura 9) y malformaciones congénitas entre otras, 

incluye una resección quirúrgica con anastomosis término-terminal (Figuras 10-13), 

sin embargo, este procedimiento presenta dos inconvenientes importantes: 1) 

frecuentemente está obslaculizado por la falla de tej ido sano y 2) es útil 

exclusivamente en reparaciones que comprometen menos de la mitad de la longitud 
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de la tráquea en adultos (1 ,2,5,13,40) y hasta la tercera parte de la longitud tráqueal 

en niños (2,5,9,13,40,41), con lo que la aplicación del procedimiento se limita a la 

reconstrucción de segmentos traqueales con una extensión entre 5 y 7 cm 

(2 ,8,19,42). 

Figura 8: Imagen de una estenosis traqueal Figura 9: Imagen de un neo plasma en humano 
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Figura 10: Tráquea disecada y referida 

Figura 12: Puntos separados durante 
la realización de la anastomosis 

Figura 11 : Resección de los anillos 
traqueales 

Figura 13: Anastomosis traqueal 
finalizada 

(Imágenes. Departamento Cirugia Experimentat, INER) 

Asi que, por lo extenso de las lesiones traqueales y por no ser posible la 

anastomosis término-terminal, se idearon Uprótesis de diferentes materiales 

sintéticos", para sustituir a la tráquea y dar una solución más definitiva a la 

insuficiente ventilación que sufren estos enfermos (1 ,2,43-45). Actualmente, no 

existen estrategias quirúrgicas definitivas para la reparación de defectos traqueales 

mayores de 7 cm, a pesar de que para tratar de reparar la lesión se han utilizado 

numerosas opciones tanto sintéticas como biológicas (Figura 14) que incluyen el uso 
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de prótesis de diferentes 

politetrafluoroetileno, propileno y 

materiales (dacrón, silicón , 

metal), tejidos autólogos (fascia, 

poliuretano, 

piel, hueso, 

periostio, cartílago, pericondrio, músculo, esófago, pericardio, duramadre, intestino 

delgado; así como el uso de Ucolgajos" para favorecer la vascularización) 

(1,2 ,10,17,46-50) , trasplante traqueal con aloinjertos no vascularizados (1) aloinjertos 

frescos desvascularizados, ala injertos preservados desvascularizados (21), injertos 

vascularizados y aloinjertos frescos o preservados e indirectamente vascularizados 

(1) . En cuanto a la "ingenieria de tejidos": siembra de condrocitos que son colocados 

en un armazón de un polímero sintético biodegradable (1). Sin embargo, con ninguna 

de estas alternativas quirúrgicas ha sido posible realizar una reconstrucción funcional 

(2 ,40,41 ,51) , ya que con todas ellas se generan compl icaciones como 

devascularización, estenosis, necrOSIS, dehiscencia , infección, reacciones 

inmunológicas y la formación de tejido de granulación (2,3,6,19). 

Esto hace ver que el alotrasplante traqueal se encuentra en la actualidad en fase 

experimental , no es una realidad clínica y demanda como solución potencial la 

búsqueda de una bioprótesis biocompatible con el receptor, que sea de tamaño 

suficiente para realizar la reparación , que asegure estabilidad mecánica , rigidez 

estructural, una vascularización adecuada y promueva la cobertura del lumen con 

epitelio ciliada en ausencia de tejido de granulación (2-6,41 ,52,53) considerando que 

el trasplante inmediato ha demostrado no ser funcional. Toda esta problemática ha 

causado en diferentes países, que las investigaciones quirúrgicas de reconstrucción 

traqueal se enfoquen prioritariamente a la preservación de segmentos traqueales a 

través de diferentes técnicas (por ejemplo, criopreservación) para ser transplantados 

en individuos de la misma especie , portadores de extensas lesiones, en los que no 

existe la posibilidad de realizar anastomosis término-terminal y debe resolverse la 

insuficiencia respiratoria , que provoca en el paciente fatales complicaciones 

funcionales e infecciosas (1 ,51 ,54,55). 
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Aunque la criopreservación ejerce un efecto inmunomodulatorio sobre el tejido 

traqueal reduciendo la antigenicidad del injerto utilizado en la reconstrucción, 

atribuible a una disminución en la expresión del antígeno clase II como consecuencia 

del desprendimiento que ocurre en el epitelio y en las glandulas por efecto de la 

congelación y de la descongelación, el ciclo congelación-descongelación inherente al 

proceso de criopreservación, genera, al mismo tiempo, pérdida de la viabilidad 

celular en el cartilago, lo que afecta la función del injerto utilizado en la 

reconstrucción, generando la búsqueda de marcadores de muerte celular indicativos 

del mantenimiento estructural del cartilago y capaces de asegurar la calidad del 

tejido traqueal para su uso en una reconstrucción . 

Figura 14: Diferentes tipos de prótesis y bioprótesis traqueales 
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1.4. Muerte Celular y Caspasa-3 

La apoptosis, es un mecanismo de muerte celular prog ramado que se caracteriza 

por cambios bioquímicos y morfológicos bien definidos, se ha propuesto como un 

evento crítico para mantener la homeostasis celular y se restringe a células 

individuales con la producción de citocinas que inhiben la inflamación, y sin la 

liberación de material intracelular al medio intersticial (56-59). 

La muerte celular por apoptosis comienza con la fase de iniciación, la cual ocurre 

en respuesta a señales externas, cambios fa rmacológicos, fisiológicos o patológicos 

en las condiciones celulares internas por efecto de diferentes estimulos, tales como 

radiaciones, quimioterapia, hipoxia , temperatura , pérdida de adhesión celular, 

glucocorticoides y faclores de crecimiento. Continúa con la segunda fase, conocida 

como fase de activación, en la que sucede el reconocimiento y la transducción de la 

seña l de muerte celular, cuyo resultado metabólico conlleva a la tercera ó última 

fase, que es la conocida como fase de ejecución de la muerte celu lar. En esta fase 

se hidrolizan las proteínas de la lámina nuclear, ocurre la fragmentación del ácido 

desoxiribonucleico (ADN) y del contenido celular con deterioro de la morfología 

celular (56-59). 

Entre los cambios morfológicos que ocurren en la célula durante la fase term inal 

de la apoptosis se incluyen la condensación y fragmentación de la cromatina nuclear, 

condensación del citoplasma, engrosamiento del retículo endoplásmico, disminución 

del tamaño celular, pérdida de la estructura de la superficie celular y la formación de 

cuerpos apoptóticos, los cuales son fagocitados por células vecinas o por 

macrófagos (56-61), (Figura 15). 
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Figura 15: l os cambios morfológicos que ocurren la célula (Al durante la muerte celular por apoplosis incluyen 

disminución del tamal'lO celular, condensación de la cromatina nuclear, (B), fragmentación del ácido 

desoxiribonuclelco (C) '1 la formación de cuerpos apopt6ticos (O) que son fagocitados por macrófagos o por 

células vecinas (E). (The Science Creative Quarteny, Philip Yau. www.scq.ubc.calapoplosis) 

Las caspasas (j¡istein aspartato-protel!Ml<) son las enzimas que median las fases 

de activación y ejecución durante la apoptosis, se identifican de manera individual 

con un número asignado de acuerdo con el orden de su publicación (60), 

constituyen la fami lia denominada enzimas responsables de la conversión del 

precursor de la interleucina1f1 (ICE por sus siglas en inglés), integrada por 14 

cisteinil-aspartato proteasas que participan en la muerte celular por apoptosis con 

mecanismos de acción similares pero con modelos de actividad y especificidad 

diferentes que se activan mediante la hidrólisis en secuencias específicas de cuatro 

residuos que cortan un enlace peptídico localizado estrictamente después de un 

residuo de ácido aspártico (62). 

Las vías de señalización a través de las que procede la muerte celular por 

apoptosis incluyen: a) la vía extrínseca que requiere de la activación de la caspasa-8 
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principalmente y está mediada por receptores de muerte localizados en la membrana 

plasmática (por ejemplo FAS o AP01), activados por ligandos de muerte especificos 

(FasL para FAS o AP01) promoviendo la oligomerización del receptor y la proteína 

adaptadora (FADD), y b) la vía intrinseca, en la que ocurre despolarización de la 

membrana mitocondrial, acompañada generalmente de la liberación de dtocromo e y 

activa principalmente la caspasa-9. La activación de proteínas pro-apoptóticas (Bid, 

Bim) de la fami lia de BcI-2 promueve la liberación de citocromo-c que activa un 

complejo proteico (apoptosoma) que activa directamente a la caspasa-9. Además de 

la sa lida de citocromo e desde la mitocondria ocurre la liberación de otra proteína 

(SMAC/DIABLO) que neutraliza a los inhibidores de las caspasas (IAPS). La vía 

mitocondrial puede conectarse también con la vía de receptores de muerte, ya que 

una vez activada la caspasa-8 por dichos receptores, esta caspasa activa a la 

proteína Bid , lo que provoca la apertura del poro mitocondrial y la activación de la 

caspasa-9 (Figura 16) . En los mamiferos, las dos rutas de iniciación de la apoptosis 

que se disparan por eventos separados convergen en la activación de la caspasa-3 

que actúa como ejecutor central de muerte (56-60). 

La caspasa-3, conocida también como CPP32 (cistein-proteasa de 32 KDa), Yama 

ó Apopaína , existe en las células como una pro-enzima inactiva de 32 KDa 

denominada procaspasa-3, que al activarse genera un dímero de dominios catalíticos 

idénticos formado por las subunidades activas de 12 y 17 kDa (58,60,61-63), 

derivadas del precursor proteíco por corte en Asp"-Ser:19 y Asp' 75_Ser176 (60). 

La activación de la caspasa-3 provoca cambios en el núcleo, en la membrana 

plasmática y en la mitocondria, es responsable parcial o totalmente de la proteólisis 

de proteinas tales como poli ADP-ribosa pOlimerasa (PARP) y de un amplio número 

de substratos que contienen la secuencia comú n de residuos Asp-Xaa-Xaa-Asp 

(DXXD) sim ilar a la descrita originalmente para PARP (58,60), está implicada en el 

daño tisular por efecto de la isquemia (64 ,65) , de la reperfusión (66), de la hipoxia 

(67), de la intubación orotraqueal debido al volumen corriente (68,69) y con los 

procesos de congelación y descongelación inherentes a la criopreservación de 
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diferentes células y tejidos (70-73). 
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Figura 16: las dos rutas de iniciación de la apoptosis convergen en la activación de la caspasa-3. (The Science 

Creative Quarterly, Philip Yau. www.scq.ubc.ca/apoptosis) 

2. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA 

Existen diferentes alteraciones traqueales como estenosis, tumores y malacias 

relacionadas con la función del cartílago que culminan en una insuficiencia 

respiratoria . El tratamiento de ideal para este tipo de patología, consiste en resecar 

de manera definitiva el segmento traqueal dañado, si n embargo, este procedimiento 

es útil , exclusivamente cuando la resección del defecto involucra una longitud 

máxima de 7cm, lo que excluye a los pacientes que presentan lesiones de mayor 

extensión y en los que es necesario tratar de paliar la insuficiencia respiratoria 

ocasionada por obstrucción de la vía aérea mediante la aplicación de procedimientos 
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recurrentes y no definitivos como traqueostomías, aplicación de rayo láser, 

dilataciones traqueales o colocación de diferentes tipos de "stents". 

A pesar de numerosos intentos realizados con prótesis sintéticas, bioprótesis, 

tej idos autólogos, ingenieria de tejidos y trasplante, actualmente no existen 

alternativas quirúrgicas definitivas para la reparación de lesiones traqueales de gran 

extensión , lo que evidentemente constituye un problema clínico importante todavía 

no resuelto que demanda, la búsqueda de una opción funcional con la que sea 

posible realizar una reconstrucción adecuada y definitiva para los pacientes 

portadores de extensas lesiones en los que no existe la posibilidad de realizar una 

resección traqueal y debe de resolverse la insuficiencia respiratoria que les provoca, 

fata les complicaciones funcionales e infecciosas. 

La reconstrucción de lesiones traqueales de gran longitud es un problema clinico 

importante, que exige la búsqueda de estrategias quirúrgicas contundentes. La 

criopreservación , es una técnica que ha demostrado tener utilidad en el 

mantenimiento funcional de diferentes células y tejidos; en la actualidad, a nivel 

mundial, gran parte de las investigaciones relacionadas con la reparación de lesiones 

en tráquea, están enfocadas en la criopreservación de segmentos traqueales para su 

uso como aloinjertos en una reconstrucción, sin embargo; los resultados 

experimentales obtenidos acerca del efecto que ejerce la criopreservación sobre el 

mantenimiento del cartílago son contradictorios, lo que ha limitado la aplicación 

clínica del procedimiento, dado que los anillos de cartílago, constituyen la estructura 

de soporte que mantiene la vía aérea permeable para el libre movimiento del aire 

hacia y desde los pulmones, y es necesario, continuar investigando el efecto que 

ejercen diferentes condiciones de congelación sobre el tejido traqueal , hasta 

establecer la temperatura, el tiempo y la solución de criopreservación que permitan 

mantener sin alteraciones la integridad estructural del cartí lago al mismo tiempo que 

favorezcan el desprendimiento del tejido epitelial con la finalidad de disminuir la 

antigenicidad del injerto utilizado en la reparación. Es entonces, que el reto a vencer 
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consiste en encontrar las condiciones óptimas de criopreservación con las que por un 

lado, sea posible mantener viable el tejido cartilaginoso el cual mantiene el soporte 

de la estructura traqueal y por otro, sea posible promover la total destrucción del 

tejido epitelial para reducir la antigenicidad del injerto utilizado en la reconstrucción. 

Considerando que el índice de muerte celular permitirá evaluar y calificar la calidad 

de los segmentos traqueales tratados bajo diferentes esquemas de criopreservación, 

a continuación se describen los objetivos de este proyecto de investigación. 

3. OBJETIVOS 

3.1. Objetivo general 

1) Evaluar las alteraciones macroscópicas, microscópicas y en la expresión de 

caspasa-3 en el tejido traqueal criopreservado bajo diferentes esquemas de 

tratamiento. 

2) Determinar las condiciones de criopreservación más adecuadas para mantener 

viable el tejido traqueal y que aseguren la calidad del injerto en una reconstrucción. 

3.2. Objetivos parliculares 

1) Evaluar el efecto de la solución de criopreservación sobre los cambios 

macroscópicos, microscópicos y en la expresión de caspasa-3 en el tejido traqueal. 

2) Evaluar el efecto de la temperatura de criopreservaci6n sobre los cambios 

macroscópicos, microscópicos y en la expresión de caspasa-3 en el tejido traqueal. 

3) Evaluar el efecto del tiempo de criopreservación sobre los cambios 

macroscópicos, microscópicos y en la expresión de caspasa-3 en el tejido traqueal. 

4. HIPOTESIS 

Las alteraciones macroscópicas, microscópicas y en la expresión de caspasa-3 en 

el tejido traqueal dependerán principalmente del esquema de temperatura/tiempo 

más que de la solución de criopreservación utilizada. 
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5. MATERIAL Y METODOS 

5.1. Diseño experimental 

Se procuraron las tráqueas de 8 perros mestizos con un peso corporal entre 5 y 

30 kg , de cualquier sexo, con edad variable, no relacionados entre sí y de "fin de 

estudio" (utilizados previamente en protocolos de investigación quirúrgica no 

relacionados con cirugia traqueal) . 

Los animales se mantuvieron en condiciones habituales de biotera y se 

manejaron con base en los lineamientos establecidos en las Especificaciones 

Técnicas para la Producción. Cuidado y Uso de Animales de Laboratorio de la Norma 

Oficial Mexicana , NOM-062-Z00-1999 (74) y en la Guide lor Care and Use 01 

Laboratory Animals, U.SA (75) . 

5.2. 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 hidroc1oruro de 

xilacina (0.1 mglkg, Rompum, Bayer) mezclado con propolol (6mg/kg , Diprivan, Astra 

Zeneca) y se mantuvo con isofluorano al 2% durante todo el acto quirúrgico. 

Los animales se colocaron sobre la mesa de cirugía en posición decúbito dorsal , 

se intubaron con una sonda orotraqueal y se conectaron a un ventilador (Harvard 

Apparatus) con un vaporizador (Isotec 3 Ohmeda) , manteniendo una Irecuencia 

respiratoria de 20 respiraciones/m in, un volumen corriente de 15 ml/kg y una Fi02 del 

100% (Figura 17). 

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 resecó 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 
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convencionales (Figura 18). Inmediatamente después y sobre una charola de mayo 

apoyada sobre una cámara de hielo se realizó una disección fina de la traquea 

(Figura 19). 

<a) lb) 

Figura 17: Anestesia e intubación de los animales (a) y procuración de la tráquea (b). 

5.3. Obtención de los segmentos traquea/es 

Concluída la disección fina de la tráquea, con ayuda de un bisturí se resecó el 

cartilago cricoides que fue eliminado del estudio. El resto de la tráquea se cortó en 

segmentos de cinco anillos (Figura 20) , obteniendo un total de 54 segmentos 

traqueales (6 segmentos traqueales por grupo de estudio) . Con base en la posición 

anatómica de los anillos extremos de cada uno de los segmentos traqueales 

obtenidos, los anillos fueron enumerados del uno (proximal al cartilago criciodes) al 

cinco (distal al cartilago cricoides). El anillo número "1" de cada segmento traqueal 

de cinco anillos se refirió con seda (2-0) para su identificación (Figura 21). 

Los segmentos traqueales se lavaron durante tres minutos en una solución 

glucosada fría y mantenida en hielo, con recambio de la solución cada minuto. La 

solución glucosada utilizada para lavar los segmentos traqueales se preparó con 

glucosa al 50% (Solución DX-50, PISA) adicionada con 20 mi de una solución de 

manitol al 20% (Manitol al 20%, PISA), 5000U de heparina (Inhepar, PISA), 19 de 
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estreptomicina (Sulfastrep, PISA), 1000000U de penicilina (PISA) y O.1ml de una 

solución antibiótica-antimicótica (SIGMA, A5955) por cada litro de solución (Figura 

22) . 

Para integrar el grupo control , de cada una de las tráqueas, se separó el primer 

segmento de cinco anillos, contando a partir del primer anillo colocado justo por 

debajo del cartílago cricoides e inmediatamente después de separar el segmento 

control, el resto de los segmentos fueron divididos al azar en 8 grupos de 

criopreservación (Figura 23). En cuatro de los grupos de estudio, se utilizó medio 

F12K para congelar los segmentos y en los otros cuatro, suero bovino fetal , ubicando 

siempre, el anillo referido en la parte superior del criovia l (Figura 24). 

Figura 18 
Resección traqueal 

Figura 19 
Disección fina de la tráquea 

Figura 20 
Segmentos traqueales 
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Figura 21: Referencia del anillo 1 (proximal al carti lago cricoides) 

Figura 22: Lavado de los segmentos traqueales con solución glucosada 

Car1ilago 
cricoióes 

Segmento tlaqu.eal Segmentos traqueale$ 
del 9JUpo cootrol sometidos a criopreservacl6n 

Figura 23: Cartilago cricoides '1 segmentos traqueales de los grupos control '1 de criopreservación 
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Figura 24: Segmentos traqueales sometidos a criopreservación 

5.4. Soluciones de criopreservación 

Las soluciones utlizadas para criopreservar los segmentos traqueales fueron : 1) 

Medio F12K ( GIBCO, 21700-026) adicionado con 10% de dimetilsulfóxido, (SIGMA, 

D2650) , 20% de suero bovino fetal (GIBCO,16000-044), 20% de una solución de 

ácido hialurónico al 0.1% (FLUKA, 53730) y 0.1ml de una solución antibiótica

antimicótica (SIGMA, A5955) por cada litro de solución y 2) Suero Bovino Fetal al 

90% (GIBCO,16000-044) , adicionado con 10% de dimetilsulfóxido (S IGMA, D2650) y 

0.1ml de una solución antibiótica-antimicótica (S IGMA, A5955) por cada litro de 

solución. 

5.5. Esquemas de tratamiento de los segmentos traqueales 

La criopreservación de los segmentos traqueales incluyó dos esquemas básicos 

de tralamiento, diferenciados por la aplicación de nitrógeno liquido. 1) Esquema 

de criopreservación sin el almacenamiento de los segmentos traqueales en nitrógeno 

liquido: En forma inmediata posterior a la obtención y lavado de los segmentos 

traqueales, estos fueron sumergidos en la solución de criopreservación y sometidos 

a 48 horas ó 15 días de congelación a (-70°C) , y 2) Esquema de criopreservación 

con el almacenamiento de los segmentos traqueales en nitrógeno liquido: En forma 

inmediata posterior a la obtención y lavado de los segmentos traqueales, estos 

fueron sumergidos en la solución de criopreservación y sometidos a 48 horas ó 15 

días de congelación a (-70°C) . Concluido el tiempo de criopreservación a (-70°C) los 

segmentos traqueales fueron transferidos al tanque de nitrógeno en donde se 
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mantuvieron almacenados a (-196"C) durante 15 días. 

En ambos esquemas de criopreservación, la solución de criopreservación y el 

tiempo de congelación a (-70"C) se determinó de acuerdo con el grupo de estudio 

establecido (Cuadro 2). 

Esquomu de Crlop ..... rv •• 16n y Grupos de Estudio 

Sin Nltr6gono LIquido Con Nltr6gono LIquido 11111_ 

~~~~ 
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Ü • o • ... o , ... - I .:. II.~. I 
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Cuadro 2: Esquemas de tratamiento de los segmentos traqueales (tiempos de almacenamiento, temperatura de 
congelación y soluciones utilizadas) de acuerdo con el grupo de estudio 

5.6. Grupos de Estudio 

Grupo control (sin criopreservación) 

Grupo 1 (n=6): Los segmentos traqueales no fueron sometidos a ningún tipo de 

criopreservación, unicamente fueron enjuagados en la solución glucosada. 
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Grupos de criopreservación sin almacenamiento de los segmentos traqueales 

en nitrógeno líquido: 

Grupo 2: F12K (n=6): Los segmentos traqueales se congelaron a (-70°C) 

sumergidos en medio F12K durante 48 horas. 

Grupo 3: SBF (n=6): Los segmentos traqueales se congelaron a (-70°C) sumergidos 

en solución de Suero Bovino Fetal durante 48 horas. 

Grupo 4: F12K (n=6) : Los segmentos traqueales se congelaron a (-70°C) 

sumergidos en medio F12K durante 15 dias. 

Grupo 5: SBF (n=6) : Los segmentos traqueales se congelaron a (-70°C) sumergidos 

en solución de Suero Bovino Fetal durante 15 días. 

Grupos de criopreservación con almacenamiento de los segmentos traqueales 

en nitrógeno líquido: 

Grupo 6: F12K (n=6): Los segmentos traqueales se congelaron a (-70°C) en medio 

F12K durante 48 horas. Transcurrido el tíempo de críopreservacíón a (-70°C), los 

segmentos traqueales se almacenaron en nitrógeno líquido (-196°C) durante 15 días. 

Grupo 7: SBF (n=6) : Los segmentos traqueales se congelaron a (-70°C) durante 48 

horas en la solución de suero bovino fetal. Transcurrido el tiempo de criopreservación 

a (-70°C) , los segmentos traqueales se almacenaron en nítrógeno líquido (-196°C) 

durante 15 días. 

Grupo 8: F12K (n=6): Los segmentos traqueales fueron críopreservados durante 

15 días a (-70°C) en medio F12K. Transcurrido el tiempo de criopreservación a (-

70°C), los segmentos traqueales se almacenaron en nitrógeno liquido (-196°C) 

durante 15 d ias. 

Grupo 9: SBF (n=6) : Los segmentos traqueales fueron criopreservados durante 

15 días a (_70°C) en la solución de Suero Bovíno Fetal. Transcurrido el tiempo de 

criopreservación a (-70°C), los segmentos traqueales se almacenaron en nitrógeno 

liquido (-196°C) durante 15 dias. 
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Una vez que concluyeron los tiempos de criopreservación de los segmentos 

traqueales de todos los grupos de estudio (Grupos de estudio 2 al 9), los crioviales 

fueron colocados en un baño maría a 37°C durante 30 minutos para su 

descongelación, inmediatamente después, fueron retirados del criovial y se 

enjuagaron durante 3 minutos en medio F12K mantenido a 37°C, con tres recambios 

de la solución. 

5.7. EVALUACIONES 

5.7. 1. Evaluación macroscópica 

Todos los segmentos traqueales fueron sometidos a una evaluación 

macroscópica que incluyó una apreciación visual del segmento traqueal para 

registrar: a) la integridad estructural, b) los cambios en la coloración del cartílago, e) 

la presencia de vasos sanguíneos, d) la presencia de moco y e) la ocurrencia de 

fracturas al descongelar los segmentos traqueales (Figura 24). 

En los segmentos del grupo control, la evaluación macroscópica se realizó 

inmediatamente después de que los segmentos traqueales fueron lavados con la 

solución glucosada, en forma inmediata posterior a la procuración de la tráquea . 

Independientemente del tratamiento de criopreservación establecido de acuerdo con 

el grupo de estudio, los segmentos los segmentos traqueales de los grupos de 

estudio 2 al 9 fueron sometidos a dos evaluaciones macroscópicas, la primera de 

ellas, "evaluación macroscópica pre-criopreservación" se realizó inmediatamente 

después de que los segmentos traqueales fueron lavados con la solución glucosada 

en forma inmediata posterior a la procuración de la tráquea, y la segunda; 

"evaluación macroscópica post-criopreservación", inmediatamente después de que 

los segmentos traqueales fueron descongelados al concluir el tiempo de 

criopreservación. 
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Figura 24: Evaluación macroscópica: Apreciación visual del segmento traqueal 

5.7.2. Evaluación microscópica 

Todos los segmentos traqueales fueron sometidos a una evaluación microscópica 

del tejido traqueal, que con base en la histologia de la tráquea se dividió en cartilago, 

epitelio de In mucosa, glándulas y fibras (colágena y musculares). 

La evaluación histológica del cartílago incluyó un registro de las alteraciones en : 

a) la integridad estructural de los ani llos de cartilago utilizando un microscópio óptico 

bajo aumento 2.5X, b) la tinción gruesa del cartílago bajo aumento 2.5X, c) los 

cambios en la tinción de las matrices pericelular, territorial e interterritorial bajo 

aumento 10X y d) con ayuda de un contador manual , se determinó el porcentaje 

(promedio de tres conteos) de condrocitos conservados (nucleados) y de condrocitos 

con alteraciones (degeneración celular). Esta evaluación se realizó en la zona central 

de los ani llos de cartilago ubicada entre los dos extremos del mismo y en cualquiera 

de los dos extremos (elegido de manera alterna al evaluar las laminillas de manera 

consecutiva). Asimismo, se evaluó la continuidad y el desprendimiento del epitelio 

pseudoestratificado ciliada a lo largo de la mucosa traqueal , la estructura de las 

glándulas seromucosas y de las fibras musculares y de colágena. 

En todos los grupos de estudio, la evaluación microscópica se realizó en forma 

36 



inmediata posterior a la evaluación macroscópica para lo cual, los segmentos 

traqueales fueron sumergidos en una solución amortiguada de formaldehido al 10% 

para su fijación y 24 horas después fueron retirados del formol. Con ayuda de bisturí 

y sobre una caja de petri , de cada uno de los segmentos traqueales (integrados por 

cinco ani llos), se separaron, el anillo del extremo superior, identificado como anillo 1 

(A1) para fines de este trabajo (referido con sutura, proximal al cartilago cricoides, 

situado en la parte superior del criovial para su criopreservación) , el ani llo medio 

(ani llo central del segmento traqueal) identificado como el ani llo 3 (A3) Y el anillo del 

extremo inferior (distal al cartilago cricoides y situado en la parte inferior del criovial 

para su criopreservación) e identificado como (A5). Los ani llos ubicados entre el 

anillo del extremo superior y el anillo medio (A2) y entre el ani llo del extremo inferior y 

el anillo medio (A4) fueron eliminados del estudio (Figura 25). 

Figura 25: Anillos del segmento traqueal 

Los anillos seleccionados (A 1, A3, A5) fueron procesados para su inclusión en 

bloques de parafina y para la obtención de cortes de 4~m de grosor para tinciones 

con hematoxilina-eosina, safranina-O, azul alciano y trícrómica de Masson (Figura 

26). 
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(a) (b) 

(e) (d) 

Figura 26: Tejido Traqueal (10X). l indones realizadas en cortes seriados obtenidos del mismo bloque: 
Hematoxilina-Eosina (a), Safranina-O (b), Azul Alciano (e), Tricr6mica de Masson (d). 

La eosina es un colorante ácido con densidad de carga negativa que se asocia a 

estructuras del citoplasma y de la matriz extracelular con carga catiónica , tales como 

filamentos citoplasmáticos, membranas intracelulares y fibras exlracelulares. La 

hematoxilina, el azul alciano y la safranina actúan como colorantes básicos con 

densidad de carga positiva que se asocian a iones con carga aniónica (sulfatos, 

fosfatos y carboxilos) contenidos en la cromatina, en los nucleolos y en el caso de la 

matriz extracelular del cartilago, específi camente en el cartilago, los 

glucosaminoglicanos sulfatados que forman parte de los proteoglicanos además de 

grupos hialurónicos y condroitin sulfato (30). 
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La tinciones hematoxilina-eosina y tricrómica de Masson se clasifican como 

coloraciones topográficas , éstas permiten obtener una visión general de las 

estructuras contenidas en un tejido y fueron utilizadas para evaluar la continuidad y el 

desprendimiento del epitelio pseudoestratificado ci liado a lo largo de la mucosa 

traqueal, la estructura de las glándulas seromucosas, de los anillos de cartilago, de 

las fibras de colágena y de las fibras musculares, así como el porcentaje de 

condrocitos nucleados y de degeneración celular; mientras que las tinciones azul 

alciano y safranina-O que se clasifican como coloraciones histoquímicas indican la 

presencia de compuestos químicos así como su distribución dentro de las células o 

espacios exlracelulares de un tejido pero no proporcionan detalles estructurales y 

fueron utilizadas para observar los cambios en la matriz del cartí lago a través de la 

captación de colorante. En el cuadro 3 se ilustran las tinciones utilizadas para realizar 

la evaluación histológica de cada uno de los tejidos analizados con base en las 

cuatro capas histológicas que componen la pared de la tráquea y las coloraciones 

correspondientes. 
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Estructura 

Epite/loPseudoostratiflcado 
(Muco ¡a) 

Glándulas (Epitelio) 
(Submucosa) 

Cartilil go 

Fibras de Colágena 
(Submucosa y Adventicia) 

Fibras de Musculo Liso 
(Adventicia) 

Tlnclón H&E 

ltI 
Citoplasma (rosa) 

Núcleo (azul) 

Malrlz •. draeelular 
(vloleta-púrpura) 

Núcleo (azul) 
Ciloplaama (rosa) 

(rosa) 
Fibras de Músculo 

li lo (rosa) 

Safranlna·Q 

Matriz extraeelular 
(naranja _ rojo) 
Núcleo (ne-gro) 

Azul A1clano 

Matriz extraeelular 
(azul) 

Citoplasma (rosa) 

Tricrómlca 
Masson 

de 

(azul) 
Fibras de Músculo 

Uso (rojo) 

Cuadro 3: linciones utilizadas para la evaluación microscópica dellejido traqueal. 

40 



5.7.3. Evaluación de la expresión de caspasa-3 

Todos los segmentos traqueales fueron sometidos a una determinación 

inmunohistoquimica para detectar la presencia de caspasa-3 en el epitelio de la 

sumbucosa, en el epitelio glandular y en el cartilago. 

Una vez que los segmentos traqueales de todos los grupos de estudio fueron 

fijados en formol y que de cada uno de ellos se separaron los anillos del extremo 

superior (A 1), el anillo medio (A3) y el anillo del extremo inferior (A5) para su 

inclusión en bloques de parafina tal y como se describió en la sección anterior 

(evaluación microscópica); los ani llos seleccionados (A1 , A3, A5) fueron procesados 

para su inclusión en bloques de parafina y para la obtención de cortes de 2~m de 

grosor que fueron montados sobre laminillas silanizadas para la evaluar la expresión 

de caspasa-3 en el tejido traqueal. 

La determinación de caspasa-3 en el tejido traqueal se realizó mediante la 

técnica inmunohistoquimica utilizando un anticuerpo policlonal (Caspase 3 (CPP32) 

Ab-4, Rabbit Polyclonal Antibody. Neo Markers, Lab Vision, Ca. RB-1197-P), el 

sistema biotina-avidina-peroxidasa, linción con aminoetilcarbazol y contratinción con 

hematoxilina. En todos los ensayos se incluyó como control negativo una laminilla de 

tejido traqueal a la que no se le adicionó el anticuerpo policlonal durante la 

determinación. Las células con expresión positiva para caspasa-3 se tiñen de color 

marrón (Figura 27) . 

En el cart ilago, se obtuvo el número total de condrocitos positivos para caspasa-3 

con ayuda de un microscópio óptico y de un contador manual para células, sin 

embargo, para la cuantificar el número de células positivas para caspasa-3 en el 

cartilago fue necesario incluir una determinación morfométrica del area de cada uno 

de los anillos traqueales. El número de condrocitos en el cartilago varia de acuerdo 

con el area de los anillos de cartilago. El area de los anillos de cartilago depende del 
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diámetro de los mismos que a su vez, depende de la ubicación de los anillos en la 

tráquea. Con base en la anatomia de la tráquea, el diámetro de los anillos de 

cart ílago disminuye conforme estos se aproximan a la bifurcación de la carina siendo 

mayor, en los anillos proximales al cartílago cricoides que en los ani llos proximales a 

la carina. Para calcular el área del cartílago, se obtuvo una imagen de los ani llos 

traqueales utilizando un scaner y las laminillas de tejído traqueal teñidas con 

"hematoxilina-eosina". 

Las imágenes escaneadas se ampliaron con base en una escala de referencia, 

sobre éstas y utilizando un programa para digitalización de imágenes (Image Pro 

Plus Versión 4) con interfase a un microscópio óptico (Figura 28) , se trazó el 

perimetro del carti lago delimitándolo sobre ambos lados del pericondrio, obtenido el 

valor del perímetro, el programa calculó automáticamente el área del cartílago. Una 

vez que se registraron tanto el número total de condrocitos positivos y negativos para 

caspasa 3, se calculó la densidad celular positiva para caspasa-3 ajustando el 

número de condrocitos positivos por el área del cartílago (condrocitos posítivos para 

caspasa 3/mm' ). 
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Caspasa-3 Control Negativo Células con expresión positiva 

Epitelio 

-.' . , • 
.' - ~ , . 

Glándulas 

Figura 27 : Determinación de caspasa 3 por inmunohistoquimica. Control negativo (columna izquierda) y células 

con expresión positiva para caspasa 3 (columna derecha). Epitelio pseudoestratificado. glándulas y cartílago 

traqueal (Aminoetilcarbazol-Hematoxilina . 40X). 
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Figura 28: Laminillas escaneadas 'J Equipo para procesar las imágenes 

5.7.4. Anális is Estadístico 

El análisis estadistico de los datos obtenidos de la la densidad celular positiva 
para caspasa-3 en el cartílago, en el epitelio de la mucosa traqueal y en el epitelio 
glandular y elel número de condrocitos nucleados en el cartílago entre los grupos de 
estudio incluyó un Análisis de Varianza (ANDEVA) con prueba de TuKey para 
determinar el efecto de la solución , del tiempo, de la temperatura de criopreservación 
y de la localización del anillo en el segmento traqueal sobre estos parametros. El 
número de condrocitos nucleados entre los extremos y la región central del anillo de 
cartílago se incluyó una prueba t-Student. Valores de "p" menores de 0.05 fueron 
considerados como significativos . 

6. RESULTADOS 

6.1. Evaluación macroscópica 

A la evaluación macroscópica e independientemente del grupo de estudio, 
ninguno de los 54 segmentos traqueales obtenidos presentó alteraciones aparentes 
en la integridad estructural , en la coloración, ni en la consistencia del cartí lago. 
Aunque a la inspección visual, no en todos los segmentos traqueales se observaron 
vasos sanguíneos ni la presencia de moco, estos parámetros no se alteraron por 
efecto de la criopreservación . Tampoco ocurrieron fracturas aparentes después de 



descongelar los segmentos traqueales (Figura 29 , Cuadros 4-5). 

~deEstud l o MI ~ 1\.13 M4 M5 M6 

~ 1: Control Sin Crlopreservadón 

C3r4x> 2: 48h ( . 70 0 ) / FI2K 

~ 3: 48h ( -700 ) / SBf 

Gn.,a 4, ISd ( -70") / FI 2K 

Gn.,a 5, ISd (-70") / SIlf 

~ 6: 48h (-700) + 15d (- 196 0) I Fl 2K 

Gr't.clo 7: 48h (_700) + 15d (-196 0) / SBf 

Gn..po 8: l Sd (_700) + 15d (- 196 0) I Fl2K 

Gn..po 9: lSd (-70 0) + ISd (- 196 0) I SBF 

Figura 29: Evaluación macroscópica de los segmentos traqueales, 

Grupo Tiempo Temperatura Solución Integridad Coloración Traqueomalacla 
de Estudio Ellructural 

(n/6) 

1: Control Glucosada "6 "6 0/6 
2 48h (-70' e) F12K "" • 616 6/6 - 616 016 - CV6 
3 48h (-70'C) seF 616 - 616 6/6 - 616 0/6 - 016 
4 15d (-70' e) F12K 616 - fil6 6/6-616 0/6· 016 
5 15d (-70' C) SeF 616 - fil6 616-6/6 0/6 - 016 
6 48 h-+15 d (-70' C)+(- 196' C) F12K 616 • &'6 6/6-616 0/6 - 016 
7 48 h+15 d (-10' C)+(-196' C) SeF 616 · 616 616 - 616 0/6 - 016 
8 15 d+15 d (-70' C)+(-196' C) F12K 616·616 616 - 616 0/6 - QI6 

9 15 d+15 ti ¡·7O"Ci·¡·I96·ci SeF 6/6 - 6/6 616 - 616 0/6 - CV6 

Cuadro 4: Evaluación macroscópica: integridad estructural, coloración y traqueo malacia de los segmentos 
traqueales de lodos los grupos de estudio (pre - post) criopreservaci6n. 
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Grupo 
de Estudio Tiempo Temperatura Solución Vasos M",. Fracturas 

(n/6) Sangufneos 

1: COn!¡ol Glucosada 3/6 2" 
2 4. h (-70"e¡ F12K 6J6 - 616 6/6 . ... "" 3 48h (-70"C) SB' 216-215 016· "" 016 
4 1Sd (-70"e¡ F12K 6/6 .... 1/6 - 1/6 016 
5 1Sd (-70"e¡ SB' 6/6 . ... 6/6 .... 016 
6 48h+15d (-70"e¡+(-196"e¡ F12K 616· ... 616·6/6 "" 7 48h+ 15 d (-70"C)+(-196"C) SB' 616 - 616 216 - 2/6 "" • 15d+15d (-70"e¡+(-196"e¡ F12K 616 - 616 616 · 6/6 "" 9 15d+15d (.70' C¡.¡.196' C) SB' 616 · 6/6 616· ... "" 

Cuadro 5: Evaluación macroscópica: vasos sangufneos, presencia de moco y fracturas de los segmentos 
traqueales de Iodos los grupos de estudio (pre - post) criopreservaci6n. 

Resúmen. Evaluación Macroscópica_ 

Independientemente de las condiciones experimentales de solución, tiempo y 

temperatura de congelación establecidas para cada uno de los tratamientos de 

acuerdo con el grupo de estudio, la integridad estructural aparente de los segmentos 

traquea/es no se modifica por efecto de /a criopreservación. 

6.2. Evaluación microscópica 

De cada uno de los 54 segmentos traqueales (n=6 I grupo de estudio) se 

separaron tres anillos (A 1, A3 Y A5) obteniendo un total de 162 anillos que fueron 

sometidos a una evaluación microscópica del cartílago, del epitelio de la mucosa, de 

las glándulas y de las fibras de colágena y de músculo liso. 

6.2.1.Cartilago traqueal 

6.2.1.1. Estructura 

Sin importar el grupo de estudio ni las condiciones en que se realizó la 

criopreservación, en ninguno de los 162 ani llos analizados se observaron 

alteraciones en el mantenimiento estructural característico del cartí lago traqueal en 

forma de herradura o "C" (Figura 30). 
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Figura 30: Evaluación histológica del cartilago (H&E). Mantenimiento de la estrudura característica de los anillos 
de cartllago traqueal en forma de "C". 

De los 162 anillos Iraqueales analizados, unicamente 33 de ellos (20.37%) 
presentaron el cartílago traqueal caracteristico, los 129 anillos restantes (79.62%), 
incluyeron, además de éste, placas accesorias de cartllago de forma y tamaño 
variable ubicadas en la submucosa traqueal (n=90/129, 55.55%), entre anillo de 
cartilago y la adventicia (n=9/129, 5.55%) y en ambas zonas (n=30/129, 18.51 %) 
(Cuadro 6). 
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Cartllago 
(H&E) 

Placas 
Accesorias de 
Fibrocartllago 

Anillos (n)/(%) 

5'0 
(2.5X) 

(17)/(16.68%) 

En submuoosa 
(1QX) 

(42)/(46.66%) 

En adventicia 
(10X) 

(12 )1(13.33% ) 

En submucosa y adventicia 
(2.5X) 

(19 )1(2 1.11 % ) 

Cuadro 6: Número y porcentaie de anillos traqueales con placas accesorias de cartllago. 

6.2.1.2. Captación de colorante 

Tinción con Hematoxilina-Eosina (Visión panorámica) 

A la tinci6n con hematoxilina-eosina, sin importar el grupo de estudio, con 
respecto a la coloración basófila del cartílago traqueal común y de un total de 
(n:162) ani llos Iraqueales analizados, el 29.02% (n:47/162) no presentó alteraciones 
en la linción del cartílago. Con base en el grupo de estudio, esle porcentaje fue 
mayor en el grupo control y disminuyó por efeclo de la criopreservación [G1 : 34.04% 
(n:16/47), G2: 8.51 % (n:4/47), G3 y G4: 0% (n:0/47), G5: 10.63% (n:5/47), G6: 
17.02% (n:8/47), G7: 12.76% (n:6/47), G8 y G9: 8.51% (n:4/47)). Con respecto a la 
localización del anillo en el segmento traqueal y sin considerar el grupo de estudio, 
35 (74.46%) de los 47 anillos que no presentaron alteraciones en la tinción del 
cartílago fueron proximales al cartí lago cricoides (anillos referidos con sutura y 
ubicados en la superior del criovial para su congelación), 8 correspondieron al anillo 
medio (22 .85%, n:8/35) y 4 al anillo distal al cartí lago cricoides (1 1.42%, n:4/35) 
(ubicado en la parte inferior del criovial para su congelación). 

De manera complementaria, el 70.98% (n:115/162) de los anillos Iraqueales, 

48 



presentó alteraciones en la tinción del cartílago. Las alteraciones en la tinción del 
cartílago se caracterizaron tanto por una intensa captación del colorante (cartílago 
hiperteñido) como por una captación tenue (cartílago débilmente teñido) . 

De los 115 anillos traqueales con alteraciones en la tinción del cartílago, 62 de 
ellos (53.91%) presentaron intensa captación del colorante y de éstos, el 77.41 % 
(n=48/62) perteneció a cualquiera de los grupos de estudio 2, 4, 6 u 8, en los que se 
utilizó medio F12K como solución de criopreservación [vs 22.59% (n=14/62) de 
anillos que presentaron hipertinción del cartílago y correspondieron a los grupos de 
estudio 3,5,7 y 9 en los que se utilizó SFB como solución de criopreservación]. Con 
respecto a la localización del anillo en el segmento traqueal y sin considerar el grupo 
de estudio, 31 de los 62 ani llos (50%) que presentaron hipertinción del cartílago 
fueron los ubicados en la parte media del segmento traqueal , 14 fueron proximales al 
cartílago cricoides (22 .58%, n=14/62) y 17 distales al mísmo (27.41 %, n=17/62). 

Cincuenta y tres (46.08%) de los 11 5 anillos que presentaron alteraciones en la 
tinción del cartílago mostraron tenue captación del colorante, de éstos, el 81.13% 
(n=43/53) se relacionó con cualquiera de los grupos de estudio 3, 5 7 Y 9 en los que 
se utilizó SBF como solución de criopreservación [vs 18.86% (n= 10/53) de ani llos 
traqueales con tinción tenue del cartílago de los grupos de estudio 2, 4, 6 Y 8 en los 
que se utilizó medio F12K como solución de criopreservación]. Con respecto a la 
localización del anillo en el segmento traqueal y sin importar el grupo de estudio, 33 
(62 .26%) de los 53 anillos con tinción livida del carti lago correspondieron al anillo 
distal al cartílago cricoides (Ubicado en el fondo del criovial para su criopreservación). 
28.30% (n=15/53) al anillo medio del segmento traqueal y 9.43% (n=5/53) al ani llo 
proximal al cartílago cricoides. 

Los resultados indican que con respecto al grupo control e independientemente 
del tratamiento, la criopreservación de los segmentos traqueales provoca 
alteraciones en la linción del cartílago . Al parecer, la criopreservación de los 
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segmentos traqueales con medio F12K ocasiona una captación intensa del colorante, 
que se manifiesta principalmente en el ani llo localizado en la región media del 
segmento traqueal , en comparación con los anillos ubicados en los extremos del 
mismo, mientras que el uso de SBF como solución de criopreservación se relaciona 
con una tenue tinción del cartílago que se manifiesta de manera progresiva a lo largo 
del segmento traqueal, afectando principalmente al anillo localizado en la parte 
inferior del segmento traqueal y en menor intensidad al anillo del extremo superior. 
Estos resultados se muestran en el cuadro 7 y se ilustran en las gráficas 1 y 2. 

Anillos de e , Lrtllago 
(H&E. tOX) n (Ofo ) 

Grupo de ESludio y 
Condiciones de la 
Criopr85ef'1.JCi6n 

(Gl ):Cootrol 

(G2):48h (-ro'C) F12K 
(Gl):48h (-70· C) SBF 

(G4):15d (-10·C) r:' 12K 
(GS ): l5d (-70· C) S BF 

(G6):48h (-70'e) F12K+NL 
(G7):48h (-70"e) ~ BF+Nl 

(G8):15d (-70' e) r12K+Nl 
(G9):15c1 (-70'e) :';BF+Nl 

TinciOn Bas6fila 

16 (88.89%) 

4 (22.22%) 

5 (27.77%) 

8 (44.44%) 

6 (33.33"1. ) 

4 (22.22%) 

4 (22.22%) 

r Tinci6n Bas6fila ¡Tincl6n Basófila 

2 (11 .11 %) 
14 (77.77%) 

1 (5 .55%) 17 (94.44%) 
18 (100 %) 

3 (16.66%) 10 (55.55%) 
9 (50.00%) 1 (5.55%) 
6 (33.33%) 6 (33.33%) 
7 (38.88%) 7 (38.M%) 
4 22.22%) 10 (55.55%) 

Cuadro 7: Número y (porcentaje) de anillos traqueales que presentaron alteraciones en la linción del cartílago con 
Hemaloxilina·Eosina. (n= l 8/ grupo de estudio). 
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GráfICa 1: Alteraciones en la linción con hematoxilina-eosina del cart llago por efecto de la solución de 

criopreservación. 
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Gráfica 2: Alleraciones en la linción del cartilago con hematoxilina-eosina por efecto de la localización del anillo 

en el segmento traqueal. 
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Tinciones con Safranina-O y Azul Alciano (Visión panorámica) 

Con las tinciones safranina-O y azul alciano, sin importar el grupo de estudio, con 

respecto a la coloración del cartílago de los segmentos traqueales del grupo control 

que no fueron sometidos a ningún tratamiento de criopreservación y de un tolal de 

162 anillos traqueales analizados, el 33.95% (n=55/162) no mostró alteraciones en la 

tinción del cartílago. El porcentaje y número de ani llos traqueales sin alteraciones en 

la tinción del cartilago de acuerdo con el grupo de estudio fue: G1:32 .72% (n=1 8/55) , 

G2:10.09% (n=6/55), G3:27.27% (n=1 5/55), G4:0% (n=0/55), G5:9.09% (n=5/55) , 

G6:0% (n=0/55) , G7:9.09% (n=5/55) , G8: 10.09% (n=6/55) y G9:0% (n=0/55) para 

los grupos uno al nueve respectivamente. Con base en la localización del anillo en el 

segmento traqueal y sin considerar el grupo de estudio, 21 de los 55 ani llos (38.18%) 

sin alteraciones en la tinción del cartílago, correspondieron al anillo medio del 

segmento traqueal, 16 (29.09%, n=16/55) al anillo proximal al cartí lago cricoídes, 

referido con sutura y ubicado en la parte superior del criovial para su 

críopreservación y 18 (32.72%, n=18/55) al anillo distal al cartílago cricoides (ubicada 

en el fondo del criovial). 

El resto de los anillos traqueales, (66.04%, n=107/162) presentó alteraciones en la 

tinción del cartílago. Las alteraciones en las tinciones del carti lago con safranina-Q y 

azul alciano se caracterizaron tanto por una inlensa captación del colorante (cartílago 

hiperteñido) como por una captación tenue (carti lago débilmente teñido) . 

De los 107 ani llos traqueales con alteraciones en la tinción del cart ílago, 65 

(60.74%) presentaron hipertinción, de éstos, el 83.90% (n=54/65) perteneció a 

cualquiera de los grupos de estudio 2, 4, 6 u 8 en los que se utilizó medio F1 2K como 

solución de criopreservación Ivs 16.92% (n=11/65) de los anillos traqueales que 

mostraron hipertinción del cartílago teñido con safranina-O y azul alciano 

procedentes de los grupos de estudio 3, 5, 7 Y 9 en los que se utilizó SFB como 

solución de criopreservación]. Con respecto a la localización del ani llo en el 

segmento traqueal y sin considerar el grupo de estudio, 32 de ellos (49.23%,n=32/65) 
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correspondieron al anillo proximal al cartílago cricoides, localizado en la parte 

superior del criovial , 21 al anillo medio 32.30% (n:21/65) y 12 (18.46% n:12/65) al 

anillo distal al cartilago cricoides localizado en la parte inferior del criovial. 

El 39.25% de los anillos traqueales (n:42/107) presentó una tinción tenue del 

cartílago, de éstos, el 85 .71% (n:36/42) se incluyó en los grupos de estudio 3, 5, 7 Y 

9 en los que se utilizó SBF como solución de criopreservación y el 14.29% (n:6/42) 

perteneció a los grupos de estudio 2, 4, 6 u 8 en los que se utilizó medio F12K. Con 

base en la localización del anillo en el segmento traqueal y sin importar el grupo de 

estudio, 24 de los anillos con una tenue tinción del cartílago (57.14%) 

correspondieron a los anillos distales al cartílago cricoides ubicados en la zona 

inferior del criovial durante la criopreservación, 12 de ellos fueron anillos localizados 

en la región central del segmento traqueal (28.57%) y 6 (14.28%) fueron proximales 

al cartílago cricoides (ubicados en la parte superior del criovial). 

Los resultados obtenidos indican que con respecto al grupo control e 

independienlemente del tratamiento, la criopreservación de los segmentos traqueales 

provoca alteraciones en la lindón del cartílago las tindones safranina-O y azul 

alciano y que al parecer, la criopreservación de los segmentos traqueales con medio 

F12K ocasiona una captación intensa del colorante que se manifiesta principalmente 

en cartílago de los anillos localizados en el extremo superior del segmento traqueal 

en comparación con los anillos ubicados en el centro y en el extremo inferior del 

mismo y de manera inversa, el uso de S8F como solución de criopreservación se 

relaciona con una tenue tinción del cartílago que afecta principalmente al anillo 

localizado en la parte inferior del segmento traqueal. Estos resultados se muestran 

en el cuadro 8 y se ilustran en las gráficas 3 y 4. 
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Anillos de C8l1llago 
(2.5X), n ('l.) 

Safranina-Q 

Azul AlClano 

Grupo de E':Itudio y 
Condiciooes de la 
Crioprescrvaci6n 

(Gl):Control 

(G2):48h (-70' e) F1 2K 

(G3):48h (-70' e ) SBF 

(G4):I5d (-70' C) F12K 

(GS):I5d (-70' e) SBF 

(G6):48h (-70· e) FI2K+NL 

(G7):48h (-70·C) SBF+NL 

(G8):I5d (-70<C) FI2K+NL 

(G9): I 5d (-70' C) S8F+NL 

nnción BaSÓfila I nnd6n BaSÓfila 1 Tinel6n Basófila 

18 (100%) O (O.OO%) 0(0.00%) 
6 (33.33%) 12 (66.56%) 0(0.00%) 
9(50.00%) 9 (50.00%) 0(0.00%) 
0(0.00%) 18 (100%) 0(0.00%) 
5 (27.77%) 4 (22,23%) 9(50.00%) 
0(0,00%) 18 (100%) 0(0.00%) 
5 (27.77%) 4 (22.23%) 9 (50.00%) 
4 (22.23%) 10 (55.54%) 4 (22.23%) 
0(0.00%) 0(0.00%) 18 (100%) 

Cuadro 8: Numero y (porcentaje) de anillos traqueales que presentaron alteraciones en la tinción del cartJlago con 

Safranina-O y Azul A1ciano por grupo de estudio (n=18). 
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Gráfica 3: Alteraciones en la tinción del cartílago con safranina-o y azul atelana por efecto de la solución de 

etiopreservación. 
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GráfICa 4: Alteraciones en la tinción del cartllago con safranina-o y azul alciana por efecto de la localización del 

anillo en el segmento traqueal. 
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Matrices pericelular, territorial e interterritorial del Cartílago 

A las tinciones hematoxilina-eosina , safranina-O y azul aleiano, el mayor 

porcentaje de anillos traqueales sin evidencia de alteraciones en la tinción de las 

matrices pericelular, territorial e interterritorial del cartí lago correspondió a los grupos 

de estudio 1, (n=1 8, 100%) control sin criopreservación, 2 (n=15, 83.33%), 4 (n=18, 

100%), 6 (n=12, 66.66%) y 8 (n=6, 33.33%) en los que la criopreservación de los 

segmentos traqueales se realizó a una temperatura de (_70°C) durante 48 horas (G2) 

y 15 dias (G4) y durante 48 horas (G6) y 15 dias (G8) en forma previa al 

almacenamiento en nitrógeno liquido (-196°C) respectivamente y a los grupos de 

estudio 3 (n=18, 100%) y 5 (n=2, 11.11%) en los que los segmentos traqueales 

fueron criopreservados durante 48 horas y 15 dias a (_70°C) respectivamente, 

utilizando SBF como solución de criopreservación . 

Las alteraciones encontradas en la tinción de las matrices pericelular, territorial e 

interterritorial del carti lago mostraron esquemas distintivos y caracterizados que 

involucraron: a) compromiso de grupos isógenos continuos, proximales al pericondrio 

y ubicados en su mayoria , en un solo lado del cart ilago [grupo 5 (n=13 anillos, 

72.22%), segmentos traqueales criopreservados 15 dias a (_70°C) en SBF y grupos 

de estudio 2 (n=3, 16.66%), 6 (n=6, 33.33%) y 8 (n=2,11 .11 %)], b) compromiso de 

grupos isógenos contínuos, proximales al pericondrio ubicados en ambos lados del 

cartílago y evidentes en los grupos de estudio en los que los segmentos traqueales 

fueron criopreservados utilizando SBF como solución de criopreservación [grupo 5 

(n=3 ani llos, 16.66%)) ylo con almacenamiento en nitrógeno liquido [grupos de 

estudio 7 (n=4, 22.22%), 8 (n=10, 55.55%) y 9 (n=7, 38.88%)] independientemente 

de la solución de criopreservación utilizada y c) zonas de gran extensión con 

compromiso de grupos isógenos contínuos proximales al pericondrio, ubicados en 

ambos lados del cartilago involucrando células ubicadas en la región central del 

cartilago (entre ambos pericondrios) y que se presentaron únicamente en los grupos 

de estudio en los que los segmentos traqueales fueron criopreservados utilizando 

SBF como solución de criopreservación y nitrógeno liquido [grupos 7 (n=1 3, 72 .22%) 
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y 9 (n;11 , 61 .11 %)]. Estos resultados se ilustran en el cuadro 9, figura 31 y gráfica 5. 
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Cartílago linci6n 
Azul Alciano 

(2 .5X) 

Cartílago Tlncl6n 
Safranina-O 

(2.5X) 

Cartílago Tind6n 
Hematoxilina-Eosina (2.5X) 

Cartílago Tlnción 
Hematoxilina-Eosina (10X) 
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Figura 31: Cartllago traqueal sin alteraciones (a) y con alteraciones evidentes en la tinci6n de las matrices 
pericelular, territorial e interterritorial (b,c). 
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GráfICa 5: Alteraciones en la !inción de las matrices pericelular, territorial e interterritorial del cartílago. 

6.2.1.3. Degeneración celular 

El porcentaje de condrocitos conservados "sin alteraciones" y de degeneración 

celular obtenido tanto en los extremos como en la región central de los anillos de 

cartílago de acuerdo con su localización en el segmento traqueal [proximal al 
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cartílago cricoides (A1), intermedio (A3) y distal al cartílago cricoides (AS)] para todos 

los grupos de estudio se reporta en los cuadros 10 Y 11 respectivamente. 

En ninguno de los grupos de estudio, la localización del anillo de cartílago en el 

segmento traqueal influyó en el porcentaje de condrocitos conservados y de 

degeneración celular ni en los extremos ni en la región central del anillo de cartílago 

(p>O.OS). Con base en este resultado, se obtuvo el porcentaje promedio de 

condrocitos conservados y el porcentaje promedio de degeneración celular tanto en 

los extremos como en la región central de los 18 anillos de cartílago de cada uno de 

los grupos de estudio sin importar su localización en el segmento traqueal (Cuadro 

12). 

En todos los grupos de estudio, el porcentaje de condrocitos nucleados fue 

significativamente mayor en los extremos del anillo de cartílago que en la región 

central del mísmo (p<O.001) y de manera inversamente proporcional , el porcentaje 

de degeneración celular en la región central del anillo de cartílago fue 

significativamente mayor que en los extremos del ani llo de cartí lago (p<O.001) , 

(Grilfica 6) . 

Los segmentos traqueales del grupo control que no fueron sometidos a ningún 

tratamiento de criopreservación, presentaron el mayor porcentaje de condrocitos 

nucleados en los extremos del anillo de cartílago, con respecto al resto de los grupos 

de estudio independientemente del tratamiento de criopreservación , aunque este 

resultado fue significativamente diferente unicamente contra los grupos de estudio 4 

y 6 (p<O.003), (Gráfica 6). La disminución en el porcentaje de condrocitos nucleados 

y de degeneración celular que ocurrió en los extremos del anillo de cartilago de los 

segmentos traqueales criopreservados correspondientes a los grupos de estudio 4 y 

6 con respecto al grupo control resultó al criopreservar los segmentos traqueales 

utilizando medio F12K como solución de criopreservación (p<O.001), durante 1S dias 

(p<O.001) sin importar el almacenamiento de los segmentos traqueales en nitrógeno 
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líquido (control vs -70, control vs -196°C, p<0.001). 

Sin importar las condiciones de tiempo, temperatura, solución de criopreservación 

y con respecto al grupo control , el porcentaje de condrocitos nucleados en la región 

central del anillo de cartí lago disminuyó significativamente por efecto de la 

congelación (p<0.001), (Gráfica 6). 

La diferencia porcentual de condrocitos nucleados y de degeneración celular entre 

los extremos y la región central del anillo de cartílago fue (20.50%), (41 .72%), 

(34.78%), (36.00%), (30.72%), (29.95%), (33.50%), (32 .16%) Y (38.73%) para los 

grupos de estudio 1 al 9 respectivamente. Con respecto al grupo control, esta 

diferencia se incrementó significativamente por efecto de la congelación sin importar 

el tratamiento de criopreservación (p<0.001) , (Gráfica 7). 
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Segmento 
Traqueal 

1 
2 
3 
4 
5 
6 

1 
2 
3 
4 
5 
6 

1 
2 
3 , 
5 
6 

AlnA3v.A5 

Anlllo'J Reglón Gl G2 G3 G. G' G. G7 G. G. Gl G2 G3 G' G' G' G7 G' 

I I 
(Al ) 

79 80 73 .. .. 58 .. 58 " 21 20 27 36 32 " 36 " 60 75 71 40 67 47 83 " 60 40 25 29 60 33 53 17 59 
98 55 47 37 " 39 76 6' " 2 " 53 63 36 61 24 31 

" 6. 71 67 " 17 56 61 65 47 31 29 33 " 83 44 39 
57 62 " 47 48 27 69 38 61 43 38 47 53 52 73 31 62 
77 62 55 13 " 76 61 57 73 23 38 " 87 59 24 39 43 

Promedio 70.e7 67.17 61 .67 44.67 57.16 " .OC e8.17 " .00 59.00 29.33 32.83 38.33 55.33 42.83 56.00 31.83 46.00 
fEE e.99 3.79 4.60 8.08 4.51 8.70 4.078 4.91 4.42 6.99 3.79 4.60 .... 4.51 8.70 4.07 4.91 

(A3) 
6. 50 52 30 39 68 75 67 60 31 50 48 70 61 32 25 33 
75 75 .. 50 4E 62 .. 58 77 25 25 32 50 " 38 36 " .. 78 ... 68 53 39 .. " 52 32 " 16 32 47 61 14 46 
74 4' 43 38 68 43 6. " 51 26 51 57 62 34 57 31 55 .. 59 .. 17 59 25 24 67 59 32 41 16 63 41 75 76 33 
62 51 65 30 63 .. 56 60 52 38 " JO 70 37 51 « 40 

Promedio e9.33 60.33 66.00 38.83 54.33 47.67 61.33 58.50 58.50 30.67 39.67 34.00 e1.17 45.66 52.33 37.67 41 .50 
fEE 1.92 5.32 6.77 7.32 4.24 6.40 8.71 3.41 4.02 1.92 5.32 3.77 7.32 4.24 6.40 8.71 3.41 

(AS) 

62 .. 74 78 70 65 74 51 48 38 32 26 22 30 JO 26 49 
72 31 " 65 72 " 68 71 70 28 6' 46 JO 28 59 32 29 
71 65 73 80 61 58 73 33 50 29 JO " 20 39 42 27 67 
63 45 46 30 50 63 75 52 54 37 55 " 70 50 37 25 48 
76 55 73 15 57 56 65 57 67 24 " " 85 43 44 JO 43 
66 48 72 69 43 80 71 63 63 34 52 28 31 57 20 29 37 

Promedio 68.33 52.00 65.33 56.17 58.83 60.50 71.00 54.50 67.00 31.67 48.OC 34.67 43.83 41.16 39.50 29.00 45.50 
fEE 2.26 5.59 4.96 11.05 4.80 5.10 1.57 5.1e .... 1.26 5.59 4.96 11.05 4.60 ' .20 1.57 5.26 , 0.925 0.112 0.839 0.382 0.774 0.243 0.535 0.n2 0.491 0.915 0 .111 0 .839 0.382 0.774 0.243 0.535 0.772 

Cuadro 10: Porcentaje de condrocitos nucleados y degeneración celular en los extremos del cartllago de acuerdo con la localización de los anillos en 
el segmento traqueal, (n = 6 anillos A1) . (n = 6 anillos A3) y (n = 6 anillos AS) I grupo de estudio. Valores de significancia . p. (A1vsA3vsAS). 
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59 
40 
46 
JO 
39 

" 41 .00 
4.42 

40 
23 
48 
4' 
41 
48 

41.50 
4 .01 

52 
30 
50 
36 
13 
17 

33.00 

'.64 

0.491 



Segmento Anll lo'J RegiÓn Gl G2 G3 G' GS G' G7 G8 G. Gl G2 G3 G4 GS G' G7 G8 G' 
Traqueal 

I I 
(A1 ) 

1 " S 18 4 27 24 42 31 12 " 85 82 96 73 76 58 69 88 
2 " " 28 S 25 22 38 32 29 41 86 72 95 75 78 62 68 71 
J " S 37 8 22 19 36 22 30 46 95 63 92 78 81 64 78 10 
4 " 19 32 10 ,. 10 38 17 20 79 81 68 90 81 90 82 83 80 
5 " 18 20 4 27 " 29 4 32 51 82 80 96 73 86 71 96 68 
6 22 22 17 2 18 " 31 28 26 78 78 83 98 82 79 69 72 74 

Pro medio 42.33 15.50 25.33 S.50 23.00 18.33 35.66 22.33 24.83 57.61 84.50 74.67 94.50 77.00 81.67 64.33 77.61 15. 17 ... 6.76 2.40 3.36 1.20 1.61 2. 11 1.97 4.34 3.08 6.76 2.40 3.36 1.20 1.61 2.17 1.91 4.34 3.08 

(Al) 
1 62 16 28 11 29 25 30 39 17 38 84 72 89 71 75 70 61 83 
2 63 17 " 19 24 '6 35 22 27 37 83 79 81 76 64 65 78 73 
3 " 7 42 11 26 19 42 18 29 46 93 58 89 74 81 58 82 71 
4 ' 8 25 73 10 25 • 29 19 18 52 75 27 90 75 91 71 81 82 
5 " 35 40 1 16 23 25 16 13 43 65 60 99 " 77 76 " 87 
6 " " 23 " 32 66 36 28 30 53 86 77 86 68 34 64 72 10 

Promedio 55.17 19.00 31.83 11 .00 25.33 26.33 32.66 23.67 22.33 44.83 81 .00 62.17 89.00 74.66 73.67 61.33 76.33 77.61 
t •• 2.77 3.97 7.81 2.40 2.21 8.26 2.57 3.50 2.94 2.77 3.97 7.81 2.40 2.21 8.26 2.57 3.50 2.94 

(AS) 
1 .. 18 13 23 23 22 29 35 22 " 82 87 77 77 78 71 65 78 
2 83 35 " 29 27 19 38 37 '8 37 65 79 71 73 81 62 63 82 
3 59 19 34 " 31 19 39 11 34 41 81 66 86 69 81 61 89 66 
4 42 17 32 2 34 " 36 20 S 58 83 68 98 66 79 64 80 95 
S 46 10 34 O 40 10 2S 20 23 52 90 66 100 60 90 75 80 77 
6 28 30 19 23 24 15 29 24 2S 72 10 81 n 76 SS 71 76 75 

Promedio 49.33 21 .50 25.50 15.17 29.83 17.61 32.66 24.50 22.78 50.67 18.50 14.50 84.83 70.16 82.33 67.33 15.50 77.22 
t •• 5.27 3.46 3.61 4.85 2.65 1.82 2.34 4.03 1.84 5.27 3.76 3.67 4.89 2.65 1.82 2.34 4.03 1.84 

AtYlAlvlA5 0.222 0.455 0.259 0.119 0. 11 1 0.463 0.583 0.922 0.122 0.222 0.455 0.259 0.119 0.11 1 0.4 53 0.583 0.922 0.722 

Cuadro 11 : Porcentaje de condrocitos nucleados y degeneración celular en la región central de acuerdo con la localización de los anillos de cartllago 
en el segmento traqueal, (n = 6 anillos A 1), (n = 6 anillos A3) y (n = 6 anillos AS) I grupo de estudio. Valores de significancia .p. (A1vsA3vsAS). 

63 



Grupo de Estudio O, O, 03 O. O. O, 07 O. O. O, O, 03 O. O, O, 07 O, O. 

Reg lón del Anillo 

~ I I 
Extremos 

Promedio 69.44 59.83 64.33 46.55 56.77 50.72 67.17 55.66 61 .50 30.55 40.16 35.66 53.44 43.22 49.27 32.83 44.33 38.50 

tEE 2.39 3.08 3.03 5.16 2.45 4.12 3.17 2.54 2.95 2.39 3.08 3.03 5.16 2.45 4.12 3.17 ' .54 2.95 

(pi 0.516 0.975 0.000 0.159 0.003 1.000 0.090 0.752 0.516 0.975 0.000 0.159 0.003 1.000 0.090 0.752 

Reglón del Anillo 

[a I I 
Centro 

Promedio 48.94 18.11 29.55 10.55 26.05 20.77 33.67 23.50 22.77 51 .05 81.33 70.44 89.44 73.94 79.22 66.33 76.50 77.22 
tEE 3.09 2.10 3.24 1.99 1.37 2.89 1.30 2.16 1.8< 3.09 1.96 3.24 1.99 1.31 2.89 1.30 2.16 1.84 

0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 

Cuadro 12: Porcentaje promedio de condrocitos nucleados y degeneración celular en los extremos y en la reg ión central de los anillos de 
cartllago, (n = 18) an illos I grupo de estudio. Valores de significancia ' p ~ (vs Grupo 1, control "sin criopreservación). 
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porcentaje de Condrocltos Nucleados y de Degeneración Celular 
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Gráfica 6: Porcentaje de condroci tos nucleados y de degeneración celular en los extremos y en la región central 
del anillo de cartílago. 
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Gráfica 7: Porcentaje diferencial de condrocitos nucleados y de degeneración celular en los extremos y en la 
región central del anillo de cartflago. 
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Resúmen, Evaluación Microscópica del Cartilago 

Independienlemente del tratamiento de congelación establecido para cada uno de los 

tratamientos de acuerdo con el grupo de estudio: 

a) Estructura: La estructura característica del anillo de cartílago traqueal "en forma 

de herradura ~ no se modifica por efecto de la criopreservación. 

b) Captacíón de colorante: La criopreservación de los segmentos traqueales 

provoca alteraciones en la Unción del cartílago con hematoxilina·eosina, safranina·Q 

y azul a/cial7o caracterizadas tanto por una intensa captación del colorante (cartílago 

hiperteñido) como por una captación tenue (cartílago débilmente leñido), que al 

parecer están reafcionadas con fa solución de criopreservación utilizada y con la 

localización del anillo en el segmento traqueal. 

La criopreservación de los segmentos traqueales con medio F12K provoca una 

intensa captación del colorante en el cartílago, que predomina en los anillos 

localizados en la región media del segmento traqueal (H&E) yen el extremo superior 

(Safranina-O y Azul Alciano), contrariamente, el uso de SBF como solución de 

criopreservación se relaciona con una tenue tinción del cartílago afectando 

principalmente al anillo localizado en la parte inferior del segmento traqueal 

(hematoxilil7a-eosina, safranina-O y azul a/ciano). Sin embargo, independientemente 

de la solución de criopreservación utilizada, el mayor número de anillos traqueales 

que presentaron una tinción basófila normal sin alteraciones en la tinción del 

cartílago están localizados en el extremo superior del segmento traqueal (proximal al 

cartílago cricoides y ubicado en la parte superior del criovial mientras que el menor 

número de anillos traqueales con una tinción basófila normal sin alteraciones 

corresponde al anillo localizado en el extremo inferior del segmento traqueal (distal 

al cartílago cricoides y ubicado en la parte inferior del criovial. 
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c) Matrices pericelular, territorial e interterritorial del cartilago: El uso de SBF 

como solución de criopreservación y el almacenamiento de los segmentos traqueales 

en nitrógeno liquido provocan alteraciones imporlantes en la Unción de las matrices 

pericelular, territorial e interterritorial de las cétulas del cartilago. 

d) Degeneración celular: 

El porcentaje de condrocitos nucleados en la región central del anillo de cartilago 

disminuyó significativamente por efecto de la congelación con lo cual se incrementa 

el porcentaje de degeneración celular. 

6.2.2. Epitelio de la mucosa traqueal 

Los anillos traqueales de todos los grupos de estudio. control y con tratamiento de 

criopreservación presentaron zonas de la mucosa traqueal con epitelio traqueal 

conservado y sin alteraciones, acompañadas de zonas en las que se observó 

pérdida de la continuidad del epitelio a la largo de la mucosa caracterizadas por 

desprendimiento escaso, moderado y severo de las células epiteliales. 

Independientemente del tratamiento de criopreservación (solución , tiempo y 

temperatura) establecido de acuerdo con el grupo de estudio y con respecto al grupo 

control , los anillos de los segmentos traqueales que fueron sometidos a congelación 

presentaron zonas considerables de extensión variable con desprendimiento severo 

del epitelio traqueal y pérdida total del mismo. En ninguno de los grupos de estudio 

se observaron alteraciones en la tinción del epitelio traqueal (Figura 32). 

6.2.3. Glándulas traqueales 

En los anillos traqueales del grupo control, que no fueron sometidos a ningún 

tratamiento de criopreservación las glándulas se observaron conservadas, sin 

alteraciones en la tinción o en la integridad estructural. 

67 



En el resto de los grupos de estudio y sin importar el tratamiento de 

criopreservación (solución, tiempo y temperatura), las glándulas se observaron 

dilatadas, con pérdida de la integridad estructural, desprendimiento de células 

epitel iales y al teraciones en la tinción (Figura 33). 

, 
.' 

. "'- . "'- .. . ~- ~ 
. ".- , 

," . 

• 

." . ;-

Figura 32 .· Evaluación histológica del epitelio. En lodos los grupos de estudio, control y con tratamiento de 
criopreservaci6n presentaron desde epitelio de la mucosa traqueal conservado hasta pérdida total del mismo 
como se observa en la panOfámica 10X (a). En el resto de las fOlografias (40X) se observa; epitelio traqueal 
conservado sin alteraciones (b), epitelio traqueal conservado con escaso desprendimiento de células 
epiteliales (e), desprendimiento moderado de las células espileliales (d), desprend imiento severo del epitelio 
traqueal (e) y pérdida total del epitelio (f). 
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Figura 33: Evaluación histológica de las glándulas traqueales (H&E, 40X), Glándulas sin alteraciones en los 

segmentos traquoales del grupo control (a). Franca pérdida de la integridad estructural en las glándulas de los 

segmentos traqueales de los grupos de estudio 2 al 9 sin importar el tratamiento de criopreseN8ci6n (b). 

6.2.4. Fibras de colágena y de músculo liso 

A la tinci6n tricr6mica de Masson (Figura 34), en los anillos traqueales de todos 

los grupos de estudio, control y con tratamiento de criopreservaci6n, las fibras de 

colagena ubicadas tanto en la submucosa traqueal como entre el pericondrio y la 

adventicia , al igual que las de músculo liso se observaron conservadas, ordenadas, 

alineadas y sin alteraciones en la tinci6n. 

Los anillos traqueales de todos los grupos de estudio, incluyendo los del grupo 

control, presentaron desprendimiento evidente de las fibras de colágena y de 

músculo liso a lo largo del pericondrio y entre las mismas. En el caso de las fibras de 

colagena, esto ocurri6 en ambos lados del cartílago. 
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(a) (b) 

(e) (d) 

(e) (~ 

Figura 34. Fibras de colágena y de músculo liso (a). Fibras de colágena en la submucosa traqueal (b). Fibras de 

colágena y de músculo liso proximales a la adventicia (e). Desprendimiento evidente de las fibras de colágena y 

de músculo liso a lo largo del pericondrio (d ,e), Desprendimiento entre las fibras de colágena y de músculo liso (f). 
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Resúmen, Evaluación Microscópica del Epitelio, glándulas traqueales, fibras de 

colágena y músculo liso. Independientemente del tratamiento de congelación 

establecido para cada uno de los tratamientos de acuerdo con el grupo de estudio: 

La criopreservación provoca exfoliación del epitelio de la submucosa traqueal y 

destrucción de las glándulas traqueales sin afectar las fibras de colágena y de 

músculo liso. 

6.3. Expresión de Caspasa-3 

6.3.1. Carlilago traqueal 

La densidad celular positiva para caspasa-3 en el cartílago [número de 

condrocitos que expresaron caspasa-3 (n) I área del cartilago (mm2)] para cada uno 

de los 18 anillos con base en la localización del ani llo en el segmento traqueal [6 

anillos del extremo superior, proximales al cartilago cricoides (A1), 6 anillos 

intermedios (A3) y 6 anillos del extremo inferior, distales al cartilago cricoides (A5)) 

de todos los grupos de estudio se muestra en el cuad ro 13. No se encontraron 

diferencias estadísticamente significativas al comparar la densidad celular positiva 

para caspasa-3 en el cart ílago de acuerdo con la localización del anillo en el 

segmento traqueal [Anillo del extremo superior (A1) vs Anillo medio (A3): p=O.994, 

Anillo del extremo superior (A1) vs Anillo del extremo inferior (A5): p=O.962, Anillo 

medio (A3) vs Anillo del extremo inferior (A5) : p=O.926]. 

La densidad celular positiva para caspasa-3 en el cartilago de los 18 anillos 

traqueales sin importar la localización en el segmento traqueal, correspondientes a 

cada uno de los grupos de estudio 1 al 9 consecutivamente fue: G1 (O .163±O.097), 

G2 (O.150±O.074), G3 (O.109±O.061), G4 (O.314±O.101) , G5 (O.039±O.029), G6 

(O.155±O.062) , G7 (O.OOO±O.OOO), G8 (O.014±O.014) y G9 (O.010±O.OOl). Aunque en 

los grupos de estudio 2, 4, 6 Y 8 en los que los segmentos traqueales fueron 

criopreservados utilizando medio F12K, la densidad celular positiva para caspasa-3 

en el cartilago fue mayor que la encontrada en los grupos de estudio 1, 3, 5 Y 7 en 

los que se uti lizó SBF como solución de criopreservación, ésta no se modificó 
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significativamente con respecto a la encontrada en el grupo control [Grupo 1 vs: 

Grupo 2 (p=O.OOO), Grupo 3 (p=O.999), Grupo 4 (p=O.724), Grupo 5 (p=O.899), 

Grupo 6 (p=1.000), Grupo 7 (p=O.632), Grupo 8 (p=O.742) y Grupo 9 (p=O.71 1)], no 

presentó diferencias importantes cuando se incrementó el tiempo de congelación de 

48 horas a 15 días y disminuyó por efecto del almacenamiento de los segmentos 

traqueales en nitrógeno liquido. 

• 

.•• 

, 
, 

Figura 35: Expresión de caspasa-3 en el cartilago traqueal [(40X), Aminoellcarbazol.HematoxilinaJ . Condrocitos 
con expresión positiva de caspasa-3 (células color marron). 
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Gratica 8: Densidad positiva para caspasa 3 (n/mm2
) . 
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Grupos Condiciones oxperimentales Condrocitos HE 
de del tratamiento do ("1 caspas3 3 ¡+) 

Estudio criopreservación (n/mm' ) 

1 Control 18 0.163 0.097 

2 48h (-70' ) F 12K 1. 0.150 0.074 

3 48h (-70' ) S8F 1. 0.109 0.061 

4 15d (-70' ) F1 2K 18 0.31 4 0.101 

5 15d (-70' ) SBF 18 0.039 0.029 

6 48h (.70' ) +15d (NL) F12K 18 0.155 0 .062 

7 48h (-70') +15d (NL) S8F 18 0.000 0.000 

8 15d (-70') +15d (Nl) F1 2K 18 0.014 0 .014 

9 15d (-70' ) + 15d (NL) SBF 18 0.010 0.007 

Cuadro 14; Densidad positiva para caspasa 3 (n/mm2
) . 

6.3.2. Epitelio traqueal 

En los 18 anillos (100%) correspondientes a los seis segmentos traqueales del 

grupo control sin criopreservación , se observaron sin importar la extensión , zonas del 

epitelio de la mucosa traqueal: a) sin expresión de caspasa-3, b) con expresión de 

caspasa-3 en células epiteliales escasas y alternas, e) con expresión de caspasa-3 

en células basales continuas y d) con expresión de caspasa-3 en la mayoria de las 

células epiteliales (Figura 36). 

Cuando se utilizó medio F12K como solución de criopreservación, el porcentaje 

de anillos que presentaron células epiteliales con expresión de caspasa-3 fue: 

(55.55%) en el grupo 2, (77.77%) en el grupo 4 y (11 .11 %) en el grupo 6 y (0%) en el 

grupo 8. Los anillos de los segmentos traqueales de los grupos de estudio 3, 5, 7 Y 9 

que fueron criopreservados utilizando suero bovino fetal como solución de 

criopreservación, no presentaron células con expresión de caspasa-3 en el epitelio 

de la mucosa traqueal (Gráfica 9, Figura 37). 

La expresión de caspasa-3 en las células del epitelio de la mucosa traqueal 

disminuyó significativamente por efecto de la temperatura de congelación (p<0.01) y 
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de la soluciól1 de criopreservación (p<O.01) sin importar el tiempo de congelación 

(p=O.08). 

'¡ .... 
lal Ibl 

• . - - '"': 
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Figura 36: Expresión de caspasa-3 en las células epiteliales de la mucosa traqueal del grupo 1, control sin 

criopreservación: Expresión de caspasa-3 en: al células epiteliales escasas y alternas, b) células epiteliales 

principalmente basales y e) en la mayoria de las células epiteliales. (40X. Aminoelilcarbazol-Hematoxilina) . 

" 
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• 
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Figura 37: Expresión de caspasa-3 en el epitelio de la mucosa traqueal. Criopreservación con medio F1 2K (a). 

Criopreservaclón con SBF (b). (40X, Arninoel ilcarbazol-Hematoxilina). 
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Gráfica 9: Expresión de caspasa-3 en el epitelio de la mucosa traqueal. 

6.3.3. Glándulas Traqueales 

La expresión de caspasa-3 en las glándulas traqueales de los 18 anillos (100%) 

correspondientes a los seis segmentos traqueales del grupo control sin 

criopreservaci6n, incluyó cuatro patrones definidos que se clasificaron básicamente 

en: a) semi lunas y células del epitelio sin expresión de caspasa-3, b) expresión de 

caspasa-3 en las semilunas de las glándulas, sin compromiso epitelial, c) caspasa-3 

en las semi lunas de las glándulas con compromiso epitelial moderado y d) caspasa-3 

en las semilunas de las glándulas con compromiso epitelial severo (Figura 38). 

Cuando se utilizó medio F1 2K como solución de criopreservación, el porcentaje 

de los anillos que presentaron expresión de caspasa-3 fue (83.33%) en el grupo 2, 

(72.22%) en el grupo 4, (22.22%) en el grupo 6 y (16.66%) en el grupo 8. En las 

glándulas de los anillos traqueales de los grupos de estudio 3, 5, 7 Y 9 en los que se 
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utilizó suero bovino fetal como solución de criopreservación. no se observó la 

expresión de caspasa 3 (Gráfica 10. Figura 39). La expresión de caspasa-3 en las 

glándulas traqueales disminuyó significativamente por efecto de la temperatura de 

congelación (p<O.01) y de la solución de criopreservación (p<O.01) sin importar el 

tiempo de congelación (p=O.OB). 

(a) (b) 

(e) 

Figura 38: Expresión de caspasa-3 en las glándulas traqueales del grupo 1, control sin criopres9Naci6n. 

Expresión de caspasa-3 en los vértices semilunares sin compromiso epitelial (al, con compromiso epitelial 

moderado (b) y oon compromiso epitelial severo (e). (Aminoetilcarbazol-Hematoxilina . 40X). 
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(a) (b) 

Figura 38: EKpresiOn de caspasa-3 en las glándulas traqueales. Criopreservación con medio F1 2K (a). 

Criopreservación con SBF (b). (Aminoetilcarbazol-Hematoxilina, 40X). 

Expresión de Casp.,. ~ en ellI!pIteNo (CUnclJtM) 

• 
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Gráfica 10: Expresión de caspasa-3 en las glándulas traqueales. 
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Resúmen, Evaluación de la Expresión de Caspasa-3 

a) Cartílago: Aunque con respecto al grupo control, la expresión de caspasa-3 en el 

cartílago no se modifica significativamente por efecto de la criopreservación ni por la 

localización del anillo en el segmento traqueal, ésta disminuye de manera importante 

por el uso de SBF como solución de criopreservación y por el almcenamiento de los 

segmentos traqueales en nitrógeno liquido. 

b) Epitelio y Glándulas Traqueales: Independientemente del tra tamiento de 

congelación establecido para cada uno de los tratamientos de acuerdo con el grupo 

de estudio: La expresión de caspasa-3 en el epitelio de la submucosa y en las 

glándulas traqueales disminuye por efecto de la criopreservación con medio F12K y 

se inhibe completamente por el uso de SBF como solución de criopreservación y por 

e/ almacenamiento de los segmentos traquea/es en nitrógeno liquido. 

7.- DISCUSION 

El objetivo de este trabajo radicó en investigar el efecto que ejerce la congelación 

sobre la integridad estructural del tejido traqueal tratado bajo cuatro esquemas de 

criopreservación diferenciados por el tipo de solución, por la temperatura de 

congelación y por el tiempo de preservación, proponiendo como hipótesis que las 

alteraciones macroscópicas, microscópicas y en la expresión de caspasa-3 que 

ocurren en el tejido traqueal por efecto de la criopreservación derivan principalmente 

de las variables tiempo y temperatura más que de la solución de criopreservación 

utilizada. 

a) Hallazgos en el Cartílago: 

Contrariamente a la hipótesis propuesta, los resultados indican que las 

alteraciones microscópicas en el cartílago traqueal, dependen, principalmente de la 

solución y de la temperatura de criopreservación más que del tiempo y de la 

temperatura de congelación . 
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Bajo las condiciones experimentales establecidas en este proyecto, la 

criopreservación provocó: 1) alteraciones en la tinción gruesa del cartilago que 

parecen estar relacionadas con la solución utilizada y con la localización del anillo en 

el segmento traqueal. En las tinciones del tejido traqueal con hematoxil ina-Eosina, 

Safranina-O y Azul Alciano, el cartilago muestra una intensa afinidad por los 

colorantes cuando se utiliza medio F12K como solución de criopreservación, 

mientras que el cartilago traqueal criopreservado con SBF se ca racteriza por una 

tineión tenue. Independientemente de la solución utilizada para criopreservar los 

segmentos traqueales, el mayor número de anillos traqueales sin alteraciones en la 

tinción basó fila del cartilago corresponde al anillo localizado en el extremo superior 

del segmento traqueal (proximal al cartilago cricoides y ubicado en la parte superior 

del criovial) y de manera inversa , el menor número de anillos traq ueales con una 

tineión basófi la normal sin alteraciones corresponde al anillo localizado en el extremo 

inferior del segmento traqueal (distal al cartílago cricoides y ubicado en la parte 

inferior del cri ovial), 2) alteraciones mas evidentes en la tineión de las matrices 

pericelular, territorial e interterritorial del carti lago parecen estar ocasionadas por el 

uso de suero bovino fetal como solución de criopreservación aunado al 

almacenamiento de los segmentos traqueales en nitrógeno liquido y 3) una 

disminución significativa en el número de condrocitos nucleados en la región central 

del anillo de cartílago y 4) una disminución significativa en la expresión de caspasa-3 

por efecto del suero bovino fetal y del almacenamiento de los segmentos traqueales 

en nitrógeno liquido. 

De acuerdo con la literatura y sin importar las condiciones de congelación para 

segmentos traqueales referidas por los diferentes autores, después de la 

criopreservación, el tej ido cartilaginoso se mantiene viable y con la matriz 

cartilaginosa intacta (2) . Sin embargo, los diseños experimentales de 

criopreservación para segmentos traqueales reportados hasta la fecha refieren, que 

una vez transcurrido el tiempo de congelación y en forma previa a la reconstrucción y 

con ayuda de bisturí, se separa uno de los anillos del segmento traqueal 
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criopreservado y es sometido a una evaluación histológica que tradicionalmente se 

basa únicamente en la presencia de condrocitos nucleados (2,9,11 ,21 ,24). Las 

alteraciones observadas en la tinción del cartílago criopreservado parecen indicar 

una exposición aumentada (hipertinción) o disminuida (tinción tenue) de los grupos 

sulfato, fosfato y carboxilo característicos de los componentes responsables de la 

consistencia del cartilago (proteoglicanos, glucosaminoglucanos, ácido hialurónico y 

colágena tipo 11 ) capaces de remodelar la matriz extracelular del cartilago ocasinando 

cambios degenerativos. 

Independientemente del tratamiento de criopreservación, el mayor porcentaje de 

condrocitos nucleados en el cartílago traqueal se ubica en los extremos y disminuye 

significativamente en la región central del anillo, esta región está visiblemente 

caracterizada por una degeneración celular, lo que sugiere que los mecanismos de 

protección y penetración de la solución de criopreservación en el cartílago durante el 

proceso de congelación parecen no ser homogéneos y ocurrir de manera diferente a 

lo largo del anillo y del segmento traqueal. Está reportado (76,77) que durante el 

proceso de congelación para ca rtilago articular, los condrocitos de las capas 

superficial y profunda se mantienen sin cambios, pero no ocurre lo mismo con las 

células ubicadas en la zona intermedia, al parecer, éstas son más susceptibles al 

daño ocasionado por la criopreservación, sugiriendo que 1) existen diferencias 

biológicas entre los condrocitos de las diferentes zonas morfológicas, 2) la 

proximidad física a la superficie permite una mayor recuperación después de la 

formación de hielo (76) y 3) la adición de dimetilsulfóxido incrementa la viabilidad 

celular solamente en las células ubicadas en la capa superficial de la matriz del 

cartilago pero no mejora la viabi lidad de las células ubicadas en las zonas centrales 

del cartílago (77). 

Aunque la criopreservación modifica la viabilidad y la proliferación celular, el uso 

de dimetil sulfóxido al 10% favorece la viabilidad en el cartilago (78-80) y la toxicidad 

celular ocasionada por el uso de dimetilsulfóxido como agente crioprotector parece 
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estar relacionada con el tiempo y de la temperatura de criopreservación (81). En este 

protocolo, las dos soluciones de criopreservación utilizadas se suplementaron con 

dimetilsulfóxido al 10%. La concentración de suero bovino fetal en las soluciones de 

preservación parece jugar un papel importante en la preservación del carti lago. 

Concentraciones de suero bovino fetal entre 1 y 30% estimulan el crecimiento de 

condrocilos articulares en medio F12K con desarrollo óptimo cuando el medio está 

suplementado con 10% de suero bovino fetal (82) . Injertos ostocondrales 

preservados durante 28 dias a 4°C en medios nutrientes suplementados con 10% de 

suero bovino fetal , mantienen la síntesis de proteoglicanos y mayor viabilidad que los 

preservados sin la adición de suero bovino fetal (83). Al parecer, el suero bovino fetal 

es una fuente potencial de factores inmunogénicos (83-84) que puede generar 

respuestas no fisiológicas en los cultivos de condrocitos (85) . Condrocitos articulares 

cultivados en soluciones adicionadas con suero bovino fetal , presentan una 

disminución significativa en la viabi lidad, en la proliferación y en la diferenciación 

celular (84-86); pérdida de la información génica del cartilago (84), alteraciones en 

los marcadores condrogénicos y en la expresión de metaloproteinasas, sin 

reestablecimiento de la matriz cartilaginosa en comparación con condrocitos 

cultivados en soluciones adicionadas con suero autólogo ó libres de suero bovino 

fetal (85-87). En este trabajo, la expresión de caspasa-3 en el cartilago fue menor 

cuando los segmentos traqueales se almacenaron en nitrógeno liquido y se utilizó 

suero bovino fetal al 90% como solución de criopreservación, lo que puede 

explicarse por el efecto deletéreo que ejerce el suero bovino fetal sobre la viabilidad 

celular remanente el tejido carti laginoso después de los procesos de procuración, 

criopreservación y descongelación. 

b) Hallazgos en el Epitelio y Glándulas Traqueales: 

Independientemente del tratamiento de congelación, la criopreservación provocó: 

a) exfoliación del epitelio de la submucosa traqueal, b) destrucción de las glándulas 

traqueales y c) contrariamente a la hipótesis planteada, una disminución en la 

expresión de caspasa-3 por efecto de la solución de criopreservación y del 
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almacenamiento de los segmentos traqueales en nitrógeno liquido. Al parecer, la 

criopreservación ejerce un efecto inmunomodulatorio sobre la antigenicidad del 

segmento traqueal utilizado en la reconstrucción atribuible al desprendimiento de las 

células epiteliales como consecuencia de los procesos de congelación y 

descongelación (2). Las células epiteliales expresan el antígeno de 

histocompatibilidad mayor clase 11 , resultados recientes, indican que la antigenicidad 

de los segmentos traqueales disminuye de manera significativa cuando se eliminan 

las glándulas y se remueve el epitelio de la mucosa traqueal (2,17). En este trabajo, 

sin importar el esquema de congelación , la criopreservación ocasionó pérdida de la 

estructura glandular, desprendimiento del epitelio de la mucosa traqueal y una 

disminución en la expresión de caspasa-3 , hallazgos que pueden atribuirse a una 

disminución en la viabilidad celular como consecuencia los procesos de congelación 

y descongelación inherentes al proceso de criopreservación . 

8.- CONCLUSIONES 

Con base en que: 1) Con ninguno de los tratamientos de criopreservación para 

segmentos traqueales establecidos en este proyecto se modifica la integridad 

estructural aparente de los segmentos traqueales, de la estructura característica del 

ani llo de carti lago traqueal "en forma de herradura, de las fibras de colágena y del 

músculo liso, 

2) Independientemente del tiempo y de la temperatura de congelación, la 

criopreservación de segmentos traqueales provoca: a) alteraciones en la tinción 

gruesa del cartilago que parecen estar relacionadas con la solución de 

criopreservación utilizada y con la localización del ani llo en el segmento traqueal, b) 

una disminución en el porcentaje de condrocitos nucleados ubicados en la región 

central del anillo de carti lago, e) exfoliación del epitelio de la submucosa traqueal y d) 

destrucción de las glándulas traqueales y 

3) El uso de SBF como solución de criopreservación y aunado al almacenamiento de 
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los segmentos traqueales en nitrógeno líquido genera: a) alteraciones importantes en 

la tinción de las matrices pericelular, territorial e interterritorial de las células del 

cartilago y b) una disminución en la expresión de caspasa-3 en el cartilago, en el 

epitelio de la submucosa y en las glándulas traqueales, se concluye que: 

1) Las alteraciones en la linción del cart ílago criopreservado sugieren la ocurrencia 

de eventos bioquímicos, degenerativos en los componentes de la matriz del cartílago 

capaces de remodelar la consistencia del mismo, 

2) Los anillos localizados en el extremo inferior del segmento traqueal criopreservado 

y los condrocitos ubicados en la región central del anillo de cartílago son más 

susceptibles al daño ocasionado por la criopreservación, 

3) El uso de suero bovino fetal como solución de criopreservación aunado al 

almacenamiento de los segmentos traqueales en nitrógeno líquido ocasiona cambios 

severos en la integridad de las matrices pericelular, territorial e interterritorial del 

cart ílago, estas mismas cond iciones de críopreservación parecen estar relacionadas 

con una disminución en la expresión caspasa-3 en el tej ido traqueal, hallazgos que 

sugieren que la expresión de caspasa-3 en el cartilago no refleja el daño ocasionado 

en el cartílago por efecto de la criopreservación, 

4) Contrariamente a la hipótesis propuesta, las alteraciones microscópicas y en la 

expresión de caspasa-3 que ocurren en el tejido traqueal por efecto de la 

criopreservación son ocasionadas por efecto de la solución y de la temperatura de 

congelación. 
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Abstract 

Cryopreservation has an Immunomodulating effect on tracheal tissue as a resutt of dass ti anligen depletion due to epitlle
lium exfoliation. However, nol all epithelium is detached. We evaluated the role o, apoptosis in the remaining epithelium o, 30 
cryopreserved trache<l l grafts. Caspase-3 immunoreactivity ol lracheal epithelium was sludied in ca nine Iracheal segmenls 
cryopreserved with F 12K medium, with or without subsequent slorage in liquid nitrogen al -196·C lor 15 days. Loss o, structural 
inlegrily o, tracheal mixed glands was observed in all cryopreserved tracheal segmenlS. Caspase-3 immuooreactivity in tracheal 
mucosa and in mixed glands was signiflCantly decreased, in contrast lo lile control group and to cryopreserved tracheal seg
menls in which it remained hlgh, due lo the effeCl o, storage in liquid nitrogen (P < 0,05, ANQVA and Tukey test). We cond ude 
thal apoptosis can be l riggered in epilhelial ceUs during Iracheal graft harvesting even prior lo cryopreservation, and although 
the epithelial caspase.3 immunoreactivity is reduced in lrachea! cryopreservation , this could be explained by increased cell 
death. Apoplosis cannol be slopped dunng lracheal cryopreservalion. 

Key words: Tracheal cryopreservallOn, Epithelium: Caspase-3 

Introduction 

To date, there are no definitive dinical surgical 
s trategies to repai r tracheal defects longer than 7 cm, 
despite the factthat experimental tracheal transplants 
and synthet ic or blological prostheses have been used 
to repair lesions (1-5). 

Different expel imental reconstrucl ion models have 
been prepared wilh cryopreserved Iracheal grafts fro
zen in cetlular culture media (6) . Based on freezing 
temperature and liquid nitrogen storage, cryopreserved 
trachea l graft prolocols can be divided into Iwo types : 
a) trachea l grafts frozen al-60' to - 140·C and stored in 
liquid n itrogen un1i1 their use in surgical repair (7-20) , 
and b) tracheal graNs cryopreserved wilhin a more ho
mogeneous range o, temperat ure (·BO·'-85· C) , wilhout 
liquid nilrogen slorage (3,21-24). 

The results obtained for experimental tracheal re
cooslruclion with cryopreserved grafts are conlradiclory, 

and Iherefore Ihis material has nol been considered 
for clinica l applicalion . Most investigalors agree that 
cryopreservation has an immunomodulaling effect 00 

Iracheal allografts since it decreases antigenicity (5-7,12-
14,25-28) . This is atlributed lo Ihe depletion of c lass 11 
leukocyte antigen expression due lo the exfoliation o f 
tracheal epithelium produced during the freezing and 
defrosting process (3,5 ,6 ,11,28,29) . 

The freezing and thawiog process results in de
creased cell viability, aUhough remaining intacl and 
viable Iracheal epithelial cells can be found even after 
cryopreservation , These living cell s can induce an im
munological react ion in the hos!. Since caspase-3 is the 
common denominator in both apoptotic start ing palhways 
(30), we decided lo study caspase-3 immunoreactivity 
in the remaining viable epilheliat cell s of cryopreserved 
tracheal segmenls. 
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Epíthelial Cilspase-3 al'ld Il acheal cryopreservation 

Material and Methods 

The protocol was reviewed and approved by the 
El hics Committee of the National Institute of Respiratory 
Diseases Ismael Cosio Villegas (NIRD), and carried oul 
according lo the technical speciflcations for the Care and 
Use ofLaboratory Animals ofthe OfflCial Mexican Norm (31) 
and the Guide for the Care and Use of Laboratory Animals 
prepared by the Nallonallnstilules of Health, USA (32). 

Surgical technique 
Four tracheas were harvested from 4 unrelated mongrel 

dogs weighing 15 to 30 kg . The dogs were prepared before 
surgerywith a 24-h fast far solid food and a 12·h fast forliquids. 
¡niliat aneslhesia was induced wilh 0.1 mglkg ivhydrochloric 
xylazine (Rompum, Bayer, Germany) and propofol 6 mgl 
kg (Diprivan, Aslra Zeneca, Mexioo), followed by immedi
ate intubalion with en endotracheal lube (Rush, Malaysia) 
connected lo a volume ventilalor (Harvard Apparalus, USA) 
wilh a vaporizer (Isolec 3 Ohmeda) at a respiratory rale of20 
brealhsJmin, volume of 15 mLlkg and 100% Fi02.Aneslhesia 
was maintained with 2% isofturane. The aneslhelized dog 
was placed in the supine posilion. The neck of each animal 
was shaved and prepared wilh povidone·iodine solution. 
The entire trachea was exposed after separaling the slrap 
musdes. After harvesting the Irachea, fine dissection was 
done on a Mayo Iray placed over an ice ches!. 

Tra cheal segment preparation 
The cncoid cartilage was removed. The trachea was cut 

inlo five ring segments, washed for 3 min in cold glucose 
solutioo, and kept under ice wilh changes of the solution 
every minute. The glucose solulion was prepared with 
50'% glucose (DX-50 solulion, PISA, Mexico) , 20 mL 20% 
mannilol (PISA), and 5000 U heparin (Inhepar, PISA), and 
0.1 mL anlibiolic-antimycotic solulion (A5955, Sigma, USA) 
was added per liler of solulion. 

Cryopreservation solution 
The solulion usad for cryopreservalion of Ihe tracheal 

segments was F12K (2170o-026, Gibco, USA) to which 
10% dimelhylsulfoxide (D2650, Sigma), 20% felal bovine 
serum (16000-044, Gibco), 20% hyaluronic acid solution 
al 0.1% (53730, Fluka , Germany), and 0.1 mL anlibiotic
anlimycolic solulion (A5955, Sigma) were added per liter 
of solul ion. 

Treatments of the tracheal segments 
Cryopreservalion 01 Ihe Iracheal segmenls induded 

two differenl !reallllent schemes regarding slorage in 
liquid nilrogen. In bolh schemes, immediately after wash
ing wilh the glucosc solution, each tracheal segmenl was 
placed in a cryogelllC vial conlaining F12K medium. The 
vials were then placec:l inside a polyslyrene foam box and 
frozen al -70°C. 

WYM.bjoornal .com br 

1157 

Study groups 
Immediately after washing in glucose solution , the 

Iracheal segments were randomty divided into a conlrol 
group withoul cryopreservation and four groups with cryo
preservation . 

Group 1 (N = 6, control group, without cryopreseIV8-
tion). The tracheal segments were not exposed to any 
Iype of cryopreservalion. They were only rinsed in glucose 
solution. 

Group 2 (N = 6). The tracheal segments were cryopre
served in F12K medium al _70°C for 2 days. 

Group 3 (N = 6). The tracheal segments were cryopre
served in F12K medium al -70·C for 2 days , followed by 
storage in liquid nilrogen al -I 96"C for 15 days. 

Group 4 (N = 6). The Iracheal segments were cryopre
served in F12K medium at-70· C for 15 days. 

Group 5 (N = 6). The Iracheal segments were cryopre
served in F12K medium al -70·C for 15 days, followed by 
storage in liquid nitrogen at -196"C for 15 days. 

Thawing the cryopreserved trachea l segments 
At !he end of Ihe cryopreservalion lime, the cryogenic 

vials were placed in a double boiler al 3rc for 30 min and 
immediately rinsed for 3 min in F12K medium maintained 
al 37"C, wilh three changes ofthe solulion. 

Microscopic evaluation 
The tissue samples conected from Ihe central and exler

nal portion 01 Ihe Iracheal ring were embedded in paraffin 
blocksand !ixedin 10% buffered formalinfor24 h. Theywere 
dehydrated in increasing ethanol concenlrations, cleared 
in xylol, embedded and blocked in paraffin wax, and then 
cul into 4-~m Ihick seclions with a rotalory microlome. The 
seclions were mounled on glass s!ides and slained wilh 
hemaloxylin and eosin and safranin O. 

Immunoreaclive caspase-3 in Ihe tracheal epithelium 
(mucosa and glands) was determined with a polyclonal 
anlibody (caspase 3 (CPP32) Ab-4, Rabbil Potyclonal 
Antibody, Neo Markers, lab Vision, RB-1197-P, USA) and 
Ihe biolin-avidin-peroxidase system, after slaining with 
aminoelhylcarbazole and double staining wilh hematoxylin . 
A negative conlrol for caspase-3 was induded in alllesls. 

Results 

Thirty 5-ring long Iracheal segments were obtained 
!rom Ihe Iracheas of 4 unrelaled mongrel dogs, for a total 
of 90 Irachea! rings. The proximal, cenlral, and distal rings 
(3 rings per tracheal segmenl) were sludied and processed 
for hislological evalualion and fO( Ihe delerminalion 01 
caspase-3 immunoreaclivity. 

MicroscopiC cvaluation 
Hislologically, the cross-seclion 01 Ihe Iracheal wall in 

bolh Ihe conlrol and cryopreserved segments dispiayed 
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scaltered denudad opilhelium, with normal slructural 
integrity. The smoolh muscle in the mem!xanous portion 
of the trachea was grossly and hislologically viable. The 
tracheal hyaline cart lage in all segmenls maintained Iheir 
hOr$8-shoe shape, and lhere was no disl1.lption of the 
cartilaginous archileclure (Figure 1). The cartílage showed 
viable chondrocyte nuclel in Ihe lacunaa (Figure 2). 

Tracheal mucose epilhelium. AII groups showed areas 
of unaltered tracheal epithelium, and different degrees of 
detachment ranging from mild lo lotal tracheal epilhelial 
cell detachment. 

Trecheal mixed g/snds. The Iracheal mixed glands of 
the control group showed normal struclural Integrity, with 
uncongesled tracheal lumen and epithelial cells. 

AII Ihe cryopreserved groups showed dilatad mixed 
glands and depletioo 01 slruclural inlegrity, wilh oongesled 
lumen and deplelion of epilhelial oolls. 

Immunoreactive caspase.3 
Epithelium (rom tracheal mucosa. The number and 

peroontage of Iracheal rings positive for caspase·3 immu· 
noreaclivity in the epithelium from the tracheal mucosa is 
shown in Table 1 and is iIIustrated in Figure 3. 

The epithelium of the Iracheal mucosa conlained 
caspase-3 in all 18 rlngs (100%) from the control group. 
Inside every ring, there were areas with differenl caspase·3 
immunoreadivity, which were classified as follows: 1) no 
caspase·3 immunoreadivity in the epithelial cells, 2) im· 
munoreactivity in a fow epithelial cells, 3) immunoreactivity 
found mainly in the basal epithelial cells, and 4) immuno
reactivily localized In most of the epithelial cells (Figure 
4). Too percentage of trachear rings wi th caspase·3 im· 
munoreactivity in Ihe epilherium 01 cryopreserved trachear 
segmentswas 55.6% forgroup2, 11 .1% forgroup3, 77 .8% 
for group 4, and 0% for group 5. 

The number of rlngs wi th caspase·3 immunoreactivity 
in the epithelium froln the tracheal mucosa was decreased 
in all Ihe cryopreservation groups (Figure 5). This finding 
was slatistically signlficanl in the groups stored at ·70oe 
and in liquid nitrogen (contror vs · 70 ~ e, control vs ·196°e, 
and -70·e vs · 196·e; p < 0.03, ANOVA and Tukey test) 

A. SolrH-Vega et al. 

Figure 1. Cryopreserved tracheal cartilage frozan al ·70·C, in 
FI2K medium Ior 15 days, foIlowed by liquid nitrogen slorage al 
·l96· C lor 15 days (group 5; Safranln 0 , 2.5X). Smooth muscle 
was histologically viable an<! the cartilage maintained ils hofs&.. 
shoe shape wilhout disruption o/ cartilaginous architeclure. 

Figure 2. Cryopreserved tracheal cartílage 'rozen al ·70·C, in 
F12K medium for 15 days, followed by ¡iquid nltrogen stcwage 
al · 196· C for 15 days (gmup 5; Figure 1, 10X). The cartilage 
showed viable chondrocyte nudei in Ihe larunae. 

Table 1. Sludy groups, cryopreservallon condi tioos, and number and percentage of tracheal rings wilh caso 
pase-3 Immunoreactivity in trecheal mucosa epithelium. 

Groups Cryopreservatlon Storage in liquid Rlngs with eplthelium Rlngs without epithelium 
t¡mepO·C) nitrogef1 (15 days) caspase·3 immunoreactivily caspase-3 immunoreactivlty 

1 18 (100%) 0(0%) 
2 2 days No 10 (55.6%) 8 (44.4%) 

3 2 days V" 2 (11.1 %) 16 (88.9%) 
4 15 days No 14 (77.8%) 4 (22.2%) 

5 15 days Ve, 0(0%) 18 (100%) 

Data are reported as numbef with percent In parentheses lor 18 rings. 
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Epithelial casplIse·3 and IIacheal ayopreservstiOfl 

regardless of time of storage at -70·C (control, 2 days at 
-70"C, and 15 days al-70·C vs 2 days + 15 days in liquid 
nitrogen and vs 15 days + 15 days in liquid nitrogen; P = 
0.00 , ANOVA and Tukey test). No significant difference 
was foond between the number of rings with caspase-3 
immunoreactivity in Ihe epithelium from the groups wilh the 
tracheal mucosa cryopreserved at -70"C (control withool 
cryopreservation vs2 daysand vs 15days, P= 0.20; 2days 
vs 15 days, P = 1.0; 2 days vs 15 days (after liquid nitrogen 
storage), P = 0.81, ANOVA and Tukey tesl). 

• 

• 

• 

• 
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Trachea/ mixed g/ands. The number and percentage 
of !racheal rings wilh caspase-3 immunoreactivity in mixed 
glands are sho.....n in Table 2 and are illuslraled in Figure 6. 

AII18 rings (100%) of Ihe tracheal mixed glands trom 
the control group presented caspase-3 immunoreactivily. 
Inside every ring Ihere were areas wilh differenl caspase-3 
immunoreactivity. whlch were classified as fol lo.....s: 1) mixed 
glands withoul caspase-3 immunoreactivity. 2) caspase-3 
in the demllunes of Ihe mixed glands without involved epi
thelium. 3) caspase-3 in the demUunes of the mixed glands 

with moderalety involved epithelium. and 4) 
caspase-3 in the demilunes of Ihe mixed 
glands with seriously involved epithelium 
(Figure 7). 

The mixed glands in the cryopreserved 
groups presented decreased caspase-3 im
mUfl()(6activity (Figure 8). The percentage of 
tracheal rings wilh caspase-3 immunoreac
livily in the mixed glands of cryopreserved 
groups was 83 .3% for group 2. 22.2% for 
group 3, 72.2% for group 4 , and 16.7% for 
group 5. 

oL--t-----t------r------r------
AlI cryopreserved groups showed a 

decreased number of rings with caspase-3 
Immunoreactivity in the tracheal mixed 
glands compared lo control . This decrease 
was statistically significant in the groups 
cryopreserved at a lower temperature 
(-196·C) (control and -70"C vs-70·C + liquid 
n¡trogen; P = 0.00. ANOVAand Tukey tesl), 
with no significanl difference belween the 
number of rings wilh caspase-3 immuno
reactivily in Ihe tracheal mixed glands due 
lo Ihe freezing effect al -70· C (control vs 

Cootro< 48 h (.7O"C) 15 d (·7O"C) 48 h (-7O'C) + 
15 d (I.N) 

15 d (·7O"C) + 
15 d (LN) 

Figure 3. PefC8fltage of!he tracheal riogs, which presente<! caspase·3 immuno
reactivity in tracheal mucosa epilhelium. d " days. LN " l;quld ni trogen. Caspase-3 
immunoreactivity decrease In Ihe lracheal eplthelium was statistically significant 
due to cryopreservation (oontrol vs ·70·C, oontrol vs ·196· C, and ·70·C vs · 196·C; 
P < 0.03, ANOVA and Tukey lest) regardless 01 storage time at -70·C: (control. 2 
days and 15 days at ·70· C vs 2 days and 15 days In LN: P " 0.00, ANOVA and 
Tukey test). 

, .. 

I I I 

JJt ¡. ~.,." .. " I • _ . ~ t 

l ' .. 
• •• '" ° 1 

.' , 
• -

, .. 

. ' 

Figure 4. Tracheal mucosa Irom Ihe control group without cryo
¡>reS8rvation, with C3spasa·3 Immunoreactivity presant in most o, Ihe epithelial cells AEC-hematoxyUn. 4OX). AACNIS poinl out 
ceils with caspase-3 irnmunoreactivi ty. 

Figure 5. Caspase·3 immunoreactivity in !he epithelium from 
cryopreserved tracheal grafts (AEC·hematoxylin. 40X). AfmoNs 
point out cells wilh caspasa·3 immunoreactivi ty. 
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Tabla 2. Sludy grnups, etyOpr&s&rvation conditions, and number and percentage of tracheal rings with cas
pase-3 imll'unoreactivity in tIle 91and5. 

Groups Cryopres8t't1ation Storage In IIQuid Rlngs with ml){ed glaocl Rings wilhout mixed gland 
time (.JO"C) nitrogen (15 days) caspase-3 immunoreactlvity caspase-3 immurtOfeactivity 

18 <100%) 0(0%) 
2 2 days No 15 (83.3%) 3 <16.7%) 

3 2days Ve. 4 (22.2%) 14 (77.8%) 

4 15 days No 13 (72.2%) 5 (27.S"!.) 

5 15 days y" 3 (16.7%) 15 (83.3%) 

Data afe reponed as number with percanl In parenlheses fof 18 rings. 

l 
:f''''' • 8 I • F12K1'I'IIdII.nI 

80 • 

~ 
• 

60 
~ 

~ 40 
~ 
~ 

J • • 20 r • 

J O 

""""'" 48 n (-7O"C) 15 el (-7O"C) 48 h (-7O"C) + 15 el (-7O"C) + 
15 el (LN) 15d(LN) 

Figure 6. Sludy groups, ayopreservation conditions and percenlage of tracheal rings, whid1 presented caspase-3 immunOfeactivity in 
the gtands. el :: days, LN :: liquid nitrogen. Caspase-3 ImmunOteactivity decreesa in the trochaal rnhred glands was statistically signifi
canl due lo slorage 01 Ireacheal segmenls In LN (control and ·70·C vs ·70·C + LN; p,. 0.00, ANOVA and Tukey tesl). 

Figure 7. Caspase-3 mmunoreactivity in lracheal mixed glands 
with severe epitheli81 involvement (AEC-hematoxylin. 40X). Ñ
rows poInt out cells wHh caspase-3 immunOfflactivity. 

Braz J Med BiaI Res 42(12) 2009 

Figure 8. Tracheal glands wilh depletion 01 structural integrily 
and caspase-3 immunoreactivity I'rom ayopreservation groups 
(AEC-hemato)(ylin. 40X). Arrows poIn! out cells with caspase-3 
irnmunoreactivity. 
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-70·C; p .. O.10,ANOVA and Tukey test), and in the groups 
stored in liquid nitrogen for 15 days, regardless of prior 
freezing time at _70 n C (control, 2 days at -70· C and 15 
days at -70· C vs 2 days + 15 days in liquid nitrogen and vs 
15 days + 15 days in liquid nitrogen; P < 0.01 , ANQVA and 
Tukey test). No signlficanl difference was lound between 
the number of rings with caspase-3 immunoreadivily in 
the tracheal mixed glands of Ihe groups cryopreseNed al 
-70·C (control withoul cryopreseNalion vs 2 days, P = 0.66; 
rontrol vs 15 days, P '" 0.17; 2 days vs 15 days, P = 0.89; 
2 days vs 15 days (afler liquid nilrogen slorage), p:: 0.99, 
ANOVA and Tukey test). 

Discussion 

We evaluated caspase-3 immunoreadivily in Ihe re
maining epithelium 01 !racheal grafls ayopreserved wnh 
F 12K medium at -70' C, with Of' wilhout subsequenl storage 
in liquid nilrogen. CryopreseNation invoNes the benefit 01 
hypolhermia, which prevents isdlemic injury and reduces 
cell metabolism, although the process itself is nol innocuous. 
Different methods and prolocols are used lo cryopreseNe 
cells ortissues with differenl cryopreseNalion solutions. The 
main goal of cryopreservation solution is to nourish cells al 
physiological and Iow lemperatures to keep cell viabi lity. They 
also contain concenll alions of eledrolytes similar lo normal 
intracellular levels, in order lo reslrid Ihe ischemic imbal
ances as a resull of reduced lemperalure and Ihe swi1ching 
off 01 ionic pumps. They also have an impermeant anion lo 
reduce cellular swelling during Iow lemperalure SIOf'age. The 
F 12K nulrienl medium has been used successfully in tissue 
engineering and in articular dlOndrocyle and tracheal cryo
preseNation. Thus, VIe thoughl Ihal it could be very useful 
for Ihe presenl investlgation since our goal was to Sludy the 
effecls 01 cryopreseNaliOfl and apoptosis on Ihe tracheal 
epilhelial cells, limiting damage to Ihe tracheal cartilage. We 
added 20% SBF and 10% DMSO cryoprolective agenls lo 
Ihe F12K nulrient solulion in order lo limil cryoinjury. 

There are many reports aboul trachea! cryopreseNa
lion lime (110 730 days). However, belter cell viabilily has 
been reported afler shorter periods of ayopreseNation , 
since Iracheal ca rt ila~ l e is Pfone lo severe damage with 
a k>rIg cryopreseNation l ime. Our aim in Ihe presenl in
vesligal ion was lo study the viabilily of Iracheal epithelial 
cells remaining afler cryopreseNalion and ils apoptol ic 
process, since these are Ihe mosl powerful anl igenic lac-
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ABSTRACT Ctyopresefvcd traine;)1 grafts ha\'(" b<e ll used ln stVf!r.I,I 

experimental modds oflong scgmenl r ~placcm t'nt . TI,e d ini(,.";tl applica

¡ion oflhe procedurc has bcOl Limited duc ro the fae t Ihat eontradictory 
rt'suhs b~v~ been reponed. 11 1~ pwposc of lOO .mide is 10 present a re

view of the litcrature o lllrachea l t.:ryoprcser\lation . De'spilc Ihe (aet Ihat 

mos! aU lhors indi<;ate that cryopreserved trache313110grafts ret3in viabil
ity and luve a low immu nologiGl1 response, lhough Ihey continue lo 

funclion ;Ifter transplantario n with good epithel iahz3t inn Jnd palen~. 

cryoprcservation lea.ds In significant damage lo cJrtibg-c, me degrec o( 

wbich is b ... .scd on Ihe frcezing- storagc methods lhat affl'ct the function 

and dwabili ly of d ,grart. lhc lo ng-term stor.lge o( Gl:rt il:t.gc must Ihcre

rore be investiglltcd in more deta il in basic r'escarch models of catril3ge 
"iability: Ibe evaluadon o( chondrOCYlc apoptosis, and Ihe use Qf d if· 

(erent solUlions for ((achea l cryopreserval ion olher Ihan RPMJ-1640, 

Dulbecco's modificu EagJe's, EurocoJlins, and TC-199. furrhermon;:. 

problems that inv.ólve improving rhe blood supplY 'lo lhe gJdfi aftetcxtcn

sivc resection ;)nd immunosuppre.ssioll Jüust be resolved Ixfore tT3cheal 
\nyoprese rvation (;1n becoJ.n(';l cl ini<:al ly t'w.¡hlish..:-d m et h ad lor trat'.hc:tl 

8"'fts. 

KEVWORDS carra?QE', cryopff>Wf'Vallor. epuhf'hul1\, tr.;rne,l! nr;¡'t~. trache",1 
l{'(onSlrUC!1OO 

The ma n ag('m~nt 01' T :dC h~:J~ p~lho ¡ og.y :;Udl .1$ s l('n~s i~ , neop l a~m, 

trauma, postllllubállOJl 1I1Junc.!t. anu congt'lHul dlscascs may 0(
ten rcquire Iracb('al reconstruetio n, wh id, can be hindercd by Ihe 

¡ael< of suffic.-icnl lusue for USe in surgica l ree0n~truction . End·to-cnd 
anastomosis aftcr rescction ¡5 Ihc method of choice and ea n usually be 
succtslifu ll y ~ rr ormc: d in ddt-cts. :affcCl.ing up 10 50% of the trachca in 
.1Jul ts /1 -31 and one-third in ill(.1111 5 /2-51. More ex: tenslve lesion5 3rt 

,,, 
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nOI amenable to cnnventiona l surgical interven
lion [2. 5 ... 10}. The problems ¡nvolved in tracheal 

reconstrucliori añer c:nensivc rt:secrion 3.re still un 
resolved .md rem .. in one of the mast important 
ch. llcnges in tracheal s u~ery ~ In the search (Of al 
Icrnalive ways of frplacing long scgments -of the 
I(Jchca, segmeñtal trAcheal subst ilUtion has beco 
.ltIcmpted, borh c1in itaJl)' and experimentally, uso 
ing proslhclics (D.lcroll , polyurethane mesh, poly
h?trJfluorocthylene, polypropyl.enc m.t'sh, si licone 
rubber. and ('ve n g I 3 ~ '> tubes) and tissues suro 3S lra

ChC4. fasóa, skin, bone, per ioslC ~ um. carLilage, ¡x:n
chondrium, musck, esophagus, p ~ ri <:a rdium. dura 
maler, and Ihe small bowel. Neverthcless, nOIlt: of 
them repbcc: rhe native ¡rachea adequately. The we 
oC p ronhetics has o fien been fraught with compli
c.a tions such as chronic infeoiplls, immunological 

reactions. Slenosis, or surgiC<l: I di(Ji c uJti~. Íbere art! 
also similar complü:ations ¡nvolved when autolo-
gous tissue i5 used .15 .1 bioproslhesis tO repair the 
damage, as weU as the ri.'lk of regrcssive growth of 
g,...mula lion tissue, wh ich can provoke either airway 
stenosis or necrosis duc lO poor rcvasru larization 
11 .4, 9- 11 ). Due to the c:xcdlent ccsulrs given with 
other types of cryopreSC'rved gra t i.~ , the applicuion 
of this techníque ro Ir~ c h ea J replacement has been 
aucmpted as a Solution lO thi~ prob lem. Cryopre
se rved (racheal grafts have beeo s u ~c~s fully used 
in stlvaal experimental models of trachc.al r('(on
struction, though con tradic.tory tcs ults have never
theless bttn TC'ported. Th"e' purpose o f lhis articlC' is, 
(O prtS('nt a review of ,he lilerat.urC' on tracheal cry
epresNvation . 11lis syslematic rcview of the litC'ra
ture WdS based on a I j ~ ting ofbib liographic referencc5 
obtained from lhe Narional Ct'nter for Biore.;hnol

ogy Infonnatíon (NCBI), the U.S. National Library 
ej' Medicine, and tbe National lnsritu tes of Health 
(www. ncbi.nlm.nih.gov) using rhC' specific keywords 
"tracheal cryopreservation" to idt"nlify pertinent arti
eles. The. search was limired specifically to literature 
in Eng.lish rclalcd 10 "trache.11 cryoprcservalion" with 
a Medlin'e e.ntry da te 01' (rom January J 989 to ~ 
cember 2004. Based on Ihe bibliographic rderepces 
bbtaincd from the NCBI, we bC':lieve that our artide 
is the fint reviC'w of Ihe literature reported on tracheal 

cryoprc:servation. 
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TRACHEAL CRYOPRESERVATION: 
TEMPERATURE FREEZING RATE, 
CRYOPROTECTIVE AGENTS, ANO 

OURATION OF CRYOPRESERVATION 

Cryopresc.rvation is a techn ique in which a bio-
material is rrozen by using a themlally conuolled 
procedure and a cryoprot~Etiv e agent at an adequate 
concentraüort before the' biomaterial is preserved in 
Ji-quid nilcogen for an indelinite- dUl:arion. It is su b ~ 

sequently thawed under controlled wanning ~ond i · 

lions prior lo ilS uSe. ]n as much as dicmical and 
physical changes arj! almpst completdy inh.ibitecl al 
below - IOO"'C. liquid nitrogen h.as been uS\!d (or 
preservaríon. Howevcr, cell damage due to dehydra
tion ¡nd tne fonnation of intracellular ice <:eyst,a ls 
can occur in cryoprcscrved s.pecimen.s as an elTe-ct of 

frcezing and Lhawing. 
Freezing ¡njuey is. normaJly d as'sified as bcing 

ca used by a d irect effect (depending on rhe rate of 
coalin&), or an indirect effect (that occurs after a 
lon'g period al Ihe n:duced temper.Hurel 1121. Tra
cheaJ. cryoprcs_crvation is generally inil iatcd throJlgh 
a slow-freezing system: á computer conrrolled un ir 
th¡¡t frc~2 <ts al arate of I"C to 5"C per minute un
til a temperature of - '80"C to - lOOc.C is rea'ched 
(13). unge and Hopkins suggest thal - }"'C per 
minule is the best &eezing cate [l2] .'lince mC' la
tcnt hca t of crys.tal lizati,on that ocrurs during the 
frecúng proce.ss is avoided at thi ~ rate [9]. Most 
problems appearing during cryopreservarion OCl"llr in 
the temperature range ofberween (fC and - 6ifC. 
whi'ch is Galled as "the ri sky temperature cange" 
[ID}: n le celluJar membra ne is apparcntly subject 
10 impaimlcnr during long-tenn ceyopreservation 
al less than -130"C; there is also .ln added t en ~ 

dcncy 10 generntC' intracdlu lar ice recrysralliz.auon 

[12,131· 
TlSSue ¡njuey caused by freezing may prQduce 

problems in the process of tissuc rc,(:overy arter (: ey

oprese,rvJ tion [J4); almosr no ceU survivi l can be 
expected unless a suitable c ryoprotective age-nr is 
used prior to coo ling. Dimcthyl sulfoxide (DMSO) 
or glycerol has bccn conventionaUy used as a tra.chcal 
cryoproteEtive ageot in order to proteCf cells 'agaiost 
freeziog iojuey due to intracellu lar dehydrlu..ion. f'Ór 

A. SO TRE ~ VE GA ET Al. 
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me purpo~ of sdeding 3n appropriate cryoprotee
tive age,nt, dag trach t' 3S wcrc immcrsed in DMSO ar 
&IyCcrol solutions. loracl olia shapes wcre ob~rved 
under a light microscope in DM.SO, bUl the (iJj
ale ~h:l.pes were challc:ngc:d and the amouoe of mu
cus (eH when glycero l was used PO) . 111c: com.binc:d 
use 9f difkrc:nt ~ of c:ryoprotecbnts hás béen 
reported to wipit ;l synergisr {'f{cer in cryopreserv.l 

lion 1151- Mabrut C"11L ('9) suggest fhal the histo lo~

ica l :md mechanical Ch2J'<1ch."ristics ofhuman lrnchca 

tire mai ntaincd aftcT uyoprescrvation wilh rhe use o( 

glycerol plus hydro.xyl ethyJ slardl, ar OMSO plus al
bumiu , as t;ryoprol('( tanls. Olher authors report thar 
.rehalOS( is a nonrtducing c;Jisaccharidc Ihar tannat 
penctr.atc: rne ceH membraoe 2nd protCCls the ceUu
l:i, membnme during cryopn:serva1ion by replacing 
water molecule.s chal are bound lo membrane phos

pholipid. [12,14- 181. 
nle histological morphology of tr:lcheal grafrssug

gcslS thal :1 prolongcd penod of cf)'opre,serva lion inr 
c re:l~S the degrce of degener:nion in both epitbclium 
.1I1d c:uti lage, which tJ.u.luJlly worsens due 10 cellu lar 
dJlllage 16, 13, 19- 23]. The epithdium of cryopre
served OIUografts cal! neverthdess be tempor.ui ly re
covered a&erimplaot~tion (1 3. 14,21,24 l. Bronchial 
,art ilagc. may be severdy damaged by freezing and 
cJ.nilage viability aftcCfs me fUoction and dUfólbility 
uf a graft 19, 12,22, 23,25,261. Although gross ap
pearance and histologica l examinabon show almost 
¡nt3d trachea l cartilage befof( ~ and "fter cryopreser
vOltion. an 3.5se s linH:~ n l of carti lage viability indicates 
lhat viabiliry before js significantly higher Ihan OIher 
cryopreservalion . lt .lIso demonslralC'Slhal there are 
no signifi..:am dilfcrc-nces in L"artilage viability among 
Ihe tracheas alter d ltlerefll durations o( cryoprescr· 
"ation fl2, 22, 25) Ihough J lo s5 oC viable chondro· 
L")' I t' nuclci in the IJ<. una.e 18, J2- 14, 1:1, 28), ischemic 
changes 15, 281. 3nd irreversible damage are present 
120). This is probably due to the 13el tha(' Ihe cryopro
lt-c.:t.mt docs nol penetra le deeply inlo the cartilage 
I !j. 19,21) . MOl eo \'cr, Yo'.Jrnl ischemic time is a de· 
It:'mtinanl oC Ihe 5urvival of cryoprestrved c3 rtibge 

aftertransplaot3lion, with nouble librous ch.anges, as 
w<lrm ischemic tim.e ro preservation is increased (U. 
19,20,22, 26J. Kil3mura el al. /29) conclude that 
6 hours is ¡he maximum pennissible w.um ischemic 

time for cryopreserved trachea! lransplanlalion. and 

IJ,at necrosis of the rr.acheal cartilage due to' w<lnn 
ischemia reduces the viabili ty of lhe gr.lrt~. 

l11e rnaximum period oftrameaJ (f)'opre5ervation 
15 stil) cOlllTOversia!: In mO~1 experimenul studies. 

trachea! transp lantation has becn perfonned afier 
about I momh of cryopreservalion withOUf an ef
feCl on Ihe morphology oC áther the epilhdium or 
Ihe c:mi);¡ge 19. 12, 15. 17. lS}. Nak.anishi el al. re
pon Ihal an admissible period of cryopreser:v:uion 

is 3 months [1 2, 25 ). lll~ epithdium and cartilagc: 
in isografis undcrgoing a cryoprcserv;ljon period or 

less than 3 montbs is imp.roved or m:.ainlJ.ined, whilt' 
;1 cryopresc-rvation period of more than 6 months 

is ddinitely ddeterious to gn¡ft morphology [13] . 
l'able t shows the type or cryoprnerved trache31 
gra(l, lhe lenglh of th~ gralt. (he duration of prt'ser· 
vOltion, ;nd the tcmnica l procedures lh3t have bcen 
reported while differentialing by Ihe rypc: of trae.h('al 
cryopreserv:nion . 

CRVOPRESERVATlON ANO 
TRACHEAl AlLOGENIC/TY 

1nc drcet of oyoprcservation on irnmunomod· 
ulation is nOt complc-lely undersrood. Bujia et al. 
[2, 7.9, 11. 12. 17. 19- 22,30) round hum,n I<ukocyt< 

antigcll dJ:ss 1I subrc-gion gen~ products On hum3n 
tracheal epithelium and on mixe:d glandular tissu ' ~. 

Cryoprc1t:rvation prevents enhJIl€e:d allografi . rejec
!ion: It has an immunomodu!atory effect 011 Ihe tTa· 
l'hc:al aJ logr;it for a long penad that may deJay the 
immunization of tTacheal alJogufts in (he recipient, 
llIld may d~crealie me amigcnicity oC the allogfJ:ft 

itsel r {I91. partly be.cause of lhe ex(oli.atioo of air
way epit-hdium. Exfoliuion (";l n lCl .1S alloootigcn'" 
presenlÍng CtUS [11 ,3 1 J. which may be explained as 
a rcs uh of a d.eplclion orlhe cpithcl iuJU and .:1 loss of 
class 11 an tigen expressioll during f r~ 7.i n g. and Ihaw
ing (9, 12. 3 iJ . Murakawa el al. fl IJ reported thal 
.: ryQprc ~ e r ve¿ trdrnealallografi r¡~~u('s were ncgo1,ive 
lar CDJ, MHC dass 11 .1ncigen. ami SIOO prolcin. 
Despite the facl Ihat .:1 sma ll degrC'e of mononu
den cel! inliltration was observed in the sulxp
¡thelial layer, theS(" infiltraling cells wcre n('galivc 
for CD3. MHC class 11 anligen, and SIOO proteio. 

In 



TABLE 1 Type and length o' thl! tracheal, gra/(, durallOI) of cryopre!>ef'la tIOl'l, ana ttole lKhmcal procadurei as reported by the au: h or~ 

Typ. 
o( trachea, 
length gl8ft 
(re(erence) 

Human t7} 

Human, ~ rings [91 

Nonhuman primates. 5 rings 
[11] 

Plg, 2,6 ± 0.2 cm [ 3~ ] 

Pig, 10-50 mm (3J 

Dog, 5 r l n~s (al 

Dog. 5 ringa (5) 
Dog. 5rlngs(15, 17, l a. 35) 

Dog. 2.5-5 cm ~8. 36} 

Dog. 7 rings (16. 24. 3D) 

Dog, 7 rings {2} 
Dog, S-<; nngs [10] 

Dog, 7 nngs [6] 
Ral. 5 rinQs (19, 20, 23} 

Ralo 3 rings [21 } 

Ra\, 3 rlngs (12. 22. 25. 26. 32) 
Rat, 3 tings [1 3] 

Rat 6 rings (14) 

Cryopreservation 
mediumand 

cryoprotectllnt 
8gen! 

Withoul mediurn 

4 protcco~ were done: 
1) Glycerol + HES 
2) PMSO ~ HES 
3) OI'v1S0 + Aibumln 
4) HES 

APMi -164'0..¡. FBS t" OMSO 

RPMi-1640 + FBS + DMSO 

TC ..¡. DMSO 1- albumin 

RPM1·1640 + FBS + OMSO + 
HEPES 

TC-199 + DMSO T HEPES 
OMEM + ,FBS -t DMSO + treha!o5o 

DMEM ..¡. FeS ..¡. DMSO 

Fre8zlng ,-
C ~ 10 'C 

(t9mperslurs ra/shime) 

-57 e (20 roin) - - 70 C (48 10 72)h 
1. ~ J rradlated (5 h) 25 kGy 
10'C- - 20 'C {-10C7rnln) 
- 20 e - - 40 e (-2 G/mIni 
- 40C- -60C(-1 Clmlnj 
- 60 C - -140 C (-5 e /min) 

Room '\ - 4 'C (3 Clmln) 5 mm 
4B C _ - SO' C W Clmin) 
-50 'e - ~ 8(>e (5' Clmln) 
-+ - 80''C (3 hl 

-+ - 40 ~ C (2' C/min) 
-40"C ... -1 40·C C5'Clmln) 
- -100 C 

- - 80C 
-. - 85 ' C 

- - 90-C (- l 'Ctmin) 

DMEM + FBS + OMSO .... suerose __ - BO"C (24 h) 

TC-199 l' OMSO + HEPES 
EC snlulion 

No pleservalive solUIi.on 
RPMI·1 640 wilh L -glulamine +- FBS 

+ OMSO 

TC· 199 + OMSO + HE?ES 
APMr-1'640 w¡Ih, L-gtutamine f FeS 

T DMSO 
APMI·1640 + Fes + OMSO 

.... -80 'C (-''"C/mln) 
-* - 6O''C (0.01-20 Klm!n) 15 rnin 

4 e [60 mln) 

4' e - -80' C (-1 Clmin) 

- -80-C (- 1 CJmln) 
- , - BO 'C (- 1 C/mm) 

- 12 e (60 mln)' 

'5IOf8g9 
tt!Jmperature 

and preserva/Ion 

''''0 
- 70 e 

{-1 40,Cll rn 

(-180 e)9-12'm 

(-196'e) 1 m 

(- 160'e) 2 w 

(- 196' e)60d 

(-I99'Q' ,w-l m 
26S± 8d 11 3, 17, 19) 

1 m (34) 
r-l96 ~ C)1 VII 

(-196 e) 
1~20 d (25, 31] 
7d-6m (1S) 

(- \ 96' C) ' ''' 
(-1geC) 3-8 w 

(-80 C) 1-3 w 
(-196 e ) 

o w-1'2 m {22] 
1-3 m-[20, 21. 241 
(--19S' e) '-24m 
{1 w-f2 m} 

~ 85 ' e 

Tl1awing 
procsdure rins/ng 
solufiofl, sndlor 

temperatura 

Salme soluUon 

Satine solutlon (37 ·C) 

APMI-1640 + FaS 
(3T'e) 

Satine sOlutlon + RPMI 
-1640 

OMSO solution (40"C) 

OMSO solution (31"C) 

(4Q'C) 
SalIna solullon (37 'e) 

Ethanot balt'!. DMEM 
(37 C) 

(37 'e) 

(40 'C) 
Warm water + OMSO 

+ EC solulion (42'C) 
(35' e ) 
137 e) 

(40 e) 
(37 e) 

Ica-cotd water 
No(~ , Befor! cryopr!~!N.a\lCN\, Il'If nac~fa r ""aIlTlel1l\ I./sed RIf'Iq,e' It<ta¡e ~ Iu: t ,o" aod ¡¡nllbTotlCS [91. ~I'! M'- t6 40 wjlll FaS, and añllbtollcs i'ldded 1 ~l l. DMEM WI!h DMSO. FBS . .,nd !vcro!oe 
(16J. phySla.!oljl lC sal,,,,, SOlvllO" 119!. and Ireetlng w\ut,on 1351 Tlssge cullure (Te). dlmelhyl sWI~ lde (DMS01. fetal bOvl"e ~e l FJm ( FBS ~ hydtOJ\)'tlhyl Slard> IHESl, "ydfQl\y-eII'HI~p'~"2?ne
t¡hane-sulfon:(.tC1d (11EP€S). EUfCl(QlI,tys WIV\lon (ECl. O~II'lKCO' rnocMi«! Eagle' ~lUm lOME"",), tl ". days. w ~ weelcs. m "" mo:)(t¡~ 
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lhe epithdi.allining of the luminal surfacc: was atso 
negltive for MHC dass tI anrige.n. The g.r.afis Ihat 
had 10sI allogeni(-ity w~re possibly in<;orpoQ.ted ioto 
the recipient's tr:¡chea. The epithelium of the lrans ~ 

planl~d cryopreseTVed tmcheal seg¡:nent leads tp the 
growth of Ihe recipient's epilhclium ovc:r Ihe dODor 
trad l~a. tberc:by r cduci n~ Ihe antigenicity of dIe 
transplant [li, 321 . -nle donof ep'ithclia in a tr.lche.11 
graft is no Jongcr prescnt ",,¡¡hin about 20 daylO :lfter 
tunsplanurion; Ihe rccipient's epithelium migrlle~ 
gradu.1l1y fi-om Ihe an ; momo~js site, and Ihe' regen· 
erated (pithelia from rl'cipieo! origin ,overs (h(' ;11 -
logmft within ahoul 50 ro 60 dilyS a(ter Iransplama

¡jon 124. 30)- 00 lile OIhc:r hand¡ raetan amer than 
3 ~duction of C'¡Jlthdium in cryopresuved tracheal 
aUografrs may be associated with a decrease in anr i
genicity sincc the epith¡;lium does nOl always dis
appear ímmcdiatt'ly after cryopreservat1on; even lhe 
remaining epithdium that undergoes degenerarian 
after cryopresc:rvation posSt'sse'.i antigen.i:city, while 
thc rcmaining epi,hclium is re jec::ted aHer aUomns
plantation. loe 10S5 of epithelfum in cryopreserved 
allografts does 11 0 t therelore. nCl;euarily indicate re
duccd antigenicity. TIlis suggests lhat cryoprc$(:rva
tion has lesoS oC Jn effect on th~ rejection response 
than the appropriatc immunosuppre.ssant does: 119, 
21j . 

Cartilage appcars tO cxert a mild antigcniciry al
trihuuble to antigcnic si tes located in the collJ ' 
gen matrix and in lhe protein core oC prottogJyt:ao 
molecules; this is more ohvious if perichondrium is 
included [71. AhJ10Ugh reduced OI Uogenicity of (fa
c:he31 allografts by cryoprest'"IVJlion (9, 11, 14, 15. 
17. 18, 21) is ;¡ssoclalcd wilh a Jc.crea!.ed viabili ty of 
cl1ondrocytes and with a lissue-~pecifi' c ant igcn on 
Ihcir surface sunounded by a weak antigcnic matrix 
119,21, 331. the cartilagc relaim the slructure of Ihe 
donor (mchea p. 12, 231. Tojo el al. [32] re¡x>rted 
thallhc MHC dassl anligell orthe donor rals wa..~ 
expres~d in the (·artilage of Ihe' rccepl"Or r;,ltS. 

TRACHEAL BLOOD SUPPLY 

In general, il ¡s widdy acc:epted that lhe dcgrt'e 
of heaJing oC a graft is relaled to the blood supply 
10 the organ. Most authors concluded lhat ,he is
chemic nature of (he trachea is lhe most importan! 

CRYOPRESERVED TRACHEAl GRAm: REVJEW 

marta o( conce.m in tracheOlI allotransplant,uiOn: h 
!eads 10 inevitable necrosis and stenosis of the mns
plallled segme.nt Ihat remains tOI.ally ischemitr until 
neovascu larization occurs; Ihis is due to the ract lb .. , 

Ihe tracheal vessels are too fine to be reconstruded 
:\1 thc rime of transplantatioll 1341. lhe resoles oh
fained may havr bcrn affccted by imerspecies dif
rcrences in Ihe blood supply to rhe trachea: Micro
(j rculJtiol1 in {he trachea l mucosa of rabbirs. dogs, 
t:IfS, :t lld guinea pi&!. described marked interspecies 
differenc('lo in the vascular btd 1111. Amoog othrr 
metheds. vascular pedicle~, mainly llIusde or omc;n
lum Il aps, have beell used te r improving the blood 
supply 10 the trache31 traospla nled segmltnt. Even 
so, iI scems thal omemopexy is not cnough to main
I:l in Ihe via.bility of the grali. for a IO-ring trache:!.1 
IrJospl:mtatiOll due to me Cao that the blood supply. 
lO tucheal gr:lfts i5 reestablished around the su(ure 
line. lschemic changcs are pronounced mainly al the 
midporlion Qf rne ~raft; there ¡s no ischemic change 
:11 ,he .anastomosis sit e [18}. In animals trcated with 
FK50b Jnd Qmemopcxy, Ihe tr<.Iche.al mu·,,·os01 blood 
tlow ( rM B}-") was measwed al Ihe carina l region, the: 
proxim .. 1 SltC, and lhe midportion o( the cryopre
seJVed grafts; results sho .... 'Cd lhal TMBF in Ihe cry· 
oprese rvt'd graÑs relUrned 10 normal by 4 wcek.s after 
Ihe opera lion. and Ihis interval \Vas requih:'d ro aC'
complish histologiul heaJ ing. TMBF was lowu in 
Ihe midponion of lhe graft than in ('ilher the prOJI· 
¡mal silcs of the trad1( ~ a, o r in th(' dis~a l sites oC the 
main bronchus; these finding!l indicare thal bloQd 
W3S directlysupplied fram the omcnlum via the anas
tómosis. hl order 10 cv:du alc Ihe reSloralion ofblood 
rlow in cryopreservcd gra fts, microangiography was 
performed: Submucosaf revascul.Jrization o( the ery' 
opreserved gnafts (rom Ihe omentum occurted on 
posto¡xr:ttive day 5 [6J . Microangiography c1e;trly 
showeJ transverse intercartilaginou!.. MtCries of Ihe 
gra lt , as wel1 as in ,he rccipielll trachc<A, whkh con
fimled that Ibe Tevascularizanon bctWC{' !l the graf! 
.Illd Ihe recipienl hronchial ,aneric$ was establishcd 
7 days ¡¡fter transpl3lltat ion. Nevcnheless, these ar
teries had cOr'nplctefy disappeared in thc 12-wcdr. 
gra(ts, whil e numerous newly dcvdoped microvas· 
( ublures surrounding lhe grafl were visualiz.cd [8). 
Surgi:ca l tt'chniques such as Ihe re ~t.,ion ofilie recip
íent trachea wh<;re the Tllemhranous pOrtion of Ihe 
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TABlE 2 Semiquantitiltive rating ~ak> tor assessing the histQPathQlogy 01 tlache~1 transp~nu 

$eore 
His/oJogical 

tindings O I 2 3 

Dama!¡e lo epjihelium Abs,ent MQtapta.sJ.ic !il:pilheljum, partíal Parli~ ex~rlalion ( > ~) Toral excorialian 
regeneratioh (>50%) L ~I regeoof'atiof! «50%), 

Damage lo tracheal Absent Alr6phy, .p"aftial regenera1ion Parlia! disappearance (>50%1 Total disappea:ranco 
glands (>.50%) local regencratioo «5O'%.) 

Damage ro Absent AI(ophy 01 chondrocytes DeslructiQn 01 perichondrium Oeslruclion, 
cartilaginQl,!s rings disappetusnce 

'Oam¡age lo, interslilium: 
Hemorrha!}e Absenl Umited hemorrhagé « '30%) Local, hemoflhage (30% lo Oittuse hernortbaqe 

70%) ( :> 70%) 
Edema Absenl LimiJe:d edem~ «30%) Lo:caI'eQem9- ( ~% I~ 70010). Diffus.e ' ~em.a (,>10%) 
tnlilt'itioo by Absen.1 Umited ¡n'ill ration « 30%) Local infillration (~IO 70%) Oiffu$e infiltration 

inflªmmalory cells (> 70%) 
Granulation tissue-like 

reaction with: 
Fibrosis Abs¡:!.nt limite<! Qis.lribution «3P%) Local distribulion (30% lo Oiff u s~ ~i$tribo . tion 

70%) (,>70%) 
Necrosis Ab"Senl LiI',..1ited necrosis ( <:30%) l ocal necrosis (30% fo 70"10) Ditfuse heerosls 

(>70%) 
Infrltration b';! Absent limitad infiltr3tlon « 30%) Local inlj)trali9fl (j()% lo .70%) Oiffuse infrllration 

mooonuclear cells (> 7()<'fo) 

NQ/f!. l1'It same ~ i .. crilerlil shoWfl in daITl.iKJe to IntersIJljum were u~ 10 ~sess lhe SUbmué::OSd, Ihe lamína propria,.md tllP..Advef1lili.l. The !oeVe!ity 

ol tht h lStol09i(alln j ljry - w~ (l'dd!.>d semIQUantita.tM!ly:lrom O 10 J. wilh O indi;cAtlng ¡p1 ~e of ~V a~ i ty. ! mlld. i I"I'lOde"r.lle . .lOO J 
~e.c hanges 16. MI· 

.graf! is left intacl wi th transplantation of.a cryop
re:;erved tracheal allograft ;l ftcr the resection of the 
m~mbranous part [11 1. and spl it tracheal transplan
latíon, wh~r~ graft:; ar~ div i d~d al the midportion 
witb om~ nl opexy and revascu larizar.ion is facil ilated 
from th~ t hre~ -anastomosis sites (rwo .original and 
.one c~ ntt:f anastomosIs) [18'1 ha ,,~ been propo:;ed 
in order to improve th~ hipad fl ow to the rracheal 
stgment. 

CRVOPRES ERVED TRACHEAl 
VIABllITV 

In order t"O evaluate the dfcct of cryoprese.,., .. -
tion Qn tracheaI struclure and poSttransplantatioll 
findings, cryopreselVed tracheal viabi lify has been 
assessed thr.ough macroscopica l nndings of gross 
appeartlO"ce. through .. he use of fiber--oplic bron
choscopes to ObstIVf changes wi th.in rhe rrachea. 
and through histological evaluation. l,-.f isJologically 
spcak..ing. epithdiaJ viability 18, 13, 19- 23,261. the 
scC?r~ of lhe number of viable chondrocyte nudeus 
[8,9. l l, 19- 22,251, and th~ ~gcneration o fcanilage 

1 

aud epith.elia (3 •. 14). the subepithdial tb ickness from 
lhe epithel ium fo the cartilag.c [21}. monónucléar 
cell ¡'nfiltratíon [19-. 21J. and ihe percj!nta"ge ofgraft 
paterit y after su(ger:y: versus the same graft before 
surgery [1 9] hav.e becn ·evaluarcd. Table' 2 shows 
a histopathologi.caJ se:m iqu antitativ~ assessm.ent re
por . t~d by N:¡¡kanishi et al. that is v.a luable for the 
evaluatipll .of the' his"tological characterisrics pf lile 
epithelium and pf th lo": degenerat íon of the .cartilagi
nous (;ng 16, 3.41 . 

THE EXPERIMENTAL MODEl AND 
POST-CRVOPRESERVED TRACHEAl 

TRANSPLANTATlON FINDINGS 

In this scction, we summanzc the findings re
ported after cryopreserved tracheal grafts wcre trans
pJa nt~ d _ The r~suhs obtained may be affected by the 
animal model. Ihe 'cryopreservation made and the 
cryopreserva tion time. th( use of specific c ry opro t e~

tivt= agcnts". the r ~section l ~ñg th us~d, and the post
trans'planration evaluation time. 

A. SOTRES-VEGA ET AL 
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Nonhuman Primate Model 

Ao C'valu:uion o( cryopreserved tracheal grafts iil 
nonhurnan primatcs was (oiJOd in ooly one study. 
Trachc:al grnJts wt". e preservcd fmm 9 to 12 mnoths 

2nd resule s weTe obc¡ined with :.l smaU numbcr oC an

imals (11 = .\). Cryoprt"serv.ed tracheal allotr.msplan-
13rion W3S wdl illl:orpolólted withoul slenosis. with 
in all r~ cipient monkeys rha! w(re ucrificed on rhe 
35th, 144th, and 387th postop4!ralive day. Allhough 

bronmoscopic and mactoscopic lindings during. Ihe 

(,3rly posto~rali\lt' period (evealed mucosa slough

ing lnJ slight spUlU m rerention, recevery was un

('\'cmfu l with complete airway patency and goad 
tpithdi31 lining 011 Ihe l~mm31 surfa~. whiql was 
tlcgativ(' (OT MCH Cl;l$S JI antig.ens. MacToscopic 
2nd hislological (,xilmination showcd no steno
$is. wtth Ihere bE-ing :1; dense epilheljal lining 2nd 

we ll·nuinL3incd c;lrtibginous viabi lity; :1; smaU de

gr« of imcrc:lrtillginous tissuc shrinkagc and of 

mononucJear cell infiltration in rhe ~ubmuto!.3 byer 

W3$ also obse .... 'ed . Ne"~rt hde s$. these infílt'rating 
cdb w(rc ncgal iv ~ fo r cOj, MHC dass 11 aOII

gen, 2nd 5100 prote¡n. Severe fibrosis :llld desnuc

¡jon of canilolginous ring.5 was obSC'rved in one 

.mima! Ihal rcceived ,-he simpll' (rozco allografl 

flll· . 

Canine Model 

MOSl cryoprc.served tracheal allotranspl3m ~ Hion 

experiments ha ve b~en pcrfonned on (anine model ~, 

mainly with omentum fbps and withOl.H immuno
suppressive agents, as shown in Table 3_ However, 

con rradiclory resulu have been rtporled . Sevet31 au

thol'S reponed chal cryop~rved lracheal 3:UografLo; 
afler transpla,lllJ:tion disp,l.ryed nannal s lrucrural in

legrity, Wilh "pithelium covering ,he graft surfaces 
and viability of tradll . .'al cartilagc. No stcnosis Of tra 
cheomalaciOl was obscrvcd in dogs tha, wcrc óllive 

ólfler 2 Illonths {15, 17. 1·8J. '6 months [5, 16.33, 35, 

36]. and bcrween 30 and 1062 d.ays 12J pOmr~ l' lspb.n ~ 

taliono Gr:af1s wt!:rt cdcDlatOUS 1 weck ¡ftcr Ihc optr' 

óllion. lhough Ihe e-dema h.3d vanished 'compleldy 

by 1 month afier úle operóltion (16), An epithdióll 
¡ayer without cilia was present nexl 10 3n epilhelial 

defect, 3ud neithcr monouuclt'a r , di inlilmcion nOI 

reabsorption OflfachcaJ c:l rtilagc was observerl 135); 
thesc resulu wcrc obt.:ülled afte.r trachea,1 grafts lha l 

\Vere prescrvcd 1 wee,k r5. 281. 1 to 3 montbs 12. S. 
33.351 •• 1ndmore ,han S lO 6 mOlllhs (15. 17, ~8, 35, 

36J. Inlltsuka el 011. (6), Hcng el a1.1I01 . and Mukaida 

el al. 136] reportéd thalall lhe animals survivc:d &om 
710 57 day. 16). &om 7 ro 198 day. (ID). and &001 
7 to 53 d.lys [3ll postoptr:nivdy. resptttivdy, a(ter 

TA8l E 3 Cryo¡.)leS>l!rved Ha<heallf¿¡nsplantiltlOn ck><..lgrl ú.pcrimenldl moelel. tracheallranspldnt, use 01 mwle or Ornenturn 
flap. imrnuoosuppres:;,·1l' agents and !ra(heal il.ent 

Cryopf'CSefVfld Tracheal 
Animal model aOO re!crence tracheRI graN lransplanlafion 'FIaP ImfJllJf'/OSCJPPfession Slenl 

Non human primate 11'1 AUogmft Orthotopic 
Pig 13. 311 Allograft Orthotopic 
"ongrel dog 161 Allograft Orthotopic , (FK506) 
Mongtel dog (2. 5 , 10. 15- 18. 24. 25. 30, 3S. 361 A/Iografl Orlhotopic , 
W.or,grel dog (8) A1!ogratt Orlhol6pic 
Mongrel dog (28) AUograft Heterdtopic ~ 

Aa!s: Dono.- '(ACI) rocipienl (PVG) (31) Allogralt Orlholopie 
Rals: 001lOf (lewis) recípient (Brown Norway) Alloglaft Orlhotopic 

(1 2.28) 
Rals: Oonor (lcwIs) fe<::.p¡ent (Brown Norway) AUoglsfl Hetcrolop"lC , + 
IlII 

AalS: Donor (Lewis) recipfenl (lewis or Wi!:lat lsoglsfl aOO Allogralt Hetcrotppic + • 
FUfth) [19) 

Brawn Norway rats (n ) lsogratt Heterolopic , 
lewjs rnb 1131 lsoga" Helerot,*c + 
F344 r ~ts 1141 lsograft HeterotoplC ~ . -
Guinea pigs !lOO 8rQllvn Nor:way rals 1231 Xenograft Heterolopic -< ('K506) , 
No/€' +. W'Ih flap.).nrnuf1OSUWte\)IOn. 01' sien! _ . wuhoulllap. IfIlmUIlO"UPPfl;':S5o,\fl1. ()f \I('fll. 
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trachea rccoRstruction with allo"grafts that were cry· 

opreserved 7 days {351. J weeks [61. and from 3 tO 

8 w:ecks pO'l; thrce out oHive dogs {J51. Ihree ou t 
of ('igh! dogs (61. and duce out of 20 dogs. n::sJX'c· 
tive,ly 1101, died of respn,:nory Cailme inv_olvingsteno
sis, ed.ema, Of malacia within ) wceks of lhe opera
tion. HislOlógica¡ obst'l"v:alion showed tha,1 the g.rafts 
'roih {hese dogs .'ihow~d: ische:mit: chJnge~. ¡nclud· 
ill~ a disappearam:e or Ihe: epithe lium and tradleal 
glands; extensivc hemorrhage; ~ranu l ation with fi· 
bro s i s~ .llld Ihe desln1l1ion ofl'h(' cartilaginous rin g:~ 

Itl. 101; epilheha l dclccts; :md nenot;c tradleal (:-Ir
tila~ e in lhe sc,;otr tissue 1351. On Ihe other h.md. 
dogos trcated with FK50b (11 = 8) survivcd from 25 
(O 350 da)'s withoUl alllslomotic complicalions. de
spite immun.osupprcssiv(' therapy having becn ter
minatcd: two of mese dogs dicd of respiriltory rai l
ur~ on days 43 and 71 , respcctively, and one dog 
dicd (rbm w;lstihg on day 54 alter transplanlation. 

In .111 the animal:; (withour immunosuppression alld 
with FK506 therapy), Ihe epilhdium in Ihe cryop
rescrved allog.rafts rcm:linep ¡nla" for 25 days after 
implantation, and cpi! hdiallz,Hion of the ;lOa~mo
~ is was é!ccomplishcd within approximatcly 3 weeks 

after transpJantation [61 . Moriyama el aLI8l reported 
lh" l sorne 6ndings 5uggesred slow, ongoing alrophic 
changes_ Examm.úon \\Iilh a bronchoscope demen

str.red no isc;:hcmic dlanges; Ilcither sutlosis nor 

shrinkage was mac.:roscopic.aUy perccived al I and 
11 we~ks postopcration in 8/8 an imal:; when trans

plantation was made with 2-montru-nyoprcst"lVed 
IracheaJ grafis. After 7 days, wh_e·o 3 hislological st l,ldy 

was undertakcn, extcn.-;ivt, epilhclial denudation an~ 

.\llbepithelial ~land s fi llcd with munu wcre ohserved. 
while neithercartilage cdl degradation Dor sbrinhge 
W3S_ However, al 12 wl:cks, alt ho_lIgh no .. tcnosis was 
vil'wed with a bronchosco~, nl:lIked longitudinal 
5_('Clions clearly demonnroted overlappi ng carlitage 
coll{K;ltion as a resull al" 5 hrillka~('; these c.arrilage 
cdls had signi ficantly decrc.ascd in number. No d lia 
w~rt' discerned in eith ' ~ r type or epithclium. :md Lhe 
tr,1cht!a l subepithdial glands had disappeared. After 
a heteratopíc trachea! transpl.anr was made. Ihe ¡m

planted sp:ccimcns exhibitcd a cenlral /lIUCUS plug; 
the epi lhdium demonstrated well -identified ciliated, 

mutou5 and basal cells; and lhe smoorh mwcle was 
viable. The tracheal hyaline ca rtil ages maintained 

ni 

thetr horseshoe shape, without d'isrup.tion of cmi

lagi nous <lrch iteclure. and there were chondrocyte 

nuclei .in the lil(Uoac ¡Z81. 

Piglet Model 

Two rcports of Iracheal r.epl.lcement using cryop· 
fcservcJ ~ralís in piglcts we re rcund. MesS'inco el al. 
[JJ ] ne ~ lIcd a Iradlt!a l defec~ covered by ll--day cfy

oprt'scrvcd rr ; ü : h~a (n = 6), or wilh a shaped cryopee

secvcd cartilagt' <lJIOt;r.lfi harves.tcd rrom lhcdonor's 
sC<lpula (n ~ 6) in pigs betwee'n 4 Jnd 5 wceks 0'- ;Ig<:. 

111 bOlh groups, ;t ll rhe animals su rvived 1 momhs 

posloperativdy; lhe- lumen relllained open: and 00 
anim3 ' 1~ liuffcred frorn n:spira.rory di ~ lress. The coro

n;j l sizc ""as slightly reduced, though lhe sagiual lu
men WJS not modified, whjle the rrarne-aJ cin:um
fcrence WilS eeduced. Al! airways wert' lined with 
regenerating epitheliwn and the cartilage was par
lial ly re¡lbsorned and 5ubstituleJ by fibrous tissue. In 
Group 1, thece were no viable chondrocytes within 

Ihe matrix, only empry bcunae, In Group 2, the 
waU \\, ;IS rigid ;Jl1d hisl'OlogicaJly s.catlered isb nds uf 
cartilage wcrc obse.rveJ . Howevc'r. LenOl el al. [31 
reponeJ tha! alter Ira,he¡¡1 tra.nsp l,antation llsing 2-
weck-cryopreservatiQIl gratis, Ihe mean surviv.aJ time 

was 6 da)'s (II = 5); aU rhe animals died o( complete 
obstruction of rheir airway. Grafts w.ere gros.sJy well 

presc.rved Wilhoul anastomotic disJuptiol1, and the 

mech.lnical propcrrjes of rhe graft,> werc preservtd 
d.urinf. (he firsf 5 d<lYs. NevertlLCless. the common 
hiuologlC .finding was extellsivt' necrosis of (he ep
ilh cJiu m, ~ ubmucosa, ;1Oc! cJnilo1;ge o( lhe grans with 

Jn:41s o( int'enioll. Thl! mUCOS.1 Jlld submucosa ha:d 
disappe.lrcd and rhe cartilolg:e sbowed \ 'acuol~ and 

JeaJ cholldrocyres-wilho_Ul nuclei; (hese Ic.sions in · 

duced trach eom.llaci.a. A se nes o( events including 
bacte.ria! inva!lion Jnd there(orc infection. the de
vclopment or granularion, and a 1055 o( rhe dastic 
propcrlics and inspir.aory strengrh 01' rhe ca rti lagi
nom WJII were ¡¡ Iso ob~eJVed. 

Rabbit Model 

Tanaka el aL 137J cva!uated the mo¡phologi
cal changes of 7.,days..cryopreserved tracheal allo
grafts afte r Ira nsplanlation of an orrhotopic tracheal 

A. SOTRfS-V~GA El Al. 
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transplantation o( seven tncheal rings in a grow
ing rabbit model wiLhout immunosuppr~ssion. The 
grafts w(fe al 1 wcck. I monlh. add .1 mOriths aher 
uansplantation. Two out of lhe scven rabbits died of 
pMumonia. AH the grafts wen ~ patcnl al 3 rnonths, 
thoughl10 allo¡tr3flsshowed normal 'g.rowth in length 
or diamelcr. Microscopic findings of lhe :;t llografl 
showed calcificallon of the tracheal Glrtilage with
pUl :111 infiltrarian of infl ammatory eelll; or marked 
lymphocyte prolifcralÍon in lhe' subepithdium. 

Rat Model 

In man n:pom., results wcre oblaincd afier ery
(lp~strvC' d lrarne:d grafls were transplant:ed mainly 
helerotopicJ.lIy. Afler trachea) grafts wt're ortolhopi

c:l lly transplanted and nyoprese.rved &om 1 weck 
Id 24 momhs 1]21. from I lo 3 months (32J. and 
2 months 1261. most animals $urvivcd more Ihan 
from Z 10 3 months. T wo out of th~ 12 mIs died 
wilhin I weck after Ihe operalion [32] . No: steno

sis a r u:ael!eOI1l .1J.óa \Vas obscrved [121. Tracheal 
suno'sis waJO observed in (rom t'Our to ~ig lu rau. 

whc."JI Ihe Irach(',11 graft w;u harvested with more· 

rhan 12 h of W"dml ischemia liml: 1.261; ,he trans
planled $rafis exhibited nomlal epithelium {lZ. 26, 
3ZJ. llm ~e dOlyJO after transplam3rion, rhe epitbe.-üum 
had disappeare.-d , aod in a wee.k had growll spusdy. 

Two monda after (be.- Opeuti01I, Ihe.- t"pithdium and 
tuche .. 1 cartilag(' displaye.-d nonna l histologic struC

lural iotegrity [32}_111C' ca rtilaginous architecfUre ""as 

nOI disrupred, though it de.-creólsed only in lhe num
ber of nuclcated cdls in Ihe c:lrtilage 112. 25]. No 

IYlllphoc}'lic infih ralion was detcc.:u'd in o r under Ihe 

épilhdial layer i11 these JOegmenlS (321. 
.'\fter 7 d3yS [141. 3 monlhs 1201. and from O 

10 9 l110mhs 113, ZiJ o( gra'i cryoprcscrvation, .1 

helcrOtOpic tmdleallr.mspla llt modcl W3S used . .AlI 

(rel' l rachea! gr3fls apPc3rcd normal :md JJso pre-· 

scrvcd their Jurnen rigidiry ll3, 20, 211; Ihe epithe' 
lium wa~ Jelluded ;md had dis:lppcued, irre~~ c l ive 

orlhe ICJl81h orcryoprcscrvation I J 3. 22}: and lhe in

cidence of normal mucociliary cpithclium seemed to 

dccrcase according to increasingly wanncd isdlemia 
fZOJ . Althougb (he lracheas showed normal horse

shoe shapes with l'ully viable chondroc)'tes and iotacl 
carli1agc maHu,. 00 day ¡S a wide range uf ce llu};;¡ r 
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defects was observed in lhe ca.nilagc: mafrU:, which 
dctc:riorated over time·; Ihe hOr.icShoc shape was ulti"

matc:ly deslroycd with 3 ""ide absorpüon of mondro

eylt·s until 3ftcr 2 monlhs posttrnmplanfation (14] . 

11~c villbil ity of Ih·e c-Jrti lage of lhe allografts showed 

3n cxacerbatiog lIcod as .he lenglh of cryopreserva

lion increascd. Trach~:¡l ólUogr.ln mondrocyres un

dergoing cryopreserv3tion had !,;OO1e viablt' {:lrtibtc 

islandJO, and also showed new chondrpcytcs. On the 

other hand, oyopreservcd u:ldu.·aJ a.llogntfb of civer 

6 mOlllhs h:ld no viable: chondroc.:yte!l in the nuclei 

113, 19- 221. Cryoprcse-rvcd rracheal xenorransplants 

wirh lhe 'use ofimmunosupprcssion W.l5 rcpon!!d by 

Hashimolo e-I al. 1231. who tV.llu:lted the syncrglsric 

efreel of cryoprcservation 2nd me use of imJT1uno

s uppr~sion _ ExperimcRIs were performcd with het
erotopic trolOsplanl"arion mod('ls in guinea pigs and 

rJlS; results indicated Lhat the rcjection of guinea pip 
xe nografu in rau ¡s sensiti\lc to FK506. suuestintt an 
importan! role ofT cdls in Ihe re jectiol1 prOCl"Ss. 

DISCUSSION 

TIle managcmenl oC uacheaJ pathology may af

Ien requlre tramea l rcconstrunion, which can be 

hindcrcd by tbe bck of sutliciem tis.suc for SUrgíC31 

rcconnruchon . Although end-lo-cnd anastomosis af

ter resectioll is lhe method of dloice, ib ;;ipplicabil

ily is usually is limitcd, due to me [Jet lhat 5ef,ment 

ddects o f 7 cm probably reprcsent the maximum 

Icngth pOssiblc_ The problcOl of trnche:tl reC()nSlrur 

tio n J.fler cX1cnsivt resectiol1 is slill unrc!.o\ ... ed :md 

rem;¡ins Olle of rhe mO!.1 imporr:ml dl ~lI e ng t:s in 
fradltal surge!)'. Many drons havc been made 10 

repbt·c rh, ITachea usin!! proslhelic m ate r¡ :al~ .oInc..l 

Jurologous tls!tue ... in both ~pcrill1cntd l ;lI1"d diJlIcal 

!>cuings. Up 10 now, many (C,,~ and lis.su!:s, ~I.l(h as 

blood <t·II,. spermatc)1.0.l, cmbryos. pancreatic i!olel. 
blood vcssds. ski.n . C"orne:l, and olllers, have becn c ... ry
(lp re't"rvc-'d . C ryo pr('scrved trdcheall!-n1(u ha", hc-e-n 
invesrig.:ucd by m:lJly authors i.n order 10 discover.1II 
.Ihcmative metilod for r ~pI3,ing rracheóll long, s<,&

menlS in several cXIx:rimentaJ modeh o f tTanspl.al1 ' 
tation. ThesC' methods have been mainly undcn.akeri 

wilhoul immunosuppression. Nevenhdess, contra

dictory rcsu lts ha ve been (epon~ . Wc Ihink lh31 
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I.he (('su.!u migh t hav( beco .. fTeclcd by the anatom

io/ tracheól¡ sizc ofme anim:lJ model, ,he Icngtb of 

lile trachea l cryoprescrved graft. lhe cryopreservation 

mode. lhe duration 01' Ihe ~ryop reserV:uion, and Ihe 

IYPC: of.cryoprotective .aSena. 

Experimenta l modds ó ( tracheal cryoprescrvatton 

have ~(' n made using trac.:he:ls "bwincd f¡om non· 

huin.lh primattl, dogs:. pig.~. rabbiu. :lIId rom, widl 

-varilltions in (a) cryop reservt"d I r~chea l gran siu, lb) 

Ihr. mode of cryoprescrva lion, (e) Ihe Jpplication of 

VJscuJar ptdicles in order lo improvc ¡he hlood sup

ply 10 the I ~nsp'ant< : d tr:lchc:tl segmento Jnd (d) Ihe 

UU' uf immunosuprcssioll .afie:r IrachC.lJ reconstruc

rian. Sorne authms ((!po.l1c:d rr:1dleal trearment be

rore c..ryopreRrvariol1 using Ringcr lactate solutión 

wilh :mtibiofics ("9J. RPMI- 1640 wirh felaf bovioe 

.. rum (FBS) 1111, Dulb<cco'. modifi.d t..I •• 

medium (DMEM) plu. dímethyl.ultoxid, (DMSO), 

FBS. and sucrosc /161. or physiologic ulioc solu

tion ¡ 19J. Ahhough in Olonstudics ¡ rachea I segmellts 

were hOlen and thawed under thermally cont rolled 

conditions. Ihe applic;lt ion fif different freezlng 

solulion, such as hydroxycthyiJpipcr.lzone-(,lhane

sulfon i!! ilcid (HEPES), Euroco llins soluuon (Ee). or 

Dulbccco's moditled Eaglc:"s medium (DMEM) has 

beco used a:s rracheall"fYOpreservation 10 kt:t'p the os

motjc pressurt' balan ce and 10 pf("ven t shock from the 

cold. DMSO. thr ~a l o se, and glycero! have also beeo 

used as cryoprotectivt' agents. D.1rHage 10 rr:u::heal 

cólrtihg-e has oonethdess been reponed. 111e viabiJ

¡Iy orcarti.lage can be: affecu:d by Ihe inddlnite dUr:!

lion ofiu prestrvalion in liqu id nitrogen. Nakanishi 

el 31. reported Ihal a pennis.<¡iblt period of cryopreser

vdrion lime is 3 mOlllhs 112. 25J. heez.ing- slorage 

mClhods affeel Ihe fUl1 clion and dUT:lbiliry of a graft. 

'n ,w :fort", 1c1Og-tcrm s l(lr:r~e of cartilagl' must he in ~ 

\'cstiga lcd in more dcrail in basic rcsea rch models 

of c.:1nilage vi;¡hility. the eva lu:lllon or chondrocyte 

apopl"Osis, and Ihe ;¡ppl icatioll of diffcrent fTec7.. ing 

soluuons other Ihan RPM I-I640, Dulhen·o·s mod

ilied E.lgle's, Eurocnllin~. and TC-lf)9 , whilc la king 

in 10 cons idera tion Ihar ,he u~fulncss of tracheal rt

construcrion Wilh 'CJyoprescJVt:d gr;¡fts after extcnsive 

rest<:tion can Ix in flucnccd by Iracheal intubarion 

damage. wann ischemic ¡ime, and the rrachcal blood 

supply to the tncheallr01llsplanted ~gmen l . 

CONClUSIONS 

. S~me reports indicated both a deplction 01' cp

nhdlUm and a detcrioration of c:mi lage as ao ef

l ~c I of cryoprcscrvatioo 00 u4Icheal grahs. How· 

cver, alter tfaosplamarion, the dooQr epithelia is 

rcpldced by Ihe recípíent ep,ilhdi.um .. Mosl :ullhors 

JgTced thal cryoprcscrvation reduces tracheal aJlo

gcnicity and 1ll00intalns the inlegnty 01' the smooth 

mu~ l c, lhe subcpilhclial tissue, and Ihe epithelium, 

J long wit h mucus prooucfion and ci liary (unction. 

Morcover, a number Qf experimcllu l repo rts dcscrib

ing trd(h~;l l Iransplanulion arter cryopreservlll íoo 

by mcans of oOlentopcxy wilhOut .. n imr.nunoliup. 

prcssam suggcst that cryoprescrvcd tracheal recon

struction c.:ould achieve dinically sa lisfacrory ~ s uJts . 

Allhough Kuuashak el al. [7J reported Ihe use of 

CI')'oprcserved irradiated tr¡lchelll homografls ror la

ryoge.a1 reconstructipn in humaos, the rncma nism 

of IcvasculanzJlioo is 001 knowo , and lhe mClhod 

o( preservillion has nOI beco wdl established. Som:c 

limil:llións of (he procedurc must thefc!fore Ix in

veslig:Hed in more delai l in basic research modds. 

ProbJe rm aS'ioci.ued wi th melhods o( tracheal lr:ms

planration, lhe alen! of grart resection, Ibe ¡mmuno

supprt"ssanl regimcn, the maintenancc of the blood 

supply lO Ihe transpl,;m led. tissue, and Ihe viability 

of the cartiJ age mus! O1lso be resolved befare trache.al 

cryopreserv:.arion can become a dini,cally cSlablished 

pwcedurc. 
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