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Acerca de la Funcion y del Trasplante de Organos

“Habia una vez un pequefio pajaro que nacio sin alas y sus papas se propusieron
consequir 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 pingilinos, pero notaron que esas alas no volaban, hasta que por fin
encontraron un aguilucho que estaba muriendo y dijo, que le donarfa sus alas
cuando ya no las necesitara para que el pequefio bebé pajaro pudiera volar para
stempre”.

*Sebastian Sotres Olavarria

‘Habia una vez una tortuguita que tenia las orejas muy grandes y todas las demas
tortugas le decian orejitas. Cierfo dia nadando en el mar, logré escuchar a lo lejos
que los cazadores de tortugas hablaban entre ellos, que querian atrapar a todas
las tortugas del océano. Oregjitas al escucharlos nado y nadé rapido para avisar
que los cazadores venian 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 pequefios grandes escritores. Campafia de
promocion y desarrollo de literatura infantil. Cancun QR, México. Grupo Sur Editorial Océano.
2004,



RESUMEN

Actualmente, no existen alternativas quirurgicas definitivas para la reparacioén de
lesiones traqueales de gran longitud. La criopreservacion ha demostrado tener
utilidad en el mantenimiento de los parametros estructurales y funcionales en
diferentes células y tejidos. Los procesos de congelacidon y descongelacion
inherentes a la criopreservacion disminuyen la viabilidad celular. La apoptosis es
un tipo de muerte celular controlado por la activacion de caspasas. La caspasa-3
esta implicada en el dano tisular por efecto de la isquemia, reperfusion, hipoxia,
intubacién orotraqueal y criopreservacién. Los modelos experimentales de
reconstruccion con segmentos traqueales criopreservados difieren en los
resultados obtenidos acerca del mantenimiento estructural del cartilago, esto ha
limitado la aplicacién clinica del procedimiento. En este proyecto, se evaluaron las
alteraciones macroscépicas, microscopicas y en la expresion de caspasa-3 que
ocurren en el tejido traqueal por efecto de la solucién, de la temperatura y del
tiempo de congelacion. Mediante las técnicas guirurgicas habituales se obtuvieron
las traqueas de 9 perros mestizos. Las traqueas se cortaron en segmentos (5T) de
5 anillos gue fueron divididos al azar en 8 grupos de estudio (n=6 /grupo) y
sometidos a criopreservacion durante: 48 horas a (-70°C) (Grupos 2y 3), 15 dias a
(-70°C) (Grupos 4 y 5), 48 horas a (-70°C} + 15 dias de almacenamiento
inmediato posterior en nitrégeno liquido (NL) (-196°C) (Grupos 6y 7) y 15 dias a (-
70°C) + 15 dias de almacenamiento inmediato posterior en NL (-196°C) (Grupos 8
y 8). Se incluyd un grupo control (Grupo 1) en el que los ST no fueron sometidos a
ningun tipo de criopreservacion. Las soluciones de criopreservacion utilizadas
incluyeron medio F12K complementado con 20% de Suero Bovino Fetal (SBF)
(Grupeos 2, 4, 6 y 8) y SBF al 90% (Grupos 3, 5, 7 y 9). Concluido el tiempo de
criopreservacion, los ST fueron descongelados, enjuagados en medio F12K,
sumergidos en formol al 10%/24 horas y cortados en anillos. Los anillos medio y
de ambos extremos (superior, e inferior) (n=54/grupo de estudio) fueron
procesados para evaluaciones microscopica del tejido traqueal y de la expresion
de caspasa-3 por inmunochistoquimica, éstas se realizaron inmediatamente
después de la obtencion de los ST en el grupo control y una vez concluido el
tiempo de criopreservacion en el resto de los grupos de estudio.
Independientemente de la solucién, de la temperatura y del tiempo de
congelacidn, la criopreservacion provoca: alteraciones en fa tincion del cartilago,
estas fueron mas evidentes en el anillo localizado en el extremo inferior del ST y
una disminucion en el porcentaje de los condrocitos nucleados ubicados en la
regidon central del anillo de cartilage. El uso de SBF como solucion de
criopreservacion y el almacenamiento de los segmentos traqueales en NL genera
alteraciones importantes en la matriz del cartilago y una disminucidén importante en
la expresion de caspasa-3 en tejido traqueal, estos resultados sugieren que la
criopreservacion no ocurre de manera homogeénea ni a lo largo del ST ni a lo largo
del anillo de cartilago, el uso de SBF con NL compromete la consistencia del
cartilago y la expresion de caspasa-3 en el tejido traqueal no refleja el dafio
ocasionado por efecto de la criopreservacion.
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ABSTRACT

At the moment, there are not definitive surgical alternatives for tracheal lesions
longer than 6 cms. Cryopreservation has showed to be useful keeping the structure
and function in different cells and tissues. The freezing and thawing processes of
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 intubation and cryopreservation. The
research works of experimental tracheal reconstruction with cryopreserved tracheal
segments are controversial, showing a wide range of structural damage in tracheal
cartilage, limiting its clinical application. This research work assessed the
macroscopic and microscopic changes as well as Caspase-3 expression in
tracheal tissue with 2 cryopreservation solutions, temperature and freezing storage
time. Nine tracheas were harvested from nine 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% formaldehyde during 24 h and cut in single
tracheal rings. The superior, inferior and middle rings (n=54/group) were evatuated
macroscopic and microscopically to assess tracheal tissue changes, and
immunohistochemicalty for Caspase-3  expression after finishing the
cryopreservation time. The same evaluation was carried out in group 1 tracheas,
immediately after harvesting. Cryopreservation alters cartilage staining,
independently of cryopreservation medium, temperature and freezing storage time.
This staining change is more evident in the inferior ring of the TS. The percentage
of nucleated chondrocytes were decreased in the central portion of the cartilage’s
ring. The FBS medium used in LN storage, evoked important changes in cartilage
matrix as well as a pronounced decrease of Caspase-3 expression in tracheal
tissue. These results suggest that cryopreservation is not homogenous, neither on
the TS nor the cartilage ring. The FBS + NL alter cartilage consistency. Finally,
Caspase-3 expression in tracheal tissue does not show the damage caused by
cryopreservation.
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1. INTRODUCCION
1.1. Generalidades

La traguea es una via aérea de conduccion, su funcidén basica es permitir el paso
del aire hacia y desde los pulmones, desde el punto de vista histoldgico, esta
integrada por anillos de cartilago interconectados entre si, que constituyen la
estructura de soporte y mantienen la permeabilidad de la luz. Fundamentalmente,
existen diferentes alteraciones traqueales relacionadas con la funcidn del cartilago,
que con base en el numero de pacientes gque ingresan anuaimente al Instituto
Nacional de Enfermedades Respiratorias, incluyen principalmente y en orden de
frecuencia, estenosis (disminucién de la luz), tumores y malacias (reblandecimiento
del carttlago). Estas alteraciones, son capaces de provocar en el paciente, un

colapso dinamico con  obstruccidon de la via aérea e insuficiencia respiratoria (1).

El tratamiento de eleccidon para los pacientes que presentan este tipo de
patologia, consiste en resecar de manera definitiva el segmento traqueal dafado, sin
embargo, es importante mencionar que este procedimiento, es util exclusivamente
para la reparacion de defectos tragueales con una longitud maxima de 7cm, o que
excluye a los pacientes portadores de lesiones ¢con mayor extensién, en los que es
necesario entonces, tratar de paliar la insuficiencia respiratoria ocasionada por
obstruccién de la via aérea mediante la aplicacion de procedimientos recurrentes y
no definitivos como traqueostomias, aplicacion de rayo laser, dilataciones traqueales

0 colocacion de diferentes tipos de “stents” (1,2).

Actualmente, no existen estrategias quirurgicas definitivas para la reparacion de
lesiones traqueales mayores de 7cm, a pesar de numerosos intentos realizados con
protesis sintéticas, tejidos autdlogos y trasplante traqueal, sin embargo, con ninguna
de estas alternativas ha sido posible realizar una reconstruccién funcional, ya que
con todas ellas se generan complicaciones como devascularizacién, estenosis,
necrosis, dehiscencia, infeccion, reacciones inmunolédgicas y la formacion de tejido

de granulacion, 10 que demanda la busqueda de una estrategia quirtirgica definitiva



para los pacientes portadores de exiensas lesiones en los que no existe la
posibilidad de realizar una reseccion traqueal y debe de resolverse la insuficiencia

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

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

importante, que exige la busqueda de estrategias quirdrgicas contundentes.

Considerando que con la practica de la criopreservacion, ha sido posible mantener
diferentes células y tejidos durante periodos prolongados de tiempo sin dafar la
estructura, la funcién y la actividad bioquimica de los mismos, se han desarrollado
disefos experimentales de reconstruccion, en los que tradicionalmente, una vez que
se crea un defecto mediante la reseccion de un segmento traqueal de varios anillos
de longitud, la lesidn se repara por sustitucibn de un segmento traqueal
criopreservado de igual longitud, sin embargo; aunque en estos disefios esta bien
establecido que al parecer, la criopreservacion ejerce un efecto inmunomodulatorio
sobre el tejido traqueai al favorecer el desprendimiento del epitelio, reduciendo la
antigenicidad del injerto utilizado en la reconstruccion, los resultados reportados
acerca del efecto que ejerce la criopreservacidn sobre el cartilago, son

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

Es posible, que los segmentos de tréguea criopreservados representen una
opcion viable para la reconstruccion de las lesiones traqueales de gran longitud y es
necesario, continuar con el desarrollo de protocolos de investigacion capaces de
reflejar el efecto que ejercen diferentes condiciones de congelacion sobre el tejido
traqueal, hasta establecer la temperatura, el tiempo y la solucién de criopreservacion
que en conjunto, permitan mantener sin alteraciones la integridad estructural del

cartilago al mismo tiempo que favorezcan la destruccion del epitelio.



1.2. Antecedentes Bibliograficos

La criopreservacion es una técnica que ha demostrado tener utilidad en el
mantenimiento estructural y funcional de diferentes células y tejidos, es
probablemente el método mas efectivo para la proteccion de los parametros
morfologicos y bioguimicos, ésta, consiste basicamente en sumergir el biomaterial
que se desea preservar dentro de una solucidbn adicionada con un agente
crioprotector capaz de evitar o de disminuir el dafio osmotico y mantenerlo
almacenado bajo temperaturas extremas de congelacion, tal como con el uso de
nitrégeno liquido (~196°C = -321°F) (2).

Los disefios experimentales de criopreservacion para segmentos traqueales
cubren escencialmente el mismo procedimiento, considerando que ademas de la
solucion, de la temperatura y del tiempo de congelacién, intervienen dos factores
adicionales que incluyen el modelo animal utllizado y la longitud del segmento

traqueal sometido a criopreservacidn, el cual, es utilizado en la reconstruccidn (2).

Estas variables {(modelo animal, longitud del segmento tragueal, solucién, tiempo
y temperatura) integran en conjunto, las condiciones experimentates en que se
realiza la criopreservacion y se establecen con base en las hipdtesis propuestas de
manera padticular por los diferentes grupos de trabajo a nivel mundial, 1o que
determina y diferencia los tratamientos de criopreservacion a los que han sido
sometidos los segmentos traqueales. La continua modificacion de los tratamientos
(solucion, tiempo y temperatura) de criopreservacion para segmentos traqueales de
tongitud vanable y obtenidos de diferentes modelos animales ha generado resultados
contradictorios, por ejemplo; los resultados reportados del efecto que ejerce la
criopreservacion sobre el cartilago de un segmento traqueal obtenido de un modelo
experimental de rata, con una longitud de tres anillos y congelado durante 15 dias a
(—85°C) en solucién de eurocollins adicionada con 20% de suero bovino fetal (SBF)
+10% de dimetilsulféxido (DMSO) son diferentes a los reportados al criopreservar un

segmento tragueal de diez anillos de longitud obtenidoc de un modelo experimental



porcino y criopreservado durante 6 horas a (-140°C) en forma previa a su
almacenamiento en nitrogeno liquido (—196°C) durante 12 meses, utilizando como
solucién de criopreservacion medio DMEM adicionado con 15% de SBF + 10% de
glicerol + 10% de DMSO. A continuacién se puntualizan los parametros gue
modifican intrinsecamente y diferencian los disefios experimentales de

criopreservacion traqueal.

1.2.1. Modelo animal y longitud del segmento traqueal

Los disefios experimentales de reconstruccion con segmentos traqueales
criopreservados se han desarrollado utilizando diferentes especies animales que
incluyen, ratas, conejos, perros, cerdos, primates no humanos que basicamente,
pueden dividirse en "donadores” y “receptores” del segmento traqueal sometido a
criopreservacion. Mediante la aplicacion de las tecnicas quirurgicas habituales que
incluyen, diseccion y seccion quirtrgica del organo, en los animales “donadores” se
procura la traquea, que es procesada para la obtencion de varios segmentos que son
sometidos a criopreservacion; mientras que en los animales “receptores; se reseca
un segmento traqueal para crear un defecto quirurgico, el cual es reparado al
sustituir el segmente tragueal resecade con un segmento traqueal criopreservado de

iguat longitud.

De acuerdo con la literatura, la longitud del segmento traqueal sometido a
criopreservacion y utilizado en la reparacion, ha variado entre 3 y 10 anillos, lo que
aunado a las dimensiones anatémicas de la traquea implicitamente determinadas por
el modelo animal utilizade y que difieren drasticamente entre algunas especies,

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

1.2.2. Solucion de criopreservacion

En los disefios de criopreservacion para segmentos traqueales, tradicionalmente
se han empleado como soporte para la congelacion, diferentes medios de cultivo
celular como RPMI-1640 (Roswell Park Memorial Institute), DMEM (Dulbecco's



Modified Eagie's Medium) y TC-199 (Tissue Culture) ademas de la solucion de
Eurocollins, ampliamente utilizada para la preservacion de diferentes érganos con
fines de trasplante. Todas estas soluciones de criopreservacidon se han
complementado con la adicién de suero bovino fetal y agentes crioprotectores en

concentracion variable (2).

La incorporacion de agentes crioprotectores a la solucidn de preservacion, en
forma previa al procesc de congelacion disminuye el dafio tisular ocasionado por
efecto de la criopreservacion. Entre los agentes crioprotectores mas investigados en
la congelacion de segmentos traqueales con objeto de mantener las caracteristicas
histologicas y las propiedades mecanicas de la traquea, se encuentran el
dimetilsulféxido (DMSO) vy el glicerol, solos o en combinacion con (Hidroxietil-
piperazona-etano-acido sulfénico) HEPES y albumina. También se ha reportado el
uso de trealosa, un disacarido que actia reemplazando las moléculas de agua que

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

1.2.3. Temperatura de congefacion

El dafio tisular por efecto de la congelacion, se clasifica coma “directo” cuando
depende del rango de temperatura. En general, los disenos experimentales de
criopreservacion para segmentos traqueales incluyen un proceso de congelacion
programada dentro de untracengeladores, en 10s que la temperatura se disminuye de
manera gradual entre (-1°C/minuto) y (-5°C/minuto) hasta alcanzar un rango que
habitualmente fluctia entre {(-80°C) y (-100°C). Durante este proceso, ocurren
alteraciones celulares que en su mayoria, se presentan cuando el tejido alcanza la
denominada “temperatura de nesgoe” que oscila entre (0°C) y (-60°C), sin embargo, al
parecer, una diminucion gradual a razéon de (-1°C/minuto) evita la cristalizacion que

ocurre durante el proceso de congelacion (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



segmentos tragueales en nitrogeno liquido (-196°C, fase de vapor). Con base en la
temperatura de congelacion que ha sido utilizada, asi como en el uso de nitrégeno
liquido, es posible clasificar, los modelos experimentales de reconstruccion
basicamente en dos tipos: a) modelos experimentales de reconstruccion que han
sido realizados con segmentos traqueales congelados bajo un rango de temperatura
que fluctua entre (-60°C) y (-140°C) seguido del almacenamiento inmediato posterior
de los segmetos traqueales en nitrogeno liquido (3-18) y b) modelos experimentales
de reconstruccion que han sido realizados con segmentos traqueales congelados
bajo un rango de temperatura mas homogéneo que fluctia entre (-80°C) a (-85°C)
sin el almacenamiento inmediato posterior de los segmentos traqueales en nitrégeno
liquido {19-22).

1.2.4. Tiempo de criopreservacion
El dafio tisular por efecto de la congelacion, se clasifica como “indirecto” cuando
se presenta como consecuencia de un periodo prolongado de criopreservacion. “*
Independientemente de que los modelos experimentales de reconstruccion =
contemplen o no el almacenamiento de los segmentos traqueales en nitrégeno -
liquido, las reparaciones quirurgicas reportadas en la literatura advierten que éstas,
se han realizado utilizando segmentos fraqueales que fueron criopreservados 0 |
durante periodos de tiempo disimiles que van desde 7 hasta 730 dias. Al respecto,

algunos autores refieren que los periodos prolongados de criopreservacion favorecen =

;

el deterioro del epitelio y del cartilago (14,15,19,22,), mientras que otros indican, que
la viabilidad del cartilago y las alteraciones isquémicas que se presentan en el tejido
traqueal por efecto de la congelacidn, no muestran diferencias importantes al

incrementar el tiempo de criopreservacion (16,18),

Una vez transcurrido €l tiempo de criopreservacion y en forma previa inmediata al
momento de realizar la reconstruccion, el esquema para descongelar los segmentos
traqueales incluye en su mayoria, un rango de temperatura que fluctiia entre (35°C) y

(42°C) lo gue minimiza el tiempo necesario para disipar fa formacién de hielo (2).



En resumen, se han criopreservado segmentos traqueales de longitud variable
obtenidos de diferentes modelos animales, empleando como soporte para congelar
los segmentos de traquea 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 congelacion y
descongelacién inherentes al proceso de criopreservaciéon disminuyen la viabilidad
del epitelio lo que ejerce un efecto inmunomodulatorio sobre el tejido traqueal,
disminuyendo la antigenicidad del injerto utilizado en la reconstruccion, sin embargo,
también disminuye Ja viabilidad del cartilago, b) en forma posterior a la
reconstruccion, el epitelio se regenera. La morfologia del segmento criopreservado
obtenido del donador se adapta a la traquea del receptor, aun en ausencia de una
terapia inmunosupresora. El epitelioc del receptor, migra graduaimente 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 €l
cartilago, el cual puede permanecer severamente dafiado como consecuencia de la
congelacion (2), ¢) los resultados reportados acerca del efecto que ejerce la
criopreservaciéon sobre el cartilago son heterogéneos vy atribuibles, muy
probablemente a las diferencias que existen entre las temperaturas y los tiempos de
criopreservacién que se han utilizado, esta bien establecido que las alteraciones en
el mantenimiento estructural del cartilago interfieren con la funcidon y con la
durabilidad del injerto utilizado en la reconstruccidn, lo cual, es importante
mencionarle dado que la pérdida del apoyo cartilaginoso por traqueomalacia provoca
estenosis, colapso dinamico y obstruccidn de las vias aéreas (1,2} y d} destacan la
importancia de la realizacion de proyectos experimentales relacionados con el
mantenimiento del cartilago hasta encontrar las condiciones de criopreservacion
adecuadas gue permitan asegurar la calidad del tejido tragueal para su uso en una

reconstruccion.

Las alteraciones en el cartilago ocasionadas por efecto de la criopreservacion,

estan relacionadas con las complicaciones postoperatorias. En forma posterior a Ia



criopreservacion y previa a la reconstruccion, los segmentos tragueales
criopreservados muestran aparentemente la estructura normal caracteristica, con
mantienimiento de la via aérea permeable, sin traqueomalacia, viabilidad celular y
con la matriz cartilaginosa intacta, estad reportado que después de la reconstruccion
puede presentarse contraccidn del tejido cartilaginoso (3), dislocacion de los anilios
tragueales (1,23), calcificacidn del cartilago traqueal (4), pérdida de las propiedades
elasticas y estructurales de las paredes del cartilago (5), destruccion de los anillos
tragqueales o absorcion del carilago (1,2,5,6,19,20,24) y como consecuencia,
obstruccion de la via aérea con falla respiratoria aguda acompanada de estenosis y/o
traqueomalacia (1,2,5,6,19,24). La presencia de estenosis depende del daio en el
cartilago y se acompana de la perdida de tejido con presencia de fibrosis (25),
mientras que la regeneracion del cartilago mantiene la integridad del lumen traqueal
(26).

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

de criopreservacion reportados hasta el momento.
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Cuadroc ¥ 1. Modelos experimentales de criopreservacién tragueal. Unicamente 3 autores reportan tratamiento pre-criopreservacion del segmento traqueal: RPMI-1640+SBF (3},
DMEM +DMSO+S5BF+Sacarosa (12) y con la misma solucién de criopreservacion (11). Abreviaturas: Anillos (&), cm (centimetro), Medio de cultivo tisutar (TC). Dimetil Sulféxido (DMSO), Suero
Bovino Fetal (SBF), Hydroxi-Etil-Starch {HES), Hydroxi-Etil-Piperazona-Etano-Acido Sulfonico (HEPES), Selucidn EuroCelling (E().Medio Dulbecco Modificada de Eagle (DMEM), Medio Roswell

Park Memorial Institute (RPMI). —: desde-hasta,  d=dla, s=semana, m=mes. *Lavados serados disminuyendo de manera gradual la concentracién de DMSO.



1.3.Traquea
1.3.1. Anatomia

La traquea, es un dérgano 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 cartilago cricoides a nivel de la sexta vértebra cervical, desciende por
delante del eséfago, ingresa al torax y se dirige hasta el mediastino en donde en la
carina, a nivel de la cuarta o quinta vertebra foracica se bifurca en los dos bronguios

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

Cartilago °
cricoides

Py Anilles de

cartilago
Bronguio *—
principal ® Bronguio
izquierde principal
derecho

Figura 1: Traquea y bronquios principales

La traquea esta formada por anillos de cartilago en forma de “C”, incluidos dentro
de tejido muscular liso a intervalos regulares e incompletos por la parte posterior en
donde se unen a través de una membrana elastica a la que se denomina porcion
membranosa de la traquea (Figura 2). Cada anillo de cartilago se conecta al anillo
adyacente por tejido conectivo fibroelastico. El cartilago cricoides de la laringe que

surge con el primer anillo traqueal, es el tnico anillo cartilaginoso completo (1,27,28).
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Anillos de
cartilago

Membrana
elastica

Figura 2: Vista endoscopica de la traquea
{Imagen, Departamento Cirugia Experimental, INER)

1.3.2. Irrigacion

La traquea recibe irrigacion de las arterias tiroidea inferior, subclavia, intercostal
superior, mamaria y de la arteria bronquial media. Estas arterias originan
anastomosis paralelas a la traquea de las que surgen vasos que ingresan en el tejido
cartilaginoso. Estos vasos, originan una red que nutre a la mucosa traqueal. Las

arterias esofagicas irrigan la parte membranosa de la traquea (1,28).

1.3.3. Inervacién

En la inervacion de la traquea intervienen fibras simpaticas y parasimpaticas del
sistema nervioso autdbnomo. La estimulacidn simpatica relaja el masculo bronquial,
inhibe la secrecion glandular y causa vasoconstriccion a traves de las fibras
simpéticas de los ganglios cervicales y del tronco simpatico. Las fibras que llevan los
impulsos a la parte aita de la trdquea ascienden por la cadena simpatica y forman
sinapsis en los ganglios simpaticos cervicales con las fibras pasganglionares que van

a la parte baja de la traquea, en su mayor parte a través del plexo pulmonar (1,28).
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Las fibras parasimpéticas son ramas craneales de los nervios vago y laringeo
recurrente, las cuales controlan la contraccion del musculo tfragueal, la secrecion
glandular y la vasodilatacion. Todas las fibras parasimpaticas preganglionares
eferentes que se dirigen hacia la traquea, al igual que las que provienen del cuerpo y
del cayado aodrtico, estan incluidas en el nervio vago; mientras que las fibras que
parten del seno y del cuerpo carotideo lo hacen por el nervio glosofaringeo (Figuras
3y4)(1,28).

A cardbde comin &+ Tirokiea

plamimp-'lilce
Triquea

W cervierl
venira

2 - 3 Liingeo

L fecumente

A vigh
¥. Froidea
Yena yugular interma
Figura 3: Irrigacidn g inervacioén traqueal Figura 4. Arleria tiroidea, vena tircidea y

nenvio vago

1.3.4. Fisiologia

La traquea es una via aérea de conduccidon, su funcion basica es permitir el paso
del aire hacia y desde los pulmones. Las fibras elasticas longitudinales permiten el
descenso traqueal en la inspiracion y junto con los pediculos pulmonares su

elasticidad ayuda a Ja retraccidn pulmonar durante la espiracion (1,29).
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lLa traquea participa en la conduccion, en el acondicionamiento (calentamiento,
humidificacién) y en la depuracion del aire inspirado ya sea por la nariz o boca hacia
las zonas de intercambio gaseoso, posee funcion mucociliar, interviene en la

proteccidn de las vias respiratorias bajas y en el proceso de fonacidn {1,29).

1.3.5. Histologia

La trAquea esta 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 ciliado y una lamina propia
fibroelastica), 2) La submucosa (tejido conectivo), 3) Los cartilagos hialinos y 4) La

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

La mucosa esta formada por epitelio pseudoestratificado ciliado que tiene como
funcién actuar como una barrera protectora, ya gque produce moco, que filtra y
remueve a través de los cilios las particulas atrapadas en él hacia la parte proximat
de la traquea, ademas de una lamina propia de tejido conjuntivo laxo compuesta
principalmente de fibras elasticas. La submucosa, separada de la mucosa por una
membrana elastica, esta integrada por una capa de fibras elasticas entremezcladas
con abundantes fibras colagenas. La capa submucosa termina en donde las fibras

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

El cartilago traqueal es de tipo hialino, esta revestido por pericondrio que se
contina con un tejido conectivo fibroso que une a los cartilagos entre sl y cuya
funcion es proporcionar estabilidad a la traquea. La brecha entre los extremos libres
de los cartilagos en la parte posterior de la traquea y adyacente al eséfago, esta
cubierta por tejido fibroelastico y musculatura lisa. Las glandulas son especialmente
abundantes en la brecha libre del cartilago de la porcidon posterior de la traquea,
algunas atraviesan Ja capa muscular en este sitio, por 1o que también forman parte
de la adventicia. Los anillos de cartilago y el musculo traqueat separan la submucosa

de la adventicia. L.a adventicia es la cubierta externa de la traquea y se encuentra
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formada por tejido conectivo laxo y su funcidén es unir a la traquea con los tejidos
adyacentes del cuello y el mediastino y es periférica a los anillos cartilaginosos y al

musculo traqueal (1,30).

Submucosa
Epitelio
Pericondrio
Cartilago
Masculo
liso
Adventicia

Figura 5: Histologia traqueal (Tricrémica de Masson, 10X}
{Imagen, Departamento Cirugia Experimental, INER)

1.3.6. Cartilago traqueal

El tejido cartilaginoso es una modalidad especializada del tejido conjuntivo de
consistencia firme que carece de vasos sanguineos, linfaticos y nervios. El cartilago
tragueal {(Figura 6) es de tipo hialino, se encuentra cubierto por una capa de tejido
conjuntivo denso denominado pericondrio responsable del aporte sanguinec y de la

eliminacion de los restos metabdlicos (1,30).
El cartilago esta integrado por células denominadas condrocitos y por el material

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

macromoléculas de proteoglicanos y glicoproteinas estructurales que rellena el
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gspacio entre las células y las fibras del tejido conjuntive {30). Los condrocitos
renuevan las macromoléculas de la matriz del cartilago, sintetizan colageno

principalmente de tipo I, 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 mas condrocitos. En la periferia del
cartilago hialino, los condrocitos presentan una forma alargada con su eje mayor
paralelo a la superficie mientras que en la parte central, son mas redondeados vy
aparecen en grupos isdgenos hasta de ocho células que se originan en un unico
condroblasto (Figura 7) (30).

Figura &: Cartilago traqueal (Hematoxilina-Eosina, 10X}
{Imagen, Departamento Cirugia Experimental, INER)
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Figura 7: Cartilago traqueal (Hematoxilina-Eosina, 40X)
{Imagen, Departamento Cirugia Experimental, INER)

La consistencia firme del cartilago se atribuye a las uniones covalentes de los
glucosaminoglicanos sulfatados que forman parte de los proteoglicanos, los cuales
interactlan con las fibras de colagena y con tas moléculas de agua unidas a los
grupos sulfato de estos mismos glucosaminoglicanos. Esto mantiene la rigidez de la
matriz extracelular, la hace resistente a la deformacién y le confiere plasticidad al
tejido. La cualidad mecanica fundamental de los proteoglicanos es proporcionar una
alta compresidon hidrostatica interna al cartililago, que es semejante a la de un
amortiguador (30). En el cartilago, la mayor parte de los proteoglicanos interactian
especificamente con el acido hiaiurdnico y forman estructuras agregadas gue
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 celulas, las fibras y las macromoléculas de la matriz extracelular con los
condrocitos. La fibronectina y la laminina son glicoproteinas estructurales del tejido
conjuntivo que promueven la unidn entre las células con las fibras de colagena y los
glucosaminoglicanos, asi como con la matriz extracelular de las membranas basales

(lamina basal} y las células respectivamente (30).
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Los anillos de cartilago forman una estructura de soporte para las paredes
anterior y lateral de la traquea, le confieren rigidez al mismo tiempo que permiten los
movimientos de flexion, extension y torsion, mantienen la permeabilidad de la luz
durante la respiracion forzada, durante la espiracion y cuando se presentan accesos
de tos. La pérdida del apoyo cartilaginoso permite el colapso dinamico y obstruccion

de las vias respiratorias (1,34).

1.3.7. Patologia traqueal

Desde mediados del siglo veinte, se ha realizado investigacion clinica-quirurgica
para resolver diferentes tipos de patologia traqueal, desafortunadamente, hasta la
fecha, no se cuenta con avances substanciales médico-quirtrgicos que resuelvan,
lesiones extensas de este érgano. La traqueostomia se practica desde hace muchos
anos, mientras que las plastias o reconstrucciones de traquea, como parte de la
cirugia general de tdrax, llevan poco tiempo de realizarse (1,35,36). El pensamiento
gue se tenia de que “el cartilago traqueal dificilmente cicatrizaba y que la maxima
extension, que se podia resecar de la traquea eran dos o tres anillos”, origind que se
incrementara la investigacion quirurgica para resolver, traqueopatias con extensiones
mayores a dos centimetros. El pionero en la busqueda de soluciones para esta
patologia es el Dr. Hermes C. Grillo, quien ided diferentes procedimientos
quirirgicos, para poder resecar mas de “dos o tres anillog” (2.1 anillos por
centimetro), logrando buenos resultados en extirpaciones de 4 cm (1,37,38). En
Meéxico, en 1954, Pacheco y cols., publicaron un trabajo de alotrasplante traqueal en

“fresco” en el que describen la destruccidn y fibrosis del injerto (39).

El tratamiento de eleccidn para diferentes alteraciones traqueales como estenosis
(Figura 8), malacias, neoplasmas (Figura 9) y malformaciones congénitas entre otras,
incluye una reseccion guirurgica con anastomosis termino-terminal (Figuras 10-13),
sin embargo, este procedimiento presenta dos inconvenientes importantes: 1)
frecuentemente estd obstaculizado por la falta de tejido sano y 2) es Util

exclusivamente en reparaciones que comprometen menos de la mitad de la longitud
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de la traquea en adultos (1,2,5,13,40) y hasta la tercera parte de la longitud traqueal
en nifios {2,5,9,13,40,41), con lo que la aplicacién del procedimiento se limita a la

reconstruccidon de segmentos tragueales con una extensién entre 5 y 7 ¢cm
(2,8,19,42).

Figura . Imagen de una estenosis traqueal Figura 9: Imagen de un neoplasma en humang
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Figura 11: Reseccian de los anillos
raqueales

Figurg 12: Puntos separados durante Figura 13: Anastomosis traqueal
la realizacion de la anastomosis finalizada

(Imagenes, Departamento Cirugia Experimental, INER)

Asi que, por lo extenso de las lesiones traqueales y por no ser posible la
anastomosis término-terminal, se idearon ‘“protesis de diferentes materiales
sintéticos”, para sustituir a la trdquea y dar una solucidn mas definitiva a la
insuficiente ventilacion que sufren estos enfermos (1,2,43-45). Actualmente, no
existen estrategias quirtrgicas definitivas para la reparacion de defectos traqueales
mayores de 7 ¢m, a pesar de que para tratar de reparar la lesion se han utilizado

numerosas opciones tanto sintéticas como bioldgicas (Figura 14) que incluyen el uso
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de protesis de diferentes materiales  (dacrdn,  silicdn,  poliuretano,
politetrafluoroetileno, propilenc y metal), tejidos autdlogos (fascia, piel, hueso,
periostio, cartilago, pericondrio, musculo, eséfago, pericardio, duramadre, intestino
delgado; asi como el uso de “colgajos” para favorecer la vascularizacion)
(1,2,10,17 46-50), trasplante traqueal con aloinjertos no vascularizados (1) aloinjertos
frescos desvascularizados, aloinjertos 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 armazon de un polimero sintetico biodegradable (1). Sin embargo, con ninguna
de estas alternativas quirirgicas ha sido posible realizar una reconstruccion funcional
(2,40,41,51), ya que con todas ellas se generan complicaciones como
devascularizacion, estenosis, necrosis, dehiscencia, infeccidn, reacciones

inmunologicas y la formacion de tejido de granulacion (2,3,6,19).

Esto hace ver que el alotrasplante tragueal se encuentra en la actualidad en fase
experimental, no es una realidad clinica y demanda como solucién potencial la
busqueda de una bioprotesis biocompatible con el receptor, que sea de tamano
suficiente para realizar la reparacion, que asegure estabilidad mecanica, rigidez
estructural, una vascularizacién adecuada y promueva la cobertura del lumen con
epitelio ciliado en ausencia de tejido de granulacion (2-6,41,52,53) considerando que
el trasplante inmediato ha demostrado no ser funcional. Toda esta problematica ha
causado en diferentes paises, que las investigaciones quirtrgicas de reconstruccion
traqueal se enfoquen prioritariamente a la preservacion de segmentos traqueales a
través de diferentes tecnicas (por ejemplo, criopreservacion) para ser transplantados
en individuos de la misma especie, portadores de extensas lesiones, en los gque 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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Aungue la criopreservacion ejerce un efecto inmunomodulatorio sobre el tejido
traqueal reduciende la antigenicidad del injerto utilizado en la reconstruccion,
atribuible a una disminucién en la expresidn del antigeno clase Il como consecuencia
del desprendimiento que ocurre en el epitelio y en las glandulas por efecto de la
congelacion y de la descongelacion, el ciclo congelacion-descongelacion inherente al
proceso de criopreservacion, genera, al mismo tiempo, pérdida de la viabilidad
celular en el cartilago, lo que afecta la funcion del injerto utilizado en la
reconstruccion, generando la busqueda 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 reconstruccion.

Figura 14: Diferentes tipos de protesis y bioprotesis traqueales
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1.4. Muerte Celular y Caspasa-3

La apoptosis, es un mecanismo de muerte celular programado que se caracteriza
por cambios bioquimicos y morfologicos bien definidos, se ha propuesto como un
evento critico para mantener la homeostasis celular y se restringe a células
individuales con la produccidn de citocinas que inhiben la inflamacion, y sin la

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

La muerte celular por apoptosis comienza con la fase de iniciacion, la cual ocurre
en respuesta a sefales externas, cambios farmacolégicos, fisioldgicos o patologicos
en las condiciones celulares internas por efecto de diferentes estimulos, tales como
radiaciones, quimioterapia, hipoxia, temperatura, pérdida de adhesion celular,
glucocorticoides y factores de crecimiento. Continta con la segunda fase, conocida
como fase de activacion, en la que sucede el reconocimiento y la transduccion de la
sefial de muerte celular, cuyo resultado metabdlico conlleva a la tercera ¢ ultima
fase, que es la conocida como fase de ejecucion de la muerte celular. En esta fase
se hidrolizan las proteinas de la lamina nuclear, ocurre la fragmentacion del acido
desoxiribonucleico (ADN} y del contenido celular con deterioro de la morfologia
celular (56-59).

Entre los cambios morfoldgicos que ocurren en la célula durante la fase terminal
de la apoptosis se incluyen la condensacién y fragmentacién de la cromatina nuclear,
condensacion del citoplasma, engrosamiento del reticulo endoplasmice, disminucién
del tamafio celular, pérdida de la estructura de la superficie celular y la formacién de
cuerpos apoptdticos, los cuales son fagocitados por células vecinas o por
macrofagos (56-61), (Figura 15).
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Figura 15. Los cambios morfolbgicos que ocurren la célula (A) durante la muerte celular por apoptosis incluyen
disminucién del tamafio celular, condensacion de la cromatinag nuclear, (B}, fragmentacién del acido
desoxiribonucleico {C) v la formacién de cuerpos apoptdticos (D} que son fagocitados por macroéfagos o por
células vecinas (E). (The Science Creative Quarterly, Philip Yau. www.scq.ubc.cafapoptosis)

Las caspasas {(cistein aspartato-proteasas) son las enzimas gue median las fases
de activacién y ejecucion durante la apopiosis, se identifican de manera individual
con un numero asignado de acuerdo con el orden de su publicacion (60),

constituyen la familia denominada enzimas responsables de la conversidn del

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

cisteinil-aspartato proteasas que participan en la muerte celular por apoptosis con
mecanismos de accidon similares pero con modelos de actividad y especificidad
diferentes que se activan mediante la hidrélisis en secuencias especificas de cuatro
residuos gue cortan un enlace peptidico localizado estrictamente después de un

restduo de acido aspartico (62).

Las vias de sefalizacion a través de las que procede la muerte celular por

apoptosis incluyen: a) la via extrinseca que requiere de la activacién de la caspasa-8
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principalmente y esta mediada por receptores de muerte localizados en la membrana
plasmatica (por ejemplo FAS o APO1), activados por ligandos de muerte especificos
(FasL para FAS o APO1) promoviendo fa oligomerizacion del receptor y Ja proteina
adaptadora (FADD), y b} la via intrinseca, en la que ocurre despolarizacion de la
membrana mitocondrial, acompafnada generalmente de la liberacion de citocromo C y
activa principalmente la caspasa-9. La activacion de proteinas pro-apoptéticas (Bid,
Bim) de la familia de Bcl-2 promueve la liberacién de citocromo-¢ que activa un
complejo proteico (apoptosoma) que activa directamente a la caspasa-9. Ademas de
la salida de citocromo ¢ desde la mitocondria ocurre la liberacion de otra proteina
(SMAC/DIABLO)} que neutraliza a los inhibidores de las caspasas (JAPS). La via
mitocondrial puede conectarse también con la via de receptores de muerte, ya que
una vez activada la caspasa-8 por dichos receptores, esta caspasa activa a la
proteina Bid, lo que provoca la apertura del poro mitocondrial y la activacion de la
caspasa-9 (Figura 16). En los mamiferos, las dos rutas de iniciacién de la apoptosis
que se disparan por eventos separados convergen en la activacién de la caspasa-3

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

La caspasa-3, conocida también como CPP32 (cistein-proteasa de 32 KDa), Yama
6 Apopaina, existe en las células como una pro-enzima inactiva de 32 KDa
denominada procaspasa-3, que al activarse genera un dimero de dominios cataliticos
idénticos formado por las subunidades activas de 12 y 17 kDa (58,60,61-63),

derivadas del precursor proteico por corte en Asp®®-Ser®® y Asp'’°-Ser'® (60).

La activacion de la caspasa-3 provoca cambios en el nucleo, en la membrana
plasmatica y en fa mitocondria, es responsable parcial o totalmente de la protedlisis
de proteinas tales como poli ADP-ribosa polimerasa (PARP) y de un amplio nimero
de substratos que contienen la secuencia comun de residuos Asp-Xaa-Xaa-Asp
(DXXD) similar a la descrita originalmente para PARP (58,60), esta implicada en el
dano tisular por efecto de la isquemia (64,65), de la reperfusion (66), de la hipoxia
(67), de la intubacion orotraqueal debido al volumen corriente (68,69) y con los

procesos de congelacion y descongelacion inherentes a la criopreservacién de
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diferentes células y tejidos (70-73).

Receptarns de Muerte
{ ViaExrinseca)

Estimuio Extono oz Fas ! igando

/ FADD
Caspasa-8 Activa

Pro Caspasa-8
cal 4

Complejo Inductor

\ Sedal de Muerte

Smac-Diab fo

Despolarizacion Membrana ‘
Mitccondrial { Vie intnnseca )

APOPTOSIS

APs f
@ ‘A‘ Caspasa-3 Activa

Caspasa-9 Adclva _/

Figura 18: Las dos rutas de iniciacion de la apoptosis convergen en la activacion de la caspasa-3. (The Science

Pro Caspasa-3

Creative Quarterly, Philip Yau. www.s¢q.ubc.calapoptosis)

2. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Existen diferentes alteraciones traqueales como estenosis, tumores y malacias
relacionadas con la funcidon del cartilago que culminan en una insuficiencia
respiratoria. El tratamiento de ideal para este tipo de patologia, consiste en resecar
de manera definitiva el segmento traqueal dafiado, sin embargo, este procedimiento
es util, exclusivamente cuando la reseccion del defecto involucra una longitud
maxima de 7cm, lo que excluye a los pacientes que presentan lesiones de mayor
extension y en 10s que es necesario tratar de paliar la insuficiencia respiratoria

ocasionada por obstruccidon de la via aérea mediante la aplicacion de procedimientos
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recurrentes y no definitivos como traqueostomias, aplicacion de rayo laser,

dilataciones traqueales o colocacion de diferentes tipos de “stents”.

A pesar de numerosos intentos realizados con prétesis sintéticas, bioprotesis,
tejidos autdlogos, ingenieria de tejidos y trasplante, actualmente no existen
alternativas quirlrgicas definitivas para la reparacion de lesiones traqueales de gran
extension, lo que evidentemente constituye un problema clinico importante todavia
no resuelto que demanda, la bosqueda de una opcion funcional con la que sea
posible realizar una reconstruccién adecuada y definitiva para los pacientes
portadores de extensas lesiones en los que no existe la posibilidad de realizar una
reseccion traqueal y debe de resolverse la insuficiencia respiratoria que les provoca,

fatales complicaciones funcionales e infecciosas.

La reconstruccion de lesiones traqueales de gran longitud es un problema clinico
importante, que exige la busqueda de estrategias quirdrgicas contundentes. La
criopreservacion, es una técnica que ha demostrado tener utiidad en el
mantenimiento funcional de diferentes células y tejidos; en la actualidad, a nivel
mundial, gran pare de las investigaciones relacionadas con la reparacion de lesiones
en traquea, estan enfocadas en la criopreservacion de segmentos traqueales para su
uso como aloinjertos en una reconstruccion, sin embargo; los resultados
experimentales obtenidos acerca del efecto que ejerce la criopreservacion sobre el
mantenimiento del cartilago son contradictorios, 1o que ha limitado la aplicacion
clinica del procedimiento, dado que los anillos de cartilago, constituyen la estructura
de soporte que mantiene la via 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 congelacion sobre el tejido tragueal, hasta
establecer la temperatura, el tiempo vy la solucidn de criopreservacion que permitan
mantener sin alteraciones la integridad estructural del cartilago al mismo tiempo que
favorezcan el desprendimiento del tejido epitelial ¢on la finalidad de disminuir la

antigenicidad del injerto utilizado en la reparacion. Es entonces, que el reto a vencer
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consiste en encontrar las condiciones éptimas de criopreservacion 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 destruccion del
tejido epitelial para reducir la antigenicidad del injerto utilizado en la reconstruccién.
Considerando que el indice de muerte celular permitira evatuar y calificar la calidad
de los segmentos traqueales tratados bajo diferentes esquemas de criopreservacion,

a continuacion se describen los objetivos de este proyecto de investigacion.

3. OBJETIVOS
3.1. Objetivo general

1} Evaluar las alteraciones macroscopicas, microscopicas y en la expresion de
caspasa-3 en el tejido traqueal criopreservado bajo diferentes esquemas de

tratamiento.

2) Determinar las condiciones de criopreservacion mas adecuadas para mantener

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

3.2. Objetivos particulares
1) Evalvar el efecto de la solucidbn de criopreservacion sobre los cambios

macroscopicos, microscopicos y en la expresion de caspasa-3 en el tejido traqueal.

2} Evaluar el efecto de la temperatura de criopreservacion sobre 10s cambios
macroscopicos, microscopicos y en la expresion de caspasa-3 en el tejido traqueal.
3) Evaluar el efecto del tiempo de criopreservacion sobre los cambios

Macroscopicos, MIcroscopicos y en la expresion de caspasa-3 en el tejido traqueal.

4. HIPOTESIS
Las alteraciones macroscopicas, microscopicas y en la expresion de caspasa-3 en
el tejide traqueal dependerén principalmente del esquema de temperaturastiempo

mas que de la solucion de criopreservacion utilizada.
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5. MATERIAL Y METODOS
5.1. Diseio experimental

Se procuraron las traqueas de 8 perros mestizos con un peso corporal entre 5 y
30 kg, de cualquier sexo, con edad variable, no relacionados entre si y de "fin de
estudio” (utllizados previamente en protocolos de investigacidbn quirdrgica no

relacionados con cirugia traqueal).

Los animales se mantuvieron en condiciones habituales de biotero y se
manejaron con base en los lineamientos establecidos en las Especificaciones
Técnicas para la Produccién, Cuidado y Uso de Animales de Laboratorio de la Norma
Oficial Mexicana, NOM-062-ZO0-1999 (74) y en la Guide for Care and Use of
Laboratory Animals, U.S.A. (75).

5.2. Técnica Quirurgica

Los perros se prepararon con 24 horas de ayuno para solidos y con 12 horas de
ayuno para liquidos, la anestesia se indujo por via intravenosa con hidrocloruro de
xilacina (0.1 mg/kg, Rompum, Bayer) mezclado con propofol (6mg/kg, Diprivan, Astra

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

Los animales se colocaron sobre la mesa de cirugia en posicion decubito dorsal,
se intubaron con una sonda orofraqueal y se conectaron a un ventilador (Harvard
Apparatus) con un vaporizador (Isotec 3 Ohmeda), manteniendo una frecuencia
respiratoria de 20 respiraciones/min, un volumen corriente de 15 ml/kg y una FiQ, del
100% (Figura 17).

Se realizd tricotomia, asepsia y antisepsia de la zona toraco-cervical que se
delimitd con campos guirurgicos. Se practicd una incisidn ventral media, con limite
craneal en la region de la mandibula y con limite caudal en la region supraesternal.
Se reseco el tejido subcutaneo hasta llegar a la tragquea que se disecd en toda su

circunferencia y se reseco en toda su longitud, utilizando las técnicas quirdrgicas
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convencionales (Figura 18). Inmediatamente después y sobre una charola de mayo
apoyada sobre una camara de hielo se realiz6 una diseccion fina de la traquea
(Figura 19).

{a) {b)

Figura 17: Aneslesia e intubacion de los animales (a) y procuracion de la tréquea {b).

5.3. Obtencion de los segmentos traqueales

Concluida la diseccion fina de la traquea, con ayuda de un bisturi se reseco el
cartilago cricoides que fue eliminado del estudio. El resto de la traquea se cortd en
segmentos de cinco anillos (Figura 20), obteniendo un total de 54 segmentos
traqueales {6 segmentos traqueales por grupo de estudic). Con base en la posicidn
anatdmica de los anillos extremos de cada uno de los segmentos tragueales
obtenidos, los anillos fueron enumerados del uno (proximal al cartilago criciodes) al
cinco (distal al cartilago cricoides). El anillo numero “1" de cada segmento traqueal

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

Los segmentos traqueales se lavaron durante tres minutos en una solucion
glucosada fria y mantenida en hielo, con recambio de la solucién cada minuto. La
solucidon glucosada utilizada para lavar los segmentos traqueales se prepard con
glucosa al 50% (Solucion DX-50, PISA) adicionada con 20 ml de una solucion de
manitol al 20% (Manitol al 20%, PISA), 5000U de heparina (Inhepar, PISA), 1g de
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estreptomicina (Sulfastrep, PISA), 1000000U de penicilina (PISA} y 0.1m! de una
solucién antibiotica-antimicotica (SIGMA, A5955) por cada litro de solucion (Figura
22).

Para integrar el grupo control, de cada una de las traqueas, se separ6 el primer
segmento de cinco anillos, contando a partir del primer anillo colocado justo por
debajo del cartilago cricoides e inmediatamente después de separar el segmento
control, el resto de los segmentos fueron divididos al azar en 8 grupos de
criopreservacion (Figura 23). En cuatro de los grupos de estudio, se utilizé medio
F12K para congelar los segmentos y en los ofros cuatro, suero bovino fetal, ubicando

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

Figura 18 Figura 19 Figura 20
Reseccion traqueal Diseccion fina de la traquea Segmentos traqueales
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Figura 22: Lavado de los segmentos traqueales con solucion glucosada

Carlilago Segmento lragusal Segmenlos traqueales
cncordes de!l grupo conlrol somelidos & cnopreservacion

Figura 23: Cartilago cricoides y segmentos traqueales de los grupos control y de criopresenvacion
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Figura 24. Segmenlos traqueales sometidos a criopreservacion

5.4. Soluciones de criopreservacion

Las soluciones utlizadas para criopreservar los segmentos traqueales fueron: 1)
Medio F12K ( GIBCO, 21700-026) adicionado con 10% de dimetilsulfdxido, (SIGMA,
D2650), 20% de suero bovino fetal (GIBCQO,16000-044), 20% de una solucion de
acido hialuronico al 0.1% (FLUKA, 53730) y 0.1ml de una solucion antibidtica-
antimicética (SIGMA, A5955) por cada litro de solucion y 2) Suero Bovino Fetal al
90% (GIBCO,16000-044), adicionado con 10% de dimetilsulfoxido (SIGMA, D2650) y
0.1ml de una solucién antibidtica-antimicotica (SIGMA, A5955) por cada litro de

solucion.

5.5. Esquemas de tratamiento de los segmentos traqueales

La criopreservacion de los segmentos tragueales incluyd dos esquemas basicos
de tratamiento, diferenciados por la aplicacidon de nitrdgenc liquido. 1) Esquema
de criopreservacion sin el almacenamiento de los segmentos traqueales en nitrogeno
liquido: En forma inmediata posterior a la obtencién y lavado de los segmentos
traqueales, estos fueron sumergidos en la solucidn de criopreservacion y sometidos
a 48 horas 0 15 dias de congelacion a (-70°C), y 2) Esquema de criopreservacion
con el almacenamiento de los segmentos traqueales en nitrdgeno liquido: En forma
inmediata posterior a la obtencidn y lavado de los segmentos traqueales, estos
fueron sumergidos en la solucién de criopreservacion y sometidos a 48 horas 6 15
dias de congelacion a (-70°C). Concluido el tiempo de criopreservacion a (-70°C) los

segmentos traqueales fueron transferidos al tanque de nitrégeno en donde se
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mantuvieron almacenados a (-196°C) durante 15 dias.

En ambos esquemas de criopreservacion, la solucion de criopreservacion y el

tiempo de congelacién a (-70°C) se determind de acuerdo con el grupo de estudio
establecido (Cuadro 2).

Esquemas de Criopreservacién y Grupos de Estudio

Sin Nitrégeno Liquido Con Nitrégeno Ligquido 15 ofas
ce a7 as 5";
Fi12K sBF || Fi12k || soF @
A A A A -
15 dias
G4 a8 ce o9 16 dias
o F12K || SBF F12k || sBrF _
° D
[ o
~ ~
b
a3 o8 at
48 haras 02 48 horzs
F12k || sBF F12K || sBF
E
8
§ 61
[
@ A Control
g
a
e
G

Cuadro 2: Esquemas de tratamiento de los segmentos traqueales (tiempos de almacenamiento, temperatura de
congelacion y soluciones utilizadas) de acuerdo con el grupo de estudio

5.6. Grupos de Estudio

Grupo control (sin criopreservacion)

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

criopreservacion, unicamente fueron enjuagados en fa solucién glucosada.
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Grupos de criopreservacién sin almacenamiento de los segmentos traqueales

en nitrogeno liquido:

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 solucién 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 solucion de Suero Bovino Fetal durante 15 dias.

Grupos de criopreservacion con almacenamiento de los segmentos traqueales

en nitrégeno liquido:

Grupo 6: F12K (n=6): Los segmentos traqueales se congelaron a (-70°C) en medio
F12K durante 48 horas. Transcurrido el tiempo de criopreservacion a (-70°C), los
segmentos traqueales se almacenaron en nitrégeno liquido (-196°C) durante 15 dias.
Grupo 7: SBF (n=6): Los segmentos traqueales se congelaron a {-70°C) duranie 48
horas en la solucidén de suero bovino fetal. Transcurrido el tiempo de criopreservacién
a (-70°C), los segmentos traqueales se almacenaron en nitrégeno liquido (-196°C)
durante 15 dias.

Grupo 8: F12K {n=6): Los segmenios iraqueales fueron criopreservados durante
15 dias a {(-70°C) en medio F12K. Transcurrido €] tiempo de criopreservacion a (-
70°C), los segmentos traqueales se almacenaron en nitrogeno liquido (-196°C)
durante 15 dias.

Grupo 9: SBF (n=6): Los segmentos traqueales fueron criopreservados durante
15 dias a (-70°C) en la solucién de Suero Bovino Fetal. Transcurrido el tiempo de
criopreservacion a (-70°C), los segmentos traqueales se almacenaron en nitrégeno
liquido {-196°C) durante 15 dias.



Una vez que concluyeron los tiempos de criopreservacion de los segmentos
traqueales de todos los grupos de estudio (Grupos de estudio 2 al 9), los crioviales
fueron colocados en un bafio maria a 37°C durante 30 minutos para su
descongelacion, inmediatamente después, fueron retirados del criovial y se
enjuagaron durante 3 minutos en medio F12K mantenido a 37°C, con tres recambios

de la solucion.

5.7. EVALUACIONES
5.7.1. Evaluacion macroscopica

Todos los segmentos traqueales fueron sometidos a una evaluacion
macroscépica que incluyd una apreciacidon visual del segmento traqueal para
registrar: a) la integridad estructural, b) los cambios en la coloracion del cartilago, ¢)
la presencia de vasos sanguineos, d) la presencia de moco y €) la ocurrencia de

fracturas al descongelar los segmentos traqueales (Figura 24).

En los segmentos del grupo control, la evaluacibn macroscdpica se realiz
inmediatamente después de que los segmentos traqueales fueron lavados con la
solucion glucosada, en forma inmediata posterior a la procuraciéon de la traquea,
Independientemente del tratamiento de criopreservacion 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 macroscopicas, la primera de
ellas, “evaluacion macroscopica pre-criopreservacion” se realizd inmediatamente
después de que los segmentos traqueales fueron lavados con la solucidn glucosada
en forma inmediata posterior a la procuracidn de la traquea, y la segunda;
“evaluacion macroscopica post-criopreservacion”, inmediatamente después de que
los segmentos traqueales fueron descongelados al concluir el tiempo de

criopreservacion.



Figura 24: Evaluacidn macroscopica: Apraciacién visual del segmento traqueal

5.7.2. Evaluacién microscopica
Todos los segmentos traqueales fueron sometidos a una evaluacion microscopica
del tejido traqueal, que con base en la histologia de la traquea se dividié en cartilago,

epitelio de la mucosa, glandulas y fibras (colagena y musculares).

La evaluacion histolégica del cartilago incluyd un registro de las alteraciones en:
a) la integridad estructural de los anillos de cartilago utilizando un microscépio éptico
bajo aumento 2.5X, b) la tincidbn gruesa del cartilago bajo aumento 2.5X, c) los
cambios en la tincidn de las matrices pericelular, territorial e interterritorial bajo
aumento 10X y d) con ayuda de un contador manual, se determiné el porcentaje
{promedio de tres conteos) de condrocitos conservados (nucleados) y de condrocitos
con alteraciones (degeneracion celular). Esta evaluacion se realizé en la zona central
de los anillos de cartilago ubicada entre los dos extremos del mismo y en cualquiera
de los dos extremos (elegidc de manera alterna al evaluar las laminillas de manera
consecutiva). Asimismo, se evalud la continuidad y el desprendimiento del epitelio
pseudoestratificado ciliado a lo largo de la mucosa tragueal, la estructura de las

glandulas seromucosas y de las fibras musculares y de colagena.

En todos los grupos de estudio, la evaluacion microscopica se realizé en forma
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inmediata posterior a la evaluacibn macroscopica para lo cual, los segmentos
traqueales fueron sumergidos en una solucion amortiguada de formaldehido al 10%
para su fijacion y 24 horas después fueron retirados del formol. Con ayuda de bisturi
y sohre una caja de petri, de cada uno de los segmentos tragueales (integrados por
cinco anillos), 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 criopreservacion), el anillo medio
{anillo central del segmento traqueal) identificado como el anillo 3 (A3) y el anillo del
extremo inferior (distal al cartilago cricoides y situado en la parte inferior del criovial
para su criopreservacion) e identificado como (AS5). Los anillos ubicados entre el
anillo del extremo superior y el anitlo medio (A2) y entre el anitlo del extremo inferior y

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

Figura 25: Anillos del segmento traqueal

Los anillos seleccionados (A1, A3, A5) fueron procesados para su inclusién en
bloques de parafina y para la obtencidn de cortes de 4um de grosor para tinciones
con hematoxilina-eosina, safranina-0, azul alciano y tricromica de Masson (Figura
26).
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(c} {d)

Figura 26: Tejido Traqueal (10X). Tinciones realizadas en cortes seriados obtenidos del mismo blogue:
Hamatoxilina-Eosina (a), Safranina-O (b}, Azul Alciane (c}, Tricrémica de Masson {d).

La eosina es un colorante acido con densidad de carga negativa que se asocia a
estructuras del citoplasma y de la matriz extracelular con carga cationica, tales como
filamentos citoplasmaticos, membranas intracelulares y fibras extracelulares. La
hematoxilina, el azul alciano y la safranina actlan como colorantes basicos con
densidad de carga positiva que se asocian a iones con carga anidnica (sulfatos,
fosfatos y carboxilos) contenidos en la cromatina, en los nucleolos y en el caso de la
matriz extracelular del cartilago, especificamente en el cartilago, los
glucosaminoglicanos sulfatados que forman parte de los proteoglicanos ademas de
grupos hialurénicos y condroitin suifato (30).
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La tincicnes hematoxilina-eocsina y tricrémica de Masson se clasifican como
coloraciones topograficas, éstas permiten obtener una vision general de las
estructuras contenidas en un tefido y fueron utilizadas para evaluar la continuidad y el
desprendimiento del epitelio pseudoestratificado ciliado a lo largo de la mucosa
traqueal, la estructura de las glandulas seromucosas, de los anillos de cartilago, de
las fibras de colagena y de las fibras musculares, asi como el porcentaje de
condrocitos nucleados y de degeneracion celular, mientras que las tinciones azul
alciano y safranina-O que se clasifican como coloraciones histoquimicas indican la
presencia de compuestos quimicos asi como su distribucidn dentro de las células o
espacios extracelulares de un tejido pero no proporcionan detalles estructurales y
fueron utilizadas para observar los cambios en la matriz del cartilago a través de la
captacion de colorante. En el cuadro 3 se ilustran las tinciones utilizadas para realizar
la evaluacion histoldgica de cada uno de los tejidos analizados con base en las
cuatro capas histologicas que componen la pared de la traquea y las coloraciones

correspondientes.
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Estructura Tinclon H&E Safranina-Q Azul Alclano Tricromica
Masson

EpltefioPseudoastratificado
{Mucoaa)

Cilios (rosa)
Citoplasma (resa)
Niclao (azul)

Gfandulas (Epitelio)
{Submucosa)

Crestas (rosa)
Citoplasma (rosa)
Ndacleo {azul)

Cartllago

Matriz extracelular

{vlo!ela-p&rpura] Matriz extracelular Matriz extracelular
Nacleo {azul) {naranja — rojo) {azul)
Citoplasma [rosa) Nucles (negro) Cltoplasma (rosa)

Fibras de Colfdgena
{Submucosa y Adventicia)

Fibras de Midsculo Liso
{Adventicia)

g

de

Fibras de Colagena Fibras de Colagena
{rosa) {azul)
Fibras de Masculo Fibras de Masculo
fiso (rosa) liso {rojo)

Cuadro 3: Tinciones utilizadas para la evaluacion microscépica del lgjido traqueal.
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5.7.3. Evaluacion de la expresion de caspasa-3
Todos los segmentos traqueales fueron sometidos a una determinacion
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 {A1), el anillo medio (A3) y el anillo del extremo inferior (A5) para su
inclusion en bloques de parafina tal y como se describié en la seccién anterior
(evaluacidon microscopica); los anillos seleccionados (A1, A3, A5) fueron procesados
para su inclusién en blogues de parafina y para la obtencién de cortes de 2um de
grosor gue fueron montados sobre laminillas silanizadas para la evaluar la expresion

de caspasa-3 en el tejido traqueal.

La determinacion de caspasa-3 en el tejido traqueal se realizé mediante la
técnica inmunohistoquimica utilizando un anticuerpo policlonal [Caspase 3 (CPP32)
Ab-4, Rabbit Polyclonal Antibody. Neo Markers, Lab Vision, Co. RB-1197-P], el
sistema biotina-avidina-peroxidasa, tincién con aminoetilcarbazol y contratincién con
hematoxilina. En todos los ensayos se incluyd como control negativo una laminilia de
tejido traqueal a la que no se le adiciond el anticuerpo policlonal durante la
determinacion. Las células con expresion positiva para caspasa-3 se tifen de color

marrdn (Figura 27).

En el cartilago, se obtuvo el numero total de condrocitos positivos para caspasa-3
con ayuda de un microscopio optico y de un contador manual para células, sin
embargo, para la cuantificar el numero de células positivas para caspasa-3 en el
cartilago fue necesario incluir una determinaciéon morfométrica del area de cada uno
de los anillos traqueales. El nimero 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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diametro de los mismos que a su vez, depende de la ubicacion de los anillos en la
traquea. Con base en la anatomia de la trdguea, el diametro de los anillos de
cartitago disminuye conforme esios se aproximan a la bifurcacion de la carina siendo
mayor, en los anillos proximales al cartilago cricoides que en los anillos proximales a
la carina. Para calcular el area del cartilago, se obtuvo una imagen de los anillos
traqueales utilizando un scaner y las laminillas de tejdo tragueal tefidas con

“hematoxilina-eosina”.

Las imagenes escaneadas se ampliaron con base en una escala de referencia,
sobre éstas y utilizando un programa para digitalizacion de imagenes (Image Pro
Plus Version 4) con interfase a un microscédpio optico (Figura 28), se trazd el
perimetro del cartilago delimitdndolo sobre ambos lados del pericondrio, obtenido el
valor del perimetro, el programa calculd automaticamente el area del cartilago. Una
vez que se registraron tanto el numero total de condrocitos positivos y negativos para
caspasa 3, se calculd la densidad celular positiva para caspasa-3 ajustando el
numero de condrocitos positivos por el area del cartilago (condrocitos positivos para

caspasa 3/mm?).
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Caspasa-3 Control Negativo Células con expresién pasitiva
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Cartilago \ ‘
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Figura 27: Determinacion de caspasa 3 por inmunobhisioquimica. Control negativo (columna izquierda) y células

con expresion positiva para caspasa 3 (columna derecha). Epitelio pseudoesiratificado, glandulas y cartilago
tragqueal {Amincetilcarbazol-Hematoxilina, 40X).
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Figura 28: Laminillas escaneadas y Equipo para procesar las imagenes

5.7.4. Analisis Estadistico

El andlisis estadistico de los datos obtenidos de la la densidad celular positiva
para caspasa-3 en el cartilago, en el epitelio de la mucosa traqueal y en el epitelio
glandular y del nimero de condrocitos nucleados en el cartitago entre los grupos de
estudio incluyd un Analisis de Varianza (ANDEVA) con prueba de TuKey para
determinar el efecto de la solucidn, del tiempo, de la temperatura de criopreservacion
y de la localizacién del anillo en el segmento traqueal sobre estos parametros. El
numero de condrocitos nucleados entre los extremos y la region central del anillo de
cartilago se incluyd una prueba t-Student. Valores de “p” menores de 0.05 fueron

considerados como significativos.

6. RESULTADOS
6.1. Evaluacién macroscopica

A la evaluacion macroscopica e independientemente del grupo de estudio,
ninguno de los 54 segmentos tragueales obtenidos presentd alteraciones aparentes
en la integridad estructural, en la coloracion, ni en la consistencia del cartilago.
Aungue a la inspeccidn visual, no en todos los segmentos traqueales se observaron
¥asos sanguineos ni la presencia de moco, estos parametros no se alteraron por

efecto de la criopreservacion. Tampoco ocurrieron fracturas aparentes después de
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descongelar los segmentos traqueales (Figura 29, Cuadros 4-5).

Grupos de Estudio

Grupo 1: Control Sin Criopreservacion

Grupo 2: 48h (-70°) / F12K
Grupo 3: 48h (-70°) / SBF

Grupo 4: 15d (-70°) / F12K
Grupo 5: 15d (-70°) / SBF

Grupo 6: 48h (-70°) + 15d (-196 °) / F12K
Grupo 7: 48h (-70°) + 15d (-196 °) / SBF

Grupo 8: 15d (-70°) + 15d (-196 °) / F12K T
Grupo 9: 15d (-70°) + 15d (-196 ©) / SBF

Figura 29: Evaluacién macroscopica de los segmenlos traqueales.

Grupo Tiempo Temperatura Solucion Integridad Coloracién Tragueomalacla
de Estudio Estructural
(n/6)
1: Control — —— Glucosada B/6 6/6 0/6
2 48 h {-70°C) Fi2K 816 - 6/6 6/6 - 6/6 0/6 - 0/8
3 48 h {-70°C) SBF 6/6 - 6/6 6/6 - 6/6 0/6 - 0/6
4 15d (-70°C) F12K 6/6 - 6/6 6/6 - 6/6 0/6 - 0/6
5 154 (-70°C) SBF B/6 - 6/6 66 - 6/6 0/6 - 0/6
[ 48 h+154d (-70°Cy+({-196°C) F12K 6/6 - 6/6 6/6 - 6/6 o6 - /6
7 48 h+15d {(-70°C)y+{-196°C) SBF 6/6 - 6/6 6/6 - 6/6 016 -0/8
8 154+154d {-70°Cy+{-196°C} F12K 6/6 - 6/6 816 - 6/6 0/6 - 06
9 15 d+15 ¢ {-70°C)+({-196°C) SBF 6/6 - 6/6 616 - 6/6 0/6 - 0/6

Cuadro 4: Evaluacion macroscdpica: integridad estructural, coloracion y tragueomalacia de los segmentos
tragueales de todos los grupos de estudio {pre — posi) criopresarvacion.



Grupo
de Estudio Tiempo Temperatura Solucion Vasos Moco Fracturas
{ni6} Sanguineos
1: Control — —_ Glucosada 316 2/ ———
2 48 h (-70°C) F12K 6/6 - 6/6 6/6 - 6/6 e
3 48 h (-70°C) SBF 206 -2/6 0/6 - 0/6 /6
4 154d (-70°C) F12K 6/6 - 6/6 146 - 1/6 o6
5 i5d (-70°C} SBF 6/6 - 5/6 6/6 - 6/6 /6
6 48 h+15d  (-7T0°CH(-196°C) F12K 6/6 - 6/6 6/6 - 6/6 /6
7 48 h+15d  (-70°C)+(-196°C) SBF 6/6 - &/6 206-2/6 /6
B 15d+15d {-70°C)+(-196°C) Fi12K 8/6 - 6/6 6/6 - 6/6 o6
g 15d+154d  (-70°C)+{-186°C) SBF 6/6 - 6/6 6/6 - 6/8 o6

Cuadro 5: Evaluacion macroscopica: vasos sanguineos, preésencia de moco y fracturas de los segmentos
ragueales de todos los grupos de estudio {pre — posi) criopreservacion,

Resuamen, Evaluacion Macroscopica.

Independientemente de las condiciones experimentales de solucion, tiempo y
temperatura de congelacion establecidas para cada uno de los lratamientos de
acuerdo con el grupo de estudio, la integridad estructural aparente de los segmentos
traqueales no se modifica por efecto de la criopreservacion.

6.2. Evaluacion microscopica

De cada uno de los 54 segmentos traqueales (n=6 / grupo de estudio) se
separaron tres anillos (A1, A3 y AS) obteniendo un total de 162 anillos que fueron
sometidos a una evaluacién microscopica del cartitago, del epitelio de la mucosa, de

tas glandulas y de las ftbras de colagena y de musculo liso.

6.2.1.Cartilago traqueal
6.2.1.1. Estructura

Sin importar el grupo de estudio ni las condiciones en que se realizé la
criopreservacién, en ninguno de los 162 anillos analizados se observaron
alteraciones en el mantenimiento estructural caracteristico del cartilago traqueal en
forma de herradura o “C” (Figura 30).
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Figura 30: Evaluacion histoldgica del cartilage (H&E). Mantenimiento de la estructura caracteristica de 1os anilios

de cartilago traqueal en forma de *C".

De los 162 anillos traqueales analizados, unicamente 33 de ellos (20.37%)
presentaron el cartilago traqueal caracteristico, los 129 anillos restantes (79.62%),
incluyeron, ademas de éste, placas accesorias de cartilago de forma y tamafio
variable ubicadas en la submucosa traqueal {n=90/129, 55.55%), entre anillo de
cartilago v la adventicia (n=9/129, 5.55%) y en ambas zonas (n=30/129, 18.51%)
(Cuadro 6).
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Cartilago
(H&E)
Placas - ;
Accesorias de Sin En submucosa En adventicia En submucosa y adventicia
LFibrocanﬂago (2.5X) (10X} {10X} {2.5%)
Andlos (n)A%) {17)/(16.88%) {(42)/{46.66%) (12)/{(13.33%) (190(21.11%) J

Cuadro 6: Nomero ¥ porcentaje de anillos tragueales con placas accesorias de cartilago.

6.2.1.2. Captacion de colorante
Tincién con Hematoxilina-Eosina (Vision panoramica)

A la tincidn con hematoxilina—eosina, sin importar el grupo de estudio, con
respecto a la coloracidn basdfila del cartilago tragueal comun y de un total de
(n=162) anillos traqueales analizados, el 29.02% (n=47/162) no presento alteraciones
en la tincion del cartilago. Con base en el grupce de estudio, este porcentaje fue
mayor en el grupo cantrol y disminuyd por efecto de la criopreservacion [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
localizacidn 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 fa tincién del
cartilago fueron proximales al cartilago cricoides {(anillos referidos con sutura y
ubicados en la superior del criovial para su congelacion), 8 correspondieron al anillo
medio (22.85%, n=8/35) y 4 al anillo distal al cartilago cricoides (11.42%, n=4/35)

{ubicado en la parte inferior del criovial para su congelacion).

De manera complementaria, el 70.98% (n=115/162) de los anillos traqueales,
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presentd alteraciones en la tincidn del cartilago. Las alteraciones en la tincion del
cartilago se caracterizaron tanto por una intensa captacion del colorante (cartitago

hipertefido) como por una captacion tenue {(cartilago debilmente tedido).

De los 115 anillos traqueales con alteraciones en la tincion del cartilago, 62 de
ellos (53.91%) presentaron intensa captacion del colorante y de éstos, el 77.41%
(n=48/62) pertenecio a cualguiera de los grupos de estudio 2, 4, 6 u 8, en los que se
utiizé medio F12K como solucion de criopreservacion [vs 22.59% (n=14/62) de
anillos que presentaron hipertincion del cartilago y correspondieron a los grupos de
estudio 3,57 y 9 en los que se ulilizé SFB como solucidn de criopreservacion]. Con
respecto a la localizacion del anillo en el segmento traqueal y sin considerar el grupo
de estudic, 31 de los 62 anillos {50%) que presentaron hipertincidon del cartilago
fueron los ubicados en la parte media del segmento tragqueal, 14 fueron proximales al
cartilago cricoides (22.58%, n=14/62) y 17 distales al mismo (27.41%, n=17/62).

Cincuenta y tres (46.08%) de los 115 anillos que presentaron alteraciones en la
tincion del cartilago mostraron tenue captacion del colorante, de éstos, el 81.13%
(n=43/53) se relaciond con cualquiera de los grupos de estudio 3, 57 y 9 en los que
se utilizd SBF como solucién de criopreservacion [vs 18.86% (n= 10/53) de anillos
traqueales con tincion tenue def cartilago de los grupos de estudio 2, 4, 6 y 8 en los
que se uttlizdé medio F12K como solucion de criopreservacion]. Con respecto a la
localizacion del anillo en el segmento traqueal y sin importar el grupo de estudio, 33
{62.26%)} de los 53 anillos con tincion livida del cartilago correspondieron al anitlo
distal al cartilago cricoides (ubicado en el fondo del criovial para su criopreservacion),
28.30% (n=15/53) al anillo medio del segmento traqueal y 9.43% (n=5/53) al anillo

proximal al cartilago cricoides.
Los resultados indican que con respecto al grupo control e independientemente

del tratamiento, la criopreservacidon de los segmentos fraqueales provoca

alteraciones en la tincion del cartitago. Al parecer, la criopreservacion de los
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segmentos traqueales con medio F12K ocasiona una captacién intensa del colorante,
que se manifiesta principalmente en el anillo focalizado en la regibn media del
segmento traqueal, en comparacién con los anillos ubicados en los extremos del
mismo, mientras que el uso de SBF como solucion de criopreservacion se relaciona
con una tenue tincion del cartilago que se manifiesta de manera progresiva a lo targo
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 itustran en las graficas 1y 2.

Anillos de C.irtilago Tincién Basdfila 1 Tincion Basofila | Tincibn Basdfila
(H&E, 10X) n (%)

Grupo de Estudio y
Condiciones de la

Criopreservacién

{G1):Control 16 (88.89%) 2 (11.11%)
(G2):480 (-70°C) F12K 4 (22.22%) 14 {77.77%}

{G31:48h (-70°C) SBF 1(5.55%) 17 (94.44%)
{G4):15d {-70°C) F12K 18 (100 %)

{G5):15d (-70°C) 3BF 5(27.77%) 3{16.66%) 10 {55.55%)
(G6):48h (-70°C) F12K+NL 8 (44.44%) 8 (50.00%) 1 {5.55%}

{G7):48h {-70°C) LBF +NL 6 (33.33%) 6 {33.33%} 8 {33.33%)
{G8).15d (-70°C) F12K+NL 4{22.22%) 7 {38.868%) 7 {38.88%)
(G9):15d {-70°C) SBF+NL  4(22.22%) 4 (22.22%) 10 (55.55%)

Cuadro 7: Nomero y {porcentaje) de anillos tragueales que presentaron alteraciones en la tincion del cartilago con
Hematoxilina-Eosina. (n=18/ grupo de estudio).
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Alteraciones en [a Tincion del Cartilago por Efecto de la Solucibn de Criopreservacion
Tincda Hotmal (Carllage Dasdilio) Tinclén intenss (Cartlago [ Gasiflo} Tincidn Tanuc_(Canﬂagﬁ | Bosdllio}

‘H W

| B

é I
- 1
g
o
5%
0%
Grupos de Extudio 1 2 3 4 5 & 7 8 9
F1ZN SBF TN S0F F12K SBF F12K SBF
Control IR T o) RETUE ) HANLT0° C)+154{-1967) (15AA.TO") )+154{-1967)

Grafica 1: Alteraciones en la tincidn con hematoxilina-eosina de! cartbago por efecto de la solucion de
criopreservacion.

Alteractones en la Tinclbon del Cartilago por Efecto
de la Localizaclon del Anillo en el Segmento Tragueal

(n 50 Tinelbe Normal (Cartitagn Baxdiilo} Tinclén Intensa {Cartdlago | Bastfilo)  Yinclén Tenua [Cartlago | Dasslila)

Anhle 1 Anlllo 3 Anilic 6
Proximail al Cticoldes Intermeadio Diztai al Cricoldes

Laocalizaclén dal Ardllo en ¢l Segrento Traquesd

Grafica 2: Alleraciones en la lincion del cartitago con hematoxiiina-eosina por efecto de la localizacidon del anillo
en &l segmento traqueal.
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Tinciones con Safranina-O y Azul Alciano (Visién panoramica)

Con las tinciones safranina-O y azul alciano, sin importar el grupo de estudio, con
respecto a la coloracion del cartilago de los segmentos traqueales del grupo control
que no fueron sometidos a ningun tratamiento de criopreservacion y de un total de
162 anillos traqueales analizados, el 33.95% (n=55/162) no mostré alteraciones en la
tincién del cartilago. El porcentaje y nimero de anillos traqueales sin alteraciones en
la tincién del cartilago de acuerdo con el grupo de estudio fue: G1:32.72% (n=18/55),
G2:10.09% (n=6/55), G3:27.27% (n=15/55), 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 localizacion del anillo en el
segmento traqueal y sin considerar el grupo de estudio, 21 de los 55 anillos (38.18%)
sin alteraciones en la tincién del cartilago, correspondieron al anillo medio del
segmento traqueal, 16 (29.09%, n=16/55) al anillo proximal al cartilago cricoides,
referido con sutura y ubicado en la parte superior del criovial para su
criopreservacion y 18 (32.72%, n=18/55) al anillo distal a} cartilago cricoides (ubicado

en el fondo del criovial).

El resto de los anillos tragueales, (86.04%, n=107/162) presenté alteraciones en la
tincion del cartilago. Las alteraciones en las tinciones del cartilago con safranina-O y
azul alciano se caracterizaron tanto por una intensa captacién del colorante (cartilago

hipertefiido) como por una captacion tenue (cartilago débilmente tefiido).

De los 107 anillos tragueales con alteraciones en la tincion del cartilago, 65
(60.74%) presentaron hipertincidn, de éstos, el 83.90% (n=54/65) pertenecid a
cualquiera de los grupos de estudio 2, 4, 6 u 8 en los que se utilizd medio F12K como
solucién de criopreservacion [vs 16.92% (n=11/65) de los anillos traqueales que
mostraron hipertincion del cartilago tefido con safranina-QO y azul alciano
procedentes de los grupos de estudio 3, 5, 7 v 9 en los que se utilizé SFB como
solucion de criopreservacion]. Con respecto a la localizacion del anillo 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 cartilago 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 localizadoe en la parte inferior del criovial.

El 39.25% de los anillos traqueales (n=42/107) presentd una tincién tenue del
cartilago, de éstos, el 85.71% (n=36/42) se incluy6 en los grupos de estudio 3, 5, 7y
9 en los que se utilizd SBF como solucion de criopreservacion y el 14.29% (n=6/42)
pertenecié a los grupos de estudio 2, 4, 6 u 8 en jos que se utilizé medio F12K. Con
base en la localizacion del anillo en el segmento traqueal y sin importar el grupo de
estudio, 24 de los anillos con una tenue tincidon del cartilago (57.14%)
correspondieron a los anillos distales al cartilago cricoiddes ubicados en la zona
inferior del criovial durante la criopreservacion, 12 de ellos fueron anillos localizados
en la regién central del segmento traqueal (28.57%) y 6 {14.28%) fueron proximales

al cartilago cricoides {(ubicados en la parte superior del criovial}.

Los resultados obtenidos indican que con respecto al grupo control e
independientemente del tratamiento, la criopreservacion de los segmentos traqueales
provoca alteraciones en la tincion del cartilago las tinciones safranina-O y azul
alciano y que al parecer, la criopreservacion de los segmentos traqueales con medio
F12K ocasiona una captacion intensa del colorante que se manifiesta principalmente
en cartilago de los anillos localizados en el extremo superior del segmento traqueal
en comparacion con los anillos ubicados en el centro y en el extremo inferior del
mismo y de manera inversa, el uso de SBF como solucidn de criopreservacion se
relaciona con una tenue tincién del cartilago que afecta principalmente al anilio
localizado en la parte inferior del segmento traqueal. Estos resultados se muestran

en el cuadro 8 y se ilustran en las graficas 3y 4.
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Anillos de Cartilago Tincidn Basdfila t Tincldn Basofila | Tincion Basofila
(2.5X), n (%)

Safranina-O

d r:,l l
Azul Alciang ™

Grupo de Esludio y
Condiciones de la

Criopreservacion
{G1):Cantrol 18 (100%) 0 {0.00%) 0 {0.00%)
{G2):48h {(-TO°C) F12K 6 {33.33%) 12 {66.66%) 0 {0.00%)
{G3)y.48h {-70°C) SBF 9 {50.00%) 9 (50.00%) 0 {0.00%)
{G4)15d (-70°CyF12K 0 (0.00%) 18 (100%) 0 (0.00%)
{G5):15d {-70°C) SBF 5(27.77%) 4 (22.23%) 9 (50.00%)
{G6):48h {-70°C) F12K+NL 0 (0.00%) 18 (100%) 0 (0.00%)
(G7348h (-70°C) SBF+NL 5(27.77%) 4 (22.23%) 9 (50.00%)
(G8):15d (-70°C) F12K+NL 4 {22 23%) 10 (55.54%) 4{22.23%)
(G8).13d (-70°C) SBF+NL 0 {0.00%) 0 {D.00%) 18 (100%)

Cuadro 8§ Numero y (porcentaje} de anillos traqueales que presentaron alteraciones en ia tincién del cartilago con

Safranina-0 y Azul Alciano por grupa de estudio (n=18).



Aeraclones en la Tincion del Cartitago por Efecto de |a Boluckin de Criopreservackn
Tincion Hesmad [Cartfage Basdiis) Tincddn Inwensa (Carvlaga T Basdfile)  Tinclén Tenws (Cartlago | Basdfila)

Porcentaje %)

0%
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Grupos da Estudio FIZK SOF FIZX SBF Fi2K SBF SBF F1IK
Control FERIFDY A TFG BV TFG-(TRT 1 el

Grafica 3: Alteraciones en la tincién del cartilago con safranina-o y azu alciano por efecto de la solucion de

criopreservacion.

Alteraclones en la Tincldn del Cartilago y Localizacion del Anllio en el Segmento Tragueal

Tincidn Marmai (Cartitage BacsfAle)  Tincléo L {Cartilags | iln} Tincién Tenue iCartilage | Basaflio)
(n) ‘

Anble 1 Andlo 3 Anilioc &
Proxitmal 3 Cricoldes Intermedio Distal al Cricoldes

Lacalizacién det Anille #n of Segmenta Tragquesd

Grafica 4: Alteraciones en la tincion del cartilago con safranina-o y azul alciano por efecto de la localizacion del

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

A las tinciones hematoxilina-eosina, safranina-O y azul alciano, el mayor
porcentaje de anillos traqueales sin evidencia de alteraciones en la tincidon de las
matrices pericelular, territorial e interterritorial del cartilago correspondid a los grupos
de estudio 1, (n=18, 100%) control sin criopreservacion, 2 (n=15, 83.33%), 4 (n=18,
100%)}, 6 (n=12, 66.66%) y 8 (n=6, 33.33%) en los que la criopreservaciéon de los
segmentos traqueales se realizd 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 nitrogeno liquido (-196°C) respectivamente y a los grupos de
estudio 3 (n=18, 100%) v 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 solucién de criopreservacion.

Las alteraciones encontradas en la tincidn de las matrices pericelular, territorial e
interterritorial del cartilago mostraron esquemas distintivos y caracterizados que
involucraron: a) compromiso de grupos isdgenos continuos, proximales al pericondrio
y ubicados en su mayoria, en un solo lado del cartilago [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 isogenos continues, proximales al pericondrio ubicados en ambos lados del
cartilago y evidentes en los grupos de estudio en los que los segmentos traqueales
fueron criopreservados utilizando SBF como solucidén de criopreservacion [grupo 5
(n=3 anillos, 16.66%)] y/o con almacenamiento en nitrégeno liquido [grupos de
estudio 7 (n=4, 22.22%), 8 (n=10, 55.55%) y 9 (n=7, 38.88%)] independientemente
de fa solucidén de criopreservacion utilizada y ¢} zonas de gran extensién con
compromiso de grupos iségenos continuos proximales al pericondrio, ubicados en
ambos lados del cartilago involucrando células ubicadas en la regién central del
cartilago (entre ambos pericondrios) y que se presentaron unicamente en l0s grupos
de estudio en los que los segmentos traqueales fueron criopreservados utilizando

SBF como solucién de criopreservacion y nitrogeno liquido [grupos 7 (n=13, 72.22%)
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y 9 (n=11, 61.11%)]. Estos resultados se ilustran en el cuadro 9, figura 31 y grafica 5.
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Cartilago Tincion
Azul Alciano
(2.5X)

Cartilago TIncion
Safranina-Q
(2.5X)

Cartilago Tincién
Hematoxilina-Eosina (2.5X)

Cartilago Tincién
Hematoxilina-Eosina {10X)

Sin Criopreservacién

18 (100%}

Tiempo-Temperatura-Solucién

F12K S8F

F12K S8F

F12K SBF

F12K SBF

48h(-70°C) G2:15 (83.33%) _ G3:18 (100%) G2: 3 (16.66%)

15d{-70°C} G4:18 (100%) G5: 2 (11.11%) G5:13 (72.22%) _ G5: 3 (16.66%) _
48h(-70°C) + 15d(-196°C) _ G6:12 (66.66%) G6: 6 [33.33%)] G7: 4 (22.22%) G7: 13 (72.22%)
15d{-70°C) + 15d{-196°C) GB8: 6 {33.33%) G8: 2 (11.11%) G8: 10 (55.55%) _ GI: 7 (38.86%) G9: 11 (61.11%)

Cuadro 9: Atteraciones en las matrices pericelular, territorlal e interterritorial del cartilago.

Tinclones Azul alclano, safranina-Q y hematoxliina-eosina (40X).
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(a) (b} {c)

Figura 31: Cartilago traqueal sin alleraciones (a) y con alteraciones evidentes en la lincion de (as matrices
pericelular, territorial e interterritorial (b,c).

Alteraciones en la Matriz del Cartilago
Sin Alietaclones
100%
£
o
¥
<
b
G
[
50'%
Control F12% SAF F12K SBF F12K F12K
%
Grupos de Estudio 1 2 3 4 5 6 7 3 9
Tamperatuia {-FIC) (0 TG « ¢ 19%°0) (T Q) « (196°C)
Tiampo il 13d 48k 15d
Grupo de ERvdie y Condiclones dw Crloprecenvacién

Gréafica 5 Alteraciones en la tincion de las matrices pericelular, territorial e interterritorial del cartitago.

6.2.1.3. Degeneracion celular

El porcentaje de condrocitos conservados “sin alteraciones” y de degeneracion
celular obtenido tanto en los extremos como en la region central de los anillos de

cartilago de acuerdo con su localizacion en el segmento tfraqueal [proximal al

59



cartilago cricoides (A1), intermedio (A3} y distal al cartilago cricoides (A5)] para todos

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

En ninguno de los grupos de estudio, la localizacion del anillo de cartilago en el
segmento traqueal influyd en el porcentaje de condrocitos conservados y de
degeneracion celular ni en los extremos ni en la region central del anillo de cartilago
(p>0.05). Con base en este resultado, se obtuvo el porcentaje promedio de
condrocitos conservados y el porcentaje promedio de degeneracion celular tanto en
los extremos como en la regién central de los 18 anillos de cartilago de cada uno de
los grupos de estudio sin importar su localizacion 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 cartilago que en la regidn
central del mismo (p<0.001) y de manera inversamente proporcional, el porcentaje
de degeneracién celular en la region central del anillo de cartilago fue
significativamente mayor que en los extremos del anillo de cartilago (p<0.001),
(Grafica 6).

Los segmentos traqueales del grupo control que no fueron sometidos a ningun
tratamiento de criopreservacion, presentaron el mayor porcentaje de condrocitos
nucleados en los extremos del anillo de cartilago, con respecto al resto de los grupos
de esfudio independientemente del tratamiento de criopreservacion, aunque este
resultado fue significativamente diferente unicamente contra los grupos de estudio 4
y 6 (p<0.003), (Grafica 6). La disminucion en el porcentaje de condrocitos nucleados
y de degeneracion celular que ocurrié 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 resultd al criopreservar los segmentos traqueales
utihizando medio F12K como solucion de criopreservacion {p<0.001), durante 15 dias

{(p<0.001) sin importar el aimacenamiento de los segmentos traqueales en nitrégeno
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liguido (control vs -70, control vs -196°C, p<0.001).

Sin importar las condiciones de tiempo, temperatura, solucidén de criopreservacion
y con respecto al grupo control, el porcentaje de condrocitos nucleados en la region
central del anillo de cartilago disminuyd significativamente por efecto de la

congelacién (p<0.001), (Grafica 6).

La diferencia porcentual de condrocitos nucleados y de degeneracion celular entre
los extremos y la region central del anillo de cartilago 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 incrementd significativamente por efecto de la congelacion sin importar

el tratamiento de criopreservacion {p<0.001), (Gréfica 7).
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Segmento Anillo y Ragién G G2 G3 G4 G5 Gé G7 G8 G9 G1 G2 G3 G4 G5 G& G7 G8 G9
Traqueal

1 79 80 73 B4 68 58 64 58 41 21 20 27 36 32 42 36 42 59
2 G0 75 71 40 &7 47 83 41 Y 40 25 29 50 33 53 17 59 40
3 28 83 47 37 64 39 76 69 54 2 45 53 53 36 51 24 3 48
4 53 69 71 67 55 17 56 61 65 47 31 28 33 45 83 44 39 35
5 57 62 53 47 48 27 69 38 61 43 38 47 53 52 73 31 62 39
8 77 62 55 13 41 75 61 57 73 23 38 45 87 59 24 39 43 27
Promedioc 70.67 67.17 6167 44.67 57.16 44.00 68.17 54.00 5800 29.33 3283 3833 5533 42.83 56,00 31.83 4600 41.00
rEE 699 379 460 808 4.57 8.70 4078 491 4.42 698 3759 4.60 8.08 4.51 8.70 407 491 4,42
{(A3)
1 69 50 52 30 39 6a 75 87 80 3 50 48 70 61 32 25 33 40
2 75 75 68 50 46 62 64 58 77 25 25 32 50 54 38 38 42 23
3 68 78 84 68 53 39 86 54 52 32 22 16 3z 47 61 14 46 48
4 74 49 43 38 56 43 69 45 51 26 51 57 62 34 57 31 55 49
5 68 59 84 17 59 25 24 67 59 32 41 16 83 41 75 76 33 41
g 62 51 65 30 63 48 56 60 52 38 49 35 70 37 51 44 40 48
Promedic 69.33 60.32 66.00 3883 54.33 47.67 6233 58.50 58.50 3067 3367 34.00 6117 45.66 52.3% 37.67 4150 4150
*EE 192 532 677 7.32 4.24 640 871 3.41 4.02 1.92 532 377 7.32 4.24 640 871 341 4.02
(A8)
1 62 68 74 78 70 65 74 51 48 38 32 26 22 30 35 26 44 52
2 72 H 54 65 72 41 68 71 70 28 69 46 35 28 59 32 29 30
3 71 65 73 80 B1 58 73 33 50 29 35 27 20 34 42 27 67 50
4 83 45 48 30 50 63 75 52 G4 37 55 54 70 50 37 25 43 36
5 76 55 73 15 57 56 g5 57 87 24 45 27 85 43 44 35 43 13
& 66 48 72 69 43 80 71 63 a3 34 52 28 3 57 20 29 37 17
Promedio 68.33 52.00 6533 56.17 58.83 60.50 71.00 54.50 67.00 31.67 48.00 3467 4383 41.16 38.50 2900 4550 33.00
tEE 226 559 496 110§ 4.60 5.20 1.57 5.26 6.64 2.26 559 496 1105 4,60 5.20 1.57 526 6.64
AlvsAJvsAS ip) 0.925 0.112 0.839 0.382 0.774 0.243 0.535 0772 0.491 0925 0912 (.839 0.382 0.774 0.243  0.535 0772 0.497

Cuadro 10: Porcentaje de condrocitos nucleados y degeneracion celular en los extremos del cartilago de acuerdo con la localizacién de los anillos en
el segmento traqueal, (n = 6 anilios A1), (n = 6 anillos A3) y (n = 6 anillos A5) / grupo de estudio. Valores de significancia "p” (A1vsA3vsAb).
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Segmento Anilic y Reglon G1 G2 G3 G4 G5 G G7 G8 Go G1 G2 G3 G4 G5 Gs G7 G8 Go
Tragueal
(A1)
1 49 5 18 4 27 24 42 3 12 51 856 B2 g6 73 76 58 69 a8
2 59 14 28 5 25 22 38 32 29 41 86 72 95 75 78 62 68 71
3 54 5 37 8 22 18 38 22 30 46 95 63 92 78 81 84 78 70
4 23 19 32 10 18 10 38 17 20 79 89 68 80 g1 Lo} 52 83 80
5 49 18 20 4 27 14 29 4 32 51 82 80 96 73 86 71 96 68
5 22 22 17 2 18 21 3t 28 26 78 78 83 98 82 78 89 72 74
Promedio 4233 1550 2533 550 23.00 1833 3566 2233 24.83 57.67 84.50 T74.67 94.50 77.00 81.67 64.33 7767 7517
1EE 576 240 336 120 1.61 217 197 434 308 676 240 336 120 1.61 217 197 434 3.08
(A3)
1 82 16 28 11 29 25 30 kit 17 38 84 72 89 71 75 70 61 83
2z 63 17 21 19 24 16 35 22 27 37 83 79 81 76 84 85 78 73
3 54 7 42 1 26 19 42 18 29 48 93 58 89 74 81 58 gz 71
4 48 25 73 10 25 @ 28 19 18 52 75 27 80 75 91 71 81 82
5 57 35 40 1 16 23 25 16 13 43 65 80 99 84 77 76 84 87
6 47 14 23 14 32 66 36 28 30 53 36 77 36 68 34 64 72 70
Protmedio 5517 19.00 37.83 1100 25.33 26.33 32686 23.67 2233 4483 8100 6217 89.00 74.66 73.67 67.33 7633 77.67
2EE 277 397 787 240 2.21 8.26 257 350 294 277 387 787 240 2.21 826 257 350 294
(A5}
1 56 18 13 23 23 22 29 35 22 44 82 87 77 77 78 71 65 78
2 83 38 21 28 27 19 38 37 18 37 65 79 71 73 81 62 63 B2
3 59 18 34 14 39 19 39 1" 34 41 a1 66 86 69 81 61 89 66
4 42 17 32 2 34 21 36 20 5 58 83 68 98 €6 79 84 80 g5
5 48 10 34 0 40 10 25 20 23 52 80 66 1060 80 a0 75 80 77
6 28 30 19 23 24 15 28 24 25 72 70 81 77 76 85 7 76 75
Prarmedio 49.33 21.50 2550 1517 29.83 17.67 32.66 24.50 2278 50.67 7850 74.50 84.83 70.16 82.33 67.33 7550 7722
tEE 5.27 J.46 3.67 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
AlveAdvsAS {p) 0.222  0.455 0.259 0.713 0.147 0.463 0.583 0.922 0.722 0.222 0455 0.25% 0.1719 0.117 0.463 0.583 0.922 0.722

Cuadro 11: Porcentaje de condrocitos nucleados y degeneracion celular en la regién central de acuerdo con la localizacion de los anillos de cantilago

en ¢l segmento traqueal, (n = 6 anillos A1), (n = 6 anillos A3) y (n = 6 anillos A5) / grupo de estudio. Valores de significancia “p” (ATvsA3vsAB).
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Grupo de Estudio G1 G2 G3 G4 G5 G6 G7 G8 G9 G1 G2 G3 G4 GE G6 G7 Gg G9o

Regidn del Aniflo

Extremos

Promedlio 69.44 5983 6433 4655 56.77 50.72 6717 5566 61.50 3055 4016 3566 5344 43.22 49.27 32.83 44.33 38.50
*EE 2.39 3.08 103 518 2.45 4.12 3.17 2.54 2.95 2.39 3.08 3.03 5,16 2.45 4,12 3.17 2.54 2,95
P 0.516 0.975 0.000 0.159 8.6031 1,000 0090 0752 0516 0975 0000 0.159 0.003 1.000 0.09¢ (0.752

Regidn del Anille

Centro
Promedfo 48.9¢4 18.11 2855 10.55 28.05 20.77 33.67 23.50 2277 5105 81.33 7044 8%.44 73.94 79.22 66.33 7650 77.22
*EE 3.09 2.10 3.24 1.99 1.37 2,89 1.3¢ 2.16 1.84 3.09 1.96 3.24 1.99 1.37 2.89 1.30 2.16 1.84
(p) 0,000 0.000 0.600 0.000 0.000 0.000 0060 Q000 0000 06000 6000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000

Cuadro 12: Porcentaje promedio de condrocitos nucleados y degeneracion celular en los extremos y en la regién central de los anillos de
cartilago, (n = 18) anillos / grupo de estudio. Valores de significancia “p” {vs Grupo 1, control “sin criopreservacion).
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Regién del Anlllo de Cartilage f %6)
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Grafica 6: Porcentaje de condrocitos nucleados v de degeneracion celular en los extremos y en la region central

del anillo de cartitago,

Disminucién Condroctos Nucleados

Incremento y Dismuinuclén de Condrocltox Nuclesdos
(%) {Extremos v Reglén Centrai} det Anlllo de Cartllage

1 2 3 4 5 [} 7 8 a
Control AT TG 1540700 SBA TICH A5G0 1B6C) 1540 FIFC) b= 150K, 196°C)
Grupag de Extudio

L.SIn Criopreservacion ¢y Medio F12K QSBF—l

Grafica 7: Porcentaje diferencial de condrocitos nucleados y de degenaracion celular en los extremos y en la

region central del anillo de cartilago.
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Restmen, Evaluacion Microscopica del Cartilago
Independientemente del tratamiento de congelacion establecido para cada uno de los

tratamientos de acuerdo con el grupo de estudio;

a) Estructura: La estructura caracteristica del anillo de cartilago traqueal “en forma

de herradura” no se modifica por efecto de la criopreservacion.

b) Captacion de colorante: La criopreservacion de los segmentos traqueales
provoca alteraciones en la tincién del cartilago con hematoxilina-eosina, safranina-O
y azul alciano caracterizadas tanto por una intensa captacion del colorante (cartilago
hipertefiido) como por una captacion tenue (cartilago débilmente tefiido), que al
parecer estan realcionadas con la solucion de criopreservacion utilizada y con la

localizacion del anillo en el segmento traqueal.

La criopreservacion de los segmentos traqueales con medio F12K provoca una
intensa captacion del colorante en el cartilago, que predomina en los anillos
localizados en la region media del segmento traqueal (H&E)} y en el extremo superior
(Safranina-O y Azul Alciano), contrariamente, el uso de SBF como solucion de
criopreservacion se relaciona con una tenue lincion del cartifago afectando
principalmente al anillo localizado en la parte inferror del segmento traqueal
(hematoxifina-eosina, safranina-O y azul alciano). Sin embargo, independientemente
de la solucion de criopreservacion utilizada, el mayor numero de anillos traqueales
que presentaron una tincion basofila normal sin alteraciones en la tincion del
cartifago estan localizados en el extremo superior del segmento traqueal (proximal al
cartilago cricoides y ubicado en la parte superior del criovial mientras que el menor
numero de anillos traqueales con una ftincidon basdfila normal sin alteraciones
corresponde al anillo localizado en el extremo inferior del segmento traqueal (distal

al cartilago cricoides y ubicado en la parte inferior del criovial.
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¢) Matrices pericelular, territorial e interterritorial del cartilago: £/ uso de SBF
como solucion de criopreservacion y el aimacenamiento de los segmentos traqueales
en nitrégeno liquido provocan alteraciones importantes en la tincién de Jas matrices

pericelular, territorial e interternitorial de las célufas del cartilago.

d) Degeneracion celular:
El porcentaje de condrocitos nucleados en la region central del aniflo de cartilago
disminuy¢ significativamente por efecto de fa congelacion con lo cual se incrementa

el porcentaje de degeneracion celular.

6.2.2. Epitelio de la mucosa traqueal

Los anillos traqueales de todos los grupos de estudio, control y con tratamiento de
criopreservacion presentaron zonas de la mucosa traqueal con epitelio traqueal
conservado y sin alteraciones, acompafiadas de zonas en las que se observd
pérdida de la continuidad del epitelio a la largo de la mucosa caracterizadas por

desprendimientc escaso, moderado y severo de las células epiteliales.

Independientemente del tratamiento de criopreservacion (solucion, tiempo vy
temperatura) establecido de acuerdo con el grupo de estudio y ¢con respecto al grupo
control, l1os anillos de los segmentos traqueales que fueron sometidos a congelacién
presentaron zonas considerables de extension variable con desprendimiento severo
del epitelio traqueal y pérdida total del mismo. En ninguno de los grupos de estudio

se observaroen alteraciones en la tincion del epitelio traqueal (Figura 32).

6.2.3. Glandulas traqueales
En los anillos traqueales del grupo control, que no fueron sometidos a ningun
tratamiento de criopreservaciéon las glandulas se observaron conservadas, sin

alteraciones en la tincién o en la integridad estructural.
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En el resto de los grupos de estudio y sin importar el fratamiento de
criopreservacion (solucion, tiempo y temperatura), las glandulas se observaron

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

epiteliales y alteraciones en la tincion (Figura 33).
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Figura 32.- Evaluacion histologica del epitelio. En todos los grupos de estudio, control y con tratamiento de
criopreservacién presentaron desde epilelio de la mucosa traqueal conservado hasta pérdida total de! mismo
como se observa en ta panordmica 10X (a). En el resto de las fotografias (40X) se obsaerva; epitelio traqueal
conservado sin alteraciones (b), epitelio tragueal conservado con escaso desprendimiento de células
epiteliales (c), desprendimienio moderado de las células espileliales [d), desprendimiento severo del epitelio
traqueal (&) y pérdida total det epitslio (f).
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Figura 33: Evaluacién histolégica de las glandulas traqueales (H&E, 40X). Glandulas sin alteraciones en los
segmentos traqueales del grupo cantrol (a). Franca pérdida de la inlegridad esiructural en las glandulas de los

segmentos traqueales de los grupes de estudio 2 al 9 sin importar el iratamiento de criopreservacion {b).

6.2.4. Fibras de colagena y de musculo liso

A la tincion tricrdmica de Masson (Figura 34), en los anilios traqueales de todos
los grupos de estudio, control y con tratamiento de criopreservacion, las fibras de
coldgena ubicadas tanto en la submucosa traqueal como entre el pericondrio y la
adventicia, al igual que las de musculo [iso se observaron conservadas, ordenadas,

alineadas y sin alteraciones en la tincidn.

Los anillos fraqueales de todos los grupos de estudio, incluyendo los del grupeo
control, presentaron desprendimiento evidente de las fibras de colagena y de
musculo liso a lo largo del pericondrio y entre las mismas. En el caso de las fibras de

colagena, esto ocurridé en ambos lados del cartilago.
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Figura 34. Fibras de coldgena y de musculo liso (a). Fibras de colagena en la submucosa traqueal (b). Fibras de

colédgena y de musculo liso proximales a la adventicia (c). Desprendimiento evidenie de las fibras de colagena y

de mosculo liso a lo larga del pericondrio (d,e). Desprendimiento entre las fibras de colagena y de masculo liso (f).
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Restimen, Evaluacion Microscépica del Epitelio, glandulas traqueales, fibras de
colagena y musculo liso. Independientemente del lratamiento de congelacion
establecido para cada uno de los tratamientos de acuerdo con ef grupo de estudio:
La criopreservacion provoca exfoliacion del epitelio de la submucosa traqueal y
destruccién de las glandulas traqueales sin afectar las fibras de colagena y de

miscuio liso.

6.3. Expresion de Caspasa-3
6.3.1. Cartilago tragueal

La densidad celular positiva para caspasa-3 en el cartilago [humero de
condrocitos gue expresaron caspasa-3 (n) / area del cartilago (mm2)] para cada uno
de los 18 anillos con base en la localizacidn del anillo 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 (AS)]
de todos los grupos de estudio se muestra en el cuadro 13. No se encontraron
diferencias estadisticamente significativas al comparar la densidad celular positiva
para caspasa-3 en el cartilago de acuerdo con la localizacion del anillo en el
segmento traqueal [Anillo del extremo superior (A1) vs Anillo medio (A3): p=0.994,
Anilio del extremo superior (A1) vs Anillo del extremo inferior (AS): p=0.962, Anillo
medio (A3) vs Anillo del extremo inferior (A5): p=0.926].

La densidad celular positiva para caspasa-3 en el cartilago de los 18 anillos
traqueales sin importar la localizacion en el segmento tragueal, correspondientes a
cada uno de los grupos de estudio 1 al 9 consecutivamente fue: G1 (0.16310.097),
G2 (0.150+0.074), G3 (0.109+0.0681), G4 (0.314+0.101), G5 (0.039+0.029), G6
(0.155+0.062), G7 (0.000+£0.000), G8 (0.014+0.014) y G9 (0.010+0.007). Aungue en
los grupos de estudio 2, 4, 6 y 8 en los que los segmentos tragueales 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, 5y 7 en

los que se ulilizo SBF como solucion de criopreservacion, ésta no se modificd
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significativamente con respecto a la encontrada en el grupo control [Grupo 1 vs:
Grupo 2 (p=0.000), Grupo 3 (p=0.999), Grupo 4 (p=0.724), Grupo 5 (p=0.899),
Grupo 6 (p=1.000), Grupo 7 (p=0.632), Grupo 8 (p=0.742) y Grupo 9 {(p=0.711)], no
present6 diferencias importantes cuando se incrementd el tiempo de congelacion de
48 horas a 15 dias y disminuyd por efecte del almacenamiento de los segmentos
traqueales en nitragena liquido.
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Figura 35: Expresion de caspasa-3 en el cartilago tragueal [(40X), Aminoeticarbazol-Hematoxilina). Condrocitos
con exprasion positiva de caspasa-3 (células color marron).

Densidad celular positiva para caspasa-3 en el cartilago
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Grafica 8: Densidad positiva para caspasa 3 (n/mm?).
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Gropo da Segmento Condrecitos Afeadel Densidad Condrocitas Area del Densidad Condracitos Areadsl Densidad

Estudip Tragueal Caspasa-3({+}  Cadilago Celular {+} Caspasa-3{+}  Carthago Celular [+) Caspasad(+)  Cartilago Celutar {+)
in} [} {n/mm?) [my {mmd} {{nimimz} I} ylot] {nfmme}
Al Al Al A A3 Al A5 Ad AS
G 1 {.000 13773 0.000 0008 192,63 0.000 0.000 25364 0000
Caonbrol 2 246,000 60667 0.405 661.000 389,54 16897 .00 417.65 0.000
Sin 3 184.000 4021 0.45% 10.000 409,10 el 141,000 39204 .360
Crnopresenacion 4 0000 106 18 0.000 0.000 156,80 0.000 0.000 116.53 Q.000
5 0.000 150.55 0.000 (.one 170,28 1.000 0.000 i 0.000
8 4.000 599 11 Q.000 0.000 4.1 {.030 0.000 66107 0.006
52
48h -70°C) i 38.000 22403 0170 0.000 125,41 4.000 142000 22567 0629
FI2K 2 23000 21170 1115 £.000 2110.55 0.000 187.000 235.04 0.663
3 Q.000 13491 0.000 0.000 11291 0.000 16.000 326.92 0.049
4 0.000 28%.39 0.000 0.060 252 45 0.000 0.000 383,34 0.000
5 11000 35982 0030 0.000 235,70 0.000 0.000 340,40 0.000
[ .00 42915 0.000 14,000 3161 0.048 0409 499,83 1000
G3
48h §-70°C) i 144,000 37590 0.383 223000 21418 1.0414 0.000 162.39 0.000
SaF 2 000G w117 0000 0.000 ARl A4G0 0.000 M3 (000
3 0.000 32a8h 4.000 64,000 193.29 0.3 6.000 15887 0.000
4 20000 219049 0.091 0.000 12705 $.000 2.000 310185 0.000
5 0.0{0 186.22 0,000 57 000 458 41 0124 0.000 §13.54 0.000
& 0.000 NT 62 2000 0.000 371.30 0.000 0.000 105.35 0.000
) i 27 (00 295,80 0030 0.000 173189 2.000 0.000 170.28 0.000
16 {-70°C} 2 80.000 376,79 0.7% 0.000 260,68 0.000 28.000 28815 0.09%
F128 3 95.000 206.44 0 460 218000 20381 1.070 124.000 24336 0,530
4 £.000 201 42 0.000 0.4 152.69 0,000 £.000 2258 3.000
& 157 Q00 27498 0571 0.000 KIS 2.000 0.000 21762 1000
g 136.000 116.80 1164 21.000 12508 0168 180,000 145,95 1233
(53 1 0.000 355,08 0.000 23.000 P77A4 0.455 0000 258.59 0.000
150 (-75°C) Z (.00 e5.4G6 0.000 0.000 204.96 0.000 .0D0 175.87 0.000
SBF 3 £2.000 278.92 1222 0.000 334 8 0000 G.a00 413.03 0,000
& a0 398.09 A.0K 3.G00 HT 45 e G000 412,29 00060
5 Q.00 43569 0.000 0.000 50690 0,000 4.000 445,92 0.000
[ 0.000 21146 0.000 £.000 22879 0.000 (.00¢ 596.41 (1.006
Ga } 14.000 132.14 0.406 V17 Q00 151.70 077 F4 000 165.02 0443
46h {-70"Cy 2 0.000 163 0.000 0.000 22534 0.000 133000 17945 0744
+ 3 3.000 115687 0.000 45000 121,13 2372 0.000 177 35 0.600
13 (1959 4 0000 127 54 0,000 0.000 145,95 0000 0000 20289 8,000
F12K 5 {.000 165.84 0.000 adoe 174.39 Q.000 0.000 197 40 0.000
[ 138.000 185.27 0.358 0.000 213 (.000 0800 2B7.3 {.000
&7 1 0,000 247 63 0.000 A.000 M52 0.000 1.G00 46318 0.0
4Eh 1-70°C) 2 D000 341.05 £.000 0.000 §51.87 000 2.000 38543 {.000
+ 3 0.000 56903 0.000 0.000 29503 0.000 0.0006 401.38 8.000
151 (1967) 4 0.000 BEH72 0.000 0.000 §16.85 0.000 0.000 TO7 54 0.000
sBF 5 Q.000 518,73 0000 0.000 467 55 0.000 0.000 £01.90 0.000
f 0.000 255,58 0.000 0.000 24593 0.00D 0.000 43343 0000
G5
15d (-70°C) t 0.000 84.89 0.00G 0.000 140.20 2.000 28.000 105 19 0.266
. 2 0.000 12580 0.000 3.008 118.01 0.000 2,000 201.34 0.000
154 {(1967) 3 2000 . 0.000 .000 10108 0.000 0.000 166 47 0.000
F12¥ 4 0000 295.85 0.000 (.000 7047 0.000 (.000 347,30 0000
5 Q.000 204.30 0.000 0.000 02,49 0000 0,000 17784 0.000
6 o.oog 260.02 0.000 0.000 24800 0.000 0.006 58D 0.000
4 i 0.000 295 65 0.000 0.000 £79.23 0.000 2,000 230.27 0408
15 (-10°C) 2 1000 46794 0,002 41.000 0062 a1l 18.000 5472 0048
+ 3 0,000 477 97 0.000 0.000 337 44 0.000 (.000 301.93 0.a00
154 {1967 4 0.000 305.588 0.000 0.000 23T 0.000 0.000 337.44 Q.000
3BF 5 0.000 N7.28 {.000 Q.00G0 ROE] 0.000 2,000 254.27 0.000
& (000 382.09 0.000 0.000 0259 0.000 0.000 29043 (.000

Cuadre 13 Ndmero de condrocilos con expresion de caspasa-3 en el cartilago (n), area del cartilago {mm’) y densidad celular positiva para caspasa-3 (n/mm”)
correspondiantes a 105 res anllos de fos seis segmentos raqueales de todos 10s grupos de esiudio
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Grupos Condiciones experimentales Condrocitos t EE
de del tratamiento de {n) caspasa 3 (+)

Estudio criopreservacion {nimm)
1 Control 18 0.163 0.097
2 48h (-70°) F12K 18 0150 0.074
3 48h (-70°) $BF 18 0.109 0.061
4 15d {-70") Fi2K 18 0.314 0101
5 15d (-70°) SBF 18 0.039 0.029
6 48h (-70°) + 15d (ML) Fi2K 18 0.155 0062
7 48h {-70°} + 15d (NL}) 3BF 18 0.000 0000
8 150 {-70%) + 156d (NL) F1i2K 18 0014 0.014
9 15d (-707) + 15d (NL) SBF 18 0.010 0007

Cuadro 14: Densidad positiva para caspasa 3 (n/mm?).

6.3.2. Epitelio traqueal

En los 18 anitlos (100%) correspondientes a los seis segmentos tragueales del
grupo control sin criopreservacion, se observaron sin importar la extension, zonas del
epitelio de la mucosa traqueal: a) sin expresion de caspasa-3, b) con expresion de
caspasa-3 en células epiteliales escasas y alternas, ¢) con expresion de caspasa-3
en células basales continuas y d) con expresion de caspasa-3 en la mayoria de las

celulas epiteliales (Figura 36).

Cuando se utilizé medio F12K como solucion de criopreservacion, el porcentaje
de anillos que presentaron céiulas epiteliales con expresion de caspasa-3 fue:
{55.55%) en el grupo 2, (77.77%) en el grupo 4 y (11.11%) en el garupo 6 y (0%) en el
grupo 8. Los anillos de los segmentos traqueales de los grupos de estudio 3, 5, 7y 9
que fueron criopreservados utilizando suero bovino fetal como solucion de
criopreservacion, no presentaron células con expresion de caspasa-3 en el epitelio

de la mucosa tragqueal (Grafica 9, Figura 37).

La expresion de caspasa-3 en las células del epitelioc de la mucosa tragueal

disminuyd significativamente por efecto de la temperatura de congelacion (p<0.01) y
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de la solucion de criopreservacion (p<0.01) sin importar el tiempo de congelacion

(p=0.08).

()

Figura 36: Exprasion de caspasa-3 en las células epiteliales de la mucosa tragueal del grupo 1, control sin
criopreservacion: Expresion de caspasa-3 en; a) células epiteliales escasas y alternas, b) células epiteliales

principalments basales y ¢) en la mayoria de las células epiteliales, (40X, Aminoetilcarbazol-Hematoxilina).

(a) (b)
Figura 37: Expresién de caspasa-3 en el epitelio de la mucosa traqueal. Criopreservacién con medio F12K (a).

Criopreservacion con 3BF (b). (40X, Amincetilcarbazol-Hematoxilina).
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Grafica 9: Expresion de caspasa-3 en el epitelio de la mucosa tragueal.

6.3.3. Glandulas Traqueales

La expresién de caspasa-3 en las glandulas traqueales de los 18 anillos (100%)
correspondientes a los seis segmentos traqueales del grupo control  sin
criopreservacién, incluyo cuatro patrones definidos que se clasificaron basicamente
en: a) semilunas y células del epitelio sin expresidn de caspasa-3, b) expresién de
caspasa-3 en las semilunas de las glandulas, sin compromiso epitelial, ¢} caspasa-3
en las semilunas de las glandulas con compromiso epitelial moderado y d) caspasa-3

en las semilunas de las glandulas con compromiso epitelial severo (Figura 38).

Cuando se utilizd medio F12K como solucion de criopreservacion, el porcentaje
de los anillos que presentaron expresién de caspasa-3 fue (83.33%) en el grupo 2,
(72.22%) en el grupo 4, {22.22%) en el grupo 8 y (16.66%) en el grupo 8. En las
glandulas de los anillos tragueales de los grupos de estudio 3, 5, 7 y 9 en los que se
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utilizd suero bovino fetal como solucidn de criopreservacién, no se observo la
expresion de caspasa 3 (Grafica 10, Figura 39). La expresion de caspasa-3 en las
glandulas traqueales disminuyd significativamente por efecto de la temperatura de
congelacion (p<0.01} y de la solucién de criopreservacion {p<0.01) sin importar el

tiempo de congelacion (p=0.08),

Figura 38. Expresion de caspasa-3 en Jas glandulas iraqueales del grupo 1, control sin criopreservacién,
Expresidn de caspasa-3 en los vértices semilunares sin compromiso epitelial (a), con compromiso epitelial

moderado (b) y con compromiso epitelial severo (¢). {Aminoetilcarbazol-Hematoxilina, 40X).
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Figura 38: Expresidon de caspasa-3 en las glandulas traqueales. Criopréservacidn con medic F12K (a).

Criopreservacion con SBF (). (Aminoetilcarbazo!-Hematoxilina, 40X).

Expresion de Caspasa-3 en ef Epltelio (Glndulas)

(%} Anilios Tragueales con Expresion Caspasa-] (#)

50 + Contiod
@ Fu2x
@ sof
Conrol F12K SBF E17K SBF FAZK SBF FI1ZK SBF
IBRCIICH 15470 C) ABNTECY + 154NL A5AEI0"CY « 15aNL
1 2 3 i 5 b T ] k]

Grupos de Extudio

Gréfica 10: Expresién de caspasa-3 en las glandulas lragueales.
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Restimen, Evaluacion de la Expresion de Caspasa-3

a) Cartilago: Aunque con respecto al grupo control, la expresién de caspasa-3 en ef
cartilago no se modifica significativamente por efecto de la criopreservacion ni por la
localizacion del anillo en ef segmento traqueal, ésta disminuye de manera imporiante
por el uso de SBF como solucion de criopreservacion y por el almecenamiento de los

segmentos traqueales en nitrogeno liquido.

b) Epitelio y Glandulas Traqueales: Independientemente del tratamiento de
congelacion establecido para cada uno de los tratamientos de acuerdo con el grupo
de estudio: La expresion de caspasa-3 en el epitelio de la submucosa y en las
glandulas traqueales disminuye por efecto de la criopreservacion con medio F12K y
se inhibe completamente por el uso de SBF como solucion de criopreservacion y por

el almacenamiento de los segmentos traqueales en nitrogeno liguido.

7.- DISCUSION

El objetivo de este trabajo radico en investigar el efecto que ejerce la congelacion
sobre la integridad estructura) del tejido traqueal tratado bajo cuatro esquemas de
criopreservacion diferenciados por el tipo de solucion, por la temperatura de
congelacién y por el tiempo de preservacion, proponiendo como hipotesis que las
alteraciones macroscopicas, microscopicas y en la expresion de caspasa-3 que
ocurren en el tejido traqueal por efecto de la criopreservacion derivan principalmente
de las variables tiempo y temperatura mas que de la solucion de criopreservacion

utilizada.

a) Hallazgos en el Cartilago:

Contrariamente a la hipotesis propuesta, los resultados indican que las
alteraciones microscopicas en el cartilago traqueal, dependen, principalmente de la
solucion y de la temperatura de criopreservaciéon mas que del tiempo y de la

temperatura de congelacion.
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Bajo las condiciones experimentales establecidas en este proyecto, la
criopreservacion provocd: 1) alteraciones en la tincidn gruesa del cartilago que
parecen estar relacionadas con la solucion utilizada y con a focalizacion del anillo en
el segmento traqueal. En las tinciones del tejido traqueal con hematoxilina-Eosina,
Safranina-O y Azul Alciano, el cartilago muestra una intensa afinidad por los
colorantes cuando se utiliza medio F12K como solucion de criopreservacion,
mientras que el cartilago traqueal criopreservado con SBF se caracteriza por una
tincidén tenue. Independientemente de la solucién utilizada para criopreservar los
segmentos traqueales, el mayor numero de anillos traqueales sin alteraciones en la
tincion basdfila del cartilago corresponde al anilfo localizado en el extremo superior
del segmento traqueal {proximal al cartilago cricoides y ubicado en la parte superior
del criovial}) y de manera inversa, €l menor niumero de anillos traqueales con una
tincion baséfila normal sin alteraciones corresponde al anillo localizado en el extremo
inferior del segmento tragueal (distal al cartilago cricoides y ubicado en la parte
inferior del criovial), 2) alteraciones mas evidentes en la tincion de las matrices
pericelular, territorial e interterritorial del cartilago parecen estar ocasionadas por el
uso de suerc bovino fetal comeo solucidén de criopreservacion aunado al
almacenamientc de i0os segmentos traqueales en nitrogeno liquido y 3) una
disminucion significativa en el numero de condrocitos nucleados en la regién central
del aniilo de cartilago y 4} una disminucion significativa en la expresiéon de caspasa-3
por efecto del suero bovino fetal y del aimacenamiento de los segmentos fraqueales

en nitrégeno liquido.

De acuerdo con la literatura y sin importar las condiciones de congelacidén para
segmentos traqueales referidas por los diferentes autores, después de la
criopreservacion, el tejido cartilaginoso se mantiene viable y con la matriz
cartilaginosa intacta (2). Sin embargo, los disefios experimentales de
criopreservacion para segmentos traqueales reportados hasta la fecha refieren, que
una vez transcurrido el tiempo de congelacion y en forma previa a la reconstruccién y

con ayuda de bisturi, se separa uno de los anitlos del segmento traqueal
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criopreservado y es sometido a una evaluacién histologica que tradicionalmente se
basa Unicamente en la presencia de condrocitos nucleados (2,9,11,21,24). Las
alteraciones observadas en la tincion del cartilago criopreservado parecen indicar
una exposicion aumentada (hipertincién) o disminuida (tincion tenue) de los grupos
sulfato, fosfato y carboxilo caracteristicos de los componentes responsables de la
consistencia del cartilago (proteoglicanos, glucosaminoglucanos, acido hialurdnico y
colagena tipo ) capaces de remodelar la matriz extracelular del cartilago ocasinando

cambios degenerativos.

Independientemente del tratamiento de criopreservacion, el mayor porcentaje de
condrocitos nucleados en el cartilago traqueal se ubica en los extremos y disminuye
significativamente en la regidbn central del anillo, esta regidén esta visiblemente
caracterizada por una degeneracidn celular, lo gue sugiere que los mecanismos de
proteccion y penetracion de la solucidén de criopreservacion en el cartilago durante el
proceso de congelacion parecen no ser homogeneos y ocurrir de manera diferente a
lo largo del anillo y del segmento traqueal. Esta reportado (76,77) que durante el
proceso de congelacién para cartilago 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 mas susceptibles al
dafic ocasionado por la criopreservacion, sugiriendo que 1) existen diferencias
biologicas entre los condrocitos de las diferentes zonas morfolégicas, 2) la
proximidad fisica a la superficie permite una mayor recuperacion después de la
formacion de hielo (76) y 3) ia adicion de dimetilsulfoxido incrementa la viabilidad
celular solamente en las c¢élulas ubicadas en la capa superficial de la matriz del
cartilago pero no mejora la viabilidad de las células ubicadas en las zonas centrales
del cartitago (77).

Aunque la criopreservacion modifica la viabilidad y Ia proliferacion celular, el uso

de dimetil sulféxido al 10% favorece la viabilidad en el cartilago (78-80) y la toxicidad

celular ocasionada por el uso de dimetilsulfoxido como agente crioprotector parece
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estar relacionada con el tiempo y de la temperatura de criopreservacion (81). En este
protocolo, las dos soluciones de criopreservacion utilizadas se suplementaron con
dimetilsulfoxido al 10%. La concentracién de suero bovino fetal en las soluciones de
preservacion parece jugar un papel importante en la preservaciéon del cartilago.
Concentraciones de suero bovino fetal entre 1 y 30% estimulan el crecimiento de
condrocitos articulares en medio F12K con desarrollo 6ptimo cuando el medio esta
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 sintesis de proteoglicanos y mayor viabilidad que los
preservados sin la adicidn 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 fisiolégicas en los cultivos de condrocitos (85). Condrocitos articulares
cultivados en soluciones adicionadas con suero bovino fetal, presentan una
disminucion significativa en [a viabilidad, en la proliferacién y en la diferenciacion
celular (84-86); pérdida de la informacién génica del cartilago (84), alteraciones en
los marcadores condrogénicos y en la expresidn de metaloproteinasas, sin
reestablecimiento de la matriz cartilaginosa en comparacién con condrocitos
cultivados en soluciones adicionadas con suero autdlogo ¢ libres de suero bovino
fetal (85-87). En este trabajo, la expresidn de caspasa-3 en el cartilago fue menor
cuando los segmentos traqueales se almacenaron en nitrégeno liquido y se utilizo
suero bovino fetal al 90% como solucidn de criopreservacion, lo que puede
explicarse por el efecto deletéreo que ejerce el suero bovino fetal sobre la viabilidad
celular remanente el tgjido cartilaginoso después de los procesos de procuracion,

criopreservacion y descongelacion.

b) Hallazgos en el Epitelio y Glandulas Traqueales:

Independientemente del tratamiento de congelacidn, la criopreservacion provoco:
a) exfoliacion del epitelio de ta submucosa traqueal, b) destruccion de las glandulas
traqueales y c) contrariamente a la hipdtesis planteada, una disminucidén en la

expresion de caspasa-3 por efecto de la solucidon de criopreservacion y del
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almacenamiento de los segmentos traqueales en nitrégeno liquido. Al parecer, la
criopreservacion ejerce un efecto inmunomodulatorio sobre la antigenicidad del
segmento traqueal utilizado en la reconstruccidn atribuible al desprendimiento de las
células epiteliales como consecuencia de los procesos de congelacion vy
descongelaciéon (2). Las células epiteliales expresan el antigeno de
histocompatibilidad mayor clase I, resultados recientes, indican que la antigenicidad
de los segmentos traqueales disminuye de manera significativa cuando se eliminan
las glandulas y se remueve el epitelio de la mucosa traqueal (2,17). En este trabajo,
sin importar et esquema de congelacion, la criopreservacion ocasiond pérdida de a
estructura glandular, desprendimiento del epitelio de la mucosa traqueal y una
disminucidén en la expresion de caspasa-3, hallazgos que pueden atribuirse a una
disminucion en la viabilidad celular como consecuencia los procesos de congelacién

y descongelacion inherentes al proceso de criopreservacion.

8.- CONCLUSIONES

Con base en gue: 1) Con ninguno de jos tratamientos de criopreservacion para
segmentos traqueales establecidos en este proyecto se modifica la integridad
estructural aparente de los segmentos traqueales, de la estructura caracteristica del
anillo de cartilago traqueal “en forma de herradura, de las fibras de colagena y del

musculo liso,

2) Independientemente del tiempo y de la temperatura de congelacion, la
criopreservacion de segmentos traqueales provoca: a) alteraciones en la tincion
gruesa del cartilago que parecen estar relacionadas con la solucidon de
criopreservacion utilizada y con la localizacidén del anillo en el segmento traqueal, b)
una disminucion en el porcentaje de condrocitos nucleados ubicados en la regién
central del anillo de cartilago, ¢) exfoliacidn del epitelio de la submucosa traqueal y d}

destruccidn de las glandulas traqueales y

3) El uso de SBF como solucidn de criopreservacién y aunado al almacenamiento de
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los segmentos traqueales en nitrégeno liquido genera: a) alteraciones importantes en
la tincion de las matrices pericelular, territorial e interterritorial de las células del
cartilago y b) una disminucion en la expresion de caspasa-3 en el cartilago, en el

epitelio de la submucosa y en las glandulas traqueales, se concluye que:

1) Las alteraciones en la tincién del cartilago criopreservado sugieren la ocurrencia
de eventos bicquimicos, degenerativos en los componentes de la matriz del cartilago

capaces de remaodelar la consistencia del mismo,

2) Los anillos localizados en el extremo inferior del segmento traqueal criopreservado
y los condrocitos ubicados en la regidn central del anillo de cartilago son mas

susceptibles al dafo ocasionado por la criopreservacion,

3) El uso de suero bovino fetal como solucion de criopreservaciéon aunado al
almacenamiento de los segmentos traqueales en nitrogeno liquido ocasiona cambios
severos en la integridad de las matrices pericelular, territorial e interterritorial del
cartilago, estas mismas condiciones de criopreservacion parecen estar relacionadas
con una disminucion en la expresiéon caspasa-3 en el tejido traqueal, hallazgos que
sugieren que la expresion de caspasa-3 en el cartilago no refleja el dafio ocasionado

en el cantilago por efecto de la criopreservacion,

4) Contrariamente a la hipdtesis propuesta, las alteraciones microscopicas y en la
expresién de caspasa-3 que ocurren en el tejido traqueal por efecto de la
criopreservacion son ocasionadas por efecto de la solucion y de la temperatura de

congelacion.

84



9.- REFERENCIAS

1.- Jaime Villalba Caloca. Respuesta Tisular del Aloinjerto Traqueal Liofilizado y
Criopreservado Combinado con Terapia de Inmunosupresién y Aplicacién Tépica del Factor
de Crecimiento del Endotelio Vascular, Tesis Doctoral. Escuela Superior de Medicina.
Seccién de Estudios de Posgrado e Investigacion. Instituto Politécnico Nacional. México,
D.F. 2007.

2.- Sotres-Vega A, Villalba-Caloca J, Jasso-Victoria R, Olmos-Zuhiga JR, Gaxiola-Gaxiola M,
Baltazares-Lipp M, Santibafez-Salgado A, Santillan-Doherty P. Cryopreserved Tracheal
Grafts: A Review of the Literature. J Invest Surg 2006;19(2):129-135.

3.- Murakawa T, Nakajima J, Motomura N, Murakami A, Takamoto S. Successful
Allotransplantation of Cryopreserved Tracheal Grafts with Preservation of the Pars
Membranacea in Nonhuman Primates. J Thoracic Cardiovasc Surg 2002;123:153-160.

4.- Tanaka H, Maeda K, Okita Y. Transplantation of the Cryopreserved Allograft in Growing
Rabbits. J Pediatric Surg 2003;38:1707-11.

5.- Lenot B, Macchiarini P, Dulmet E, Weiss M, Dartevelle P.Tracheal Allograft Replacement.
An Unsuccessful Method. Eur J Cardiothorac Surg 1993,7:648-652.

6.- Zhao H, Hua TC, Zhou YZ, Wang QF, Yang Y, Bao LL. Cryopreservation and
Transplantation of Dog Trachea. Ann NY Acad Sci 1998;118:270-275.

7.- Messineo A, Filler RM, Bahoric A, Smith CR. Repair of Long Tracheal Defects with
Cryopreserved Cartilaginous Allografts. J Pediatric Surg 1992;27:1131-4;discussion 1134-5.

8.- Moriyama H, Sasajima T, Hirata S, Yamazaki K, Yatsuyanagi E, Kubo Y.
Revascularization of Canine Cryopreserved Tracheal Allografts. Ann Thorac Surg
2000:69:1701-8.

9.- Tojo T, Niwaya K, Sawabata N, Nezu K, Kawachi K, Kitamura S. Tracheal Allogenic
Immunoresponse is Reduced by Cryopreservation:Canine Experiment. Transplantation Proc
1996 :28(3):1814-1815.

10.- Deschamps C, Trastek VF, Ferguson JL, Martin WJ, Colby TV, Pairolero PC, Payne WS.
Cryoperservation of Canine Trachea; Functional and Histological Changes. Ann Thorac Surg
1989;47:208-12

11.- Ueda M, Yokomise H, Wada H, Hitomi S. Experimental Tracheal Transplantation for
Possible Clinical Aplicattion. Transplant Proc 1997;29:871-73.

85



12.- Mukaida T, Shimizu N, Aoe M, Andou A, Date H, Okabe K, Yamashita M, Ichiba S.
Experimentat Study of Tracheal Allotrasplantation with Cryopreserved Grafts. J Thorac
Cardiovasc Surg 1998,116:262-6.

13.- Tojo T, Niwaya K, Sawabata N, Kushibe K, Nezu K, Taniguchi S, Kitamura S. Tracheal
Replacement with Cryopreserved Tracheal Allograft: Experiment in Dogs. Ann Thorac Surg
1998;66:209-13.

14.- Nakanishi R, Umesue M, Hashimoto M, Muranaka H, Hachida M, Yasumaoto K. Limit of
Warm Ischemia Time Before Cryopreservation in Rat Tracheal Allograft. Ann Thorac Surg
2000;70:1800-5.

15.- Hashimoto M, Nakanishi R, Umesue M, Muranaka H, Hachida M, Yasumoto K.
Feasibility of Cryopreserved Tracheal Xenotransplants with the Use of Short-course
Immunosuppression. J Thorac Cardiovasc Surg 2001;121:241-8.

16.- Kushibe K, Nezu K, Nishizaki K, Takahama M, Taniguchi S. Tracheal Allotransplantation
Maintaining Cartilage Viability with Long-term Cryopreserved AHografts. Ann Thorac Surg
2001;71:1666-9.

17.- Tojo T, Kitamura S, Gojo S, Kushibe K, Nezu K, Taniguchi S. Epithelial Regeneration
and Preservation of Tracheal Cartitage After Tracheal Replacement with Cryopreserved
Allograft in the Rat. J. Thorac Surg Cardiovasc Surg 1998;116-624-7.

18.- Kushibe K, Tojo T, Sakaguchi H, Takahama M, Nezu K, Taniguchi S, Yoshikawa T,
Ichijima K.Assessment of Cartilage Viability in the Cryopreserved Tracheai Allograft by
Measurement of Na; 3550, Incerporation. Transplantation Proc 2000 ;32:1655-1656.

19.- Inutsuka K, Kawahara K, Takachi T, Okabayashi K, Shiraishi T, Shirakusa T.
Reconstruction of Trachea and Carina with Immediate or Cryopreserved Allografis in Dogs.
Ann Thorac Surg 1996:62:1480-1484,

20.- Kumon BC, Shiraishi T, Makihata S, Kawahara K, Shirakusa T. Cartilaginous Injury
Limits Cryopreservation of Tracheal Iscgraft. Respirology 2000;5:105-110.

21.- Yokomise H, Inui K, Wada H, Ueda M, Hitomi S. Reliable Long-Term Cryopreservation of
Trachea for Tissue Banks. Transplantat Proc 1996;28(2):1119-1120.

22 .- Nakanishi R, Hashimoto M, Muranaka H, Umesue M, Kohno H, Yasumoto K. Maximal
Period of Cryopreservation with the Bicell Biofreezing Vessel for Rat Tracheal Isografts.
Journal Thorac Cardiovasc Surg 1999; 117:1071-1076.

23.- Nakanishi R, Onitsuka T, Shigematsu Y, Hashimoto M, Muranaka H, Yasumoto K. The
Immunomodulatory Effect of Cryopreservation in Rat Tracheal Allotransplantation. J Heart
Lung Transplant 2002;21:890-898.

88



24.- Mukaida T, Shimizu N, Ace M, Andou A, Date H. Tracheal Allotransplantation After
Variying Terms of Cryopreservation. Transplant Procc 1998;30:3397-400.

25.- Jung Kwon O, Young Suh G, Pyo Chung M, Kim J, Han J, Kim H. Tracheal Stenosis
Depends on The Extent of Cartilaginous Injury in Experimental Canine Model. Exp Lung Res
2003;29(6):329-38.

26.- Okamoto T, Yamamote Y, Gotoh M, Huang CL, Nakamura T, Shimizu Y, Tabata Y,
Yokomise H. Slow Release of Bone Morphogenetic Protein 2 from a Gelatine Sponge to
Promote Regeneration of Tracheal Cartilage in a Canine Model. J Thorac Cardiovasc Surg
2004;127(2):329-334.

27 -Plopper CG., Mariassy AT., and Lellini LO. Structuwre as Revealed by Airway Dissection:
A Comparison of Mammalian Lungs. Am Rev Respir Dis. 1993;28:54.

28.- Salassa JR, Pearson BW, Payne WS. Gross and Microscopical Blood Supply of
Trachea. Ann Thorac Surg 1997,24(2);100-107.
29 - Arthur C. Guyton., John E. Hall. Tratado de Fisiologia Meédica. Méxice. McGrawHill-
Interamericana. Décima Edicion. 2005;534-536.

30.-dunqueira LC., Carneiro J. Histologia Basica Texto y Atlas. Barcelona, Espafia. Masson.
Quinta Reimpresién. 2001;83-111,119-126,331-348.

31.- Kiani C, Chen L, Wu YJ, Yee AJ, Yang BB. Structure and Function of Aggrecan. Cell
Res 2002;12(1):19-32.

32.- Périn 4P, Bonnet F, Thurieau C, Jolles P. Link Protein Interactions with Hyaluronate and
Proteoglycans. J Biol Chem 1987;262(27):13269-13272.

33.-Vicent C. Hascall and Dick Heinegard. Aggregation of Cartilage Proteoglycans. Il
Oligosaccharide Competitors of the Proteoglycan-Hyaluronic Acid Interaction. J Biol Chem
1974,249(13):4242-4249.

34.-Schwartz S. Principios de Cirugia. México. Mc Graw-Hill.Interamericana. Séptima
Edicion.1999- 824-828.

35.-Frost E. Tracing the trachecostomy. Ann Otol 1976:85:618-24.

36.-Jackson TL., Lefkin P., Tuttle W. An Experimental Study in Bronchial Anastomosis. J
Thorac Surg 1949;19:630-42.

37.-Grille HC. The Development of Tracheal Surgery: An Historical Review. Techniques of
Tracheal Surgery. Ann Thorac Surg 2003,75:610-9.

38.-Mulliken JB., Grillo HC. The Limits of Tracheal Resection with Primary Anastomosis:
Further Anatomical Studies in Man. J Thorac Cardioasc Surg 1968:55:418-21.

87



39.-Pacheco CR., Rivero O., Parter JK. Experimental Reconstructive Surgery of Trachea. J
Thorac Surg 1954;27:554-64.

40.- Fush J., Nasseri B., and Vacanti J. Tissue Engineering: A 21st century Solution to
Surgical Reconstruction. Ann Thorac Surg 2001,72:577-91.

41- Sakata J, Vacanti CA, Schloo B, Healy GB, Langer R, Vacanti JP. Tracheal Composites
Tissue Engineered from Chondrocytes, Tracheal Epithelial Celis, and Synthetic Degradable
Scaffolding. Transplantation Proc 1994 ;26:3309-3310.

42.- Kunachak S, Kulapaditharom B, Vajaradul Y, Rochanawutanon M. Cryopreserved,
Irradiated Tracheal Homograft Transplantation for Laryngotracheal Reconstruction in Human
Beings. Otolaryngol Head Neck Surg 2000;122:911-8.

43.- Stephens KE Jr, Wood DE. Bronchoscopic Management of Central Airway Obstruction. J
Thorac Cardiovasc Surg 2000;112:289-96.

44 .- Cooper JD, Pearson FG, Patterson GA, Todd TR, Ginsberg RJ, Goldberg M, Waters P.
Use of Silicone Stents in the Management of Airway Problems. Ann Thorac Surg
1989;47:371-8.

45.- Wallace MJ, Charnsangavej C, Ogawa K, Carrasco CH, Wright KC, McKenna R,
McMurtrey M, Gianturco C. Tracheobronchial Tree: Explandable Metallic Stents Used in
Experimental and Clinical Applications. Radiology 1986;158:309-12.

46 -Daniel RA Jr. The Regeneration of Defects of the Trachea and Bronchi. An Experimental
Study. J Thorac Surg 1948;17:335-48.

47.-Taffel M. The Repair of Tracheal and Bronchial Defects with Free Fascia Grafts. Surgery
1940,8:56-71.

48.-Daniel RA Jr. Taliaferro RM, Schaffarzick WR. Experimental Studies on the Repair of
Wounds and Defects of the Trachea and Bronchi. Dis Chest 1950;17:426-41.

49.-Neville WE., Bolanowski PJP., Soltanzadeh H. Homograft Replacement of the Trachea
Using Immunosuppression. J Thorac Cardiovasc Surg 1976;72:596-601.

50.- Messinec A, Filler RM, Bahoric B, Smith C, Bahoric A. Successful Tracheal
Autotransplantation with a Vascularized Omental Flap. J. Pediatr Surg 1991;26:1296-300.

51.- Mabrut JY, Adham M, Bourgeot JP, Eljaafari A, DelaRoche E, Ducerf C, Baulieux J,
Rigal D.Mechanical and Histological Characteristics of Human Trachea Before and After
Cryopreservation: An Opportunity for Tracheal Tissue Banking. Transplantation Proc
2001 ;33:609-611.

52.-Nakanishi R., Shirakusa T., Hanagiri T. Early Histopathologic Features of Tracheal
Allotransplant Rejection: A Study in Nonimmunosuppressed Dogs. Transplantation Proc
1994 26:3715-3718.

88



53.- Yokomise H, Inui K, Wada H, Ueda M, Hitomi S. Tracheal Transplantaticn in Dogs for
Future Clinical Application. Transplantation Proc 1996;28:1763-1764.

54 -Baumgartner |. Intramuscular Vascular Endothelial Growth Factor Gener Therapy: Fact or
Fiction. The American Journal of Medicine 2003;114:156-157.

55.-Grillo HC. Tracheal Replacement: A Critical Review. Ann Thorac Surg 2002;73:1995-
2004.

56.- Ortega-Camarillo C, Diaz-Flores M, Avalos-Raodriguez A, Vergara-Onofre M, Rosaies-
Torres AM. La Apoptosis y su Importancia Biomédica. Gac Med Mex 2001;137(8):563-577.

57.- Lourdes Maria Barrera Rodriguez, Fabiola Gdmez Arroyo, Lilia Vazquez Castafieda,
Maria del Carmen Navarro, Felipe Mendoza Pérez. La Apoptosis como un Mecanismo de
Inmunoregulacion en Condiciones Fisioldgicas y Patclogicas Asociadas a Pulmén. Rev Inst
Nal Enf Resp Mex 2003;16(3):173-180.

58 - Elmore S. Apoptosis: A Review of Pregrammed Cell Death. Toxicol Pathol
2007,35(4)495-516.

59.- Hotchkiss RS, Strasser A, McDunn JE, Swanson PE. Cell Death. N Engl J Med
2009.,361:1570-83.

60.- Gerald M. Cohen. Caspases: The Executioners of Apoptosis. Biochem J 1997;326:1-16.

61.- Kumar S.The Apoptotic Cystein Protease CPP32. Int J Biochem Cell Biol
1997,29(3):393-6.

62.- M. Sulpizi., U. Rothlisberger., and P. Carioni. Molecular Dynamics Studies of Caspasa 3.
Biophysical Journal 2003:84(4):2207-2215.

63.- Fan TJ, Han LH, Cong RS, Liang J. Caspase Family Proteases and Apoptosis. Acta
Bicchim Biophys Sinica 2005;37(11):719-727.

64.- Faubel S, Edelstein Cl.. Caspases as Drug Targets in Ischemic Organ Injury. Curr Drug
Targets Immune Endocr Metabol Disord. 2005, 5(3):269-87.

65.-Hunaid A, Vohra and Manuel Galifiales. Effect of the Degree of Uschaemic Injury and
Reoxygenation Time on The Myocardial Cell Death in Man: Role of Caspases. BMC
Physiclogy 2005;5(14):1-12.

66.- Shen XD, Ke B, Zhai Y, Tsuchihashi S|, Gac F, Duarte S, Coito A, Busuttil RW, Allison
AC, Kupiec-Weglinski JW. Diannexin a Novel Annexin V Homodimer, Protects Rat Liver
Transplants Against Cold Ischemia-Reperfusion tnjury et al. Am J Transplant.
2007:7(11).2463-71.

89



67.- Zhang Xf., Foda HD. Pulmonary Apoptosis and Necrosis in Hyperoxia-Induced Acute
Mouse Lung Injury. Abstract Zhonghua Jie He He Hu Xi Za Zhi. 2004; 27(7):465-8. Abstract
en Inglés (medline).

68.- Bland RD. Ertsey R, Mokres LM, Xu L, Jacobson BE, Jiang S, Alvira CM, Rabinovitch M,
Shinwell ES, Dixit A. Mechanical Ventilation Uncouples Synthesis and Assembly of Elastin
and Increases Apoptosis in Lungs of Newborn Mice. Am J Physiol Lung Cell Mol Physiol.
2007;

69.- Di Yi Jun Yi Da Xue Xue Bao. 2005 May;25(5):508-12. Effect of Different Tidal Volume
Ventilation on Rat Bronchial and Alveclar Epithelial Cell Apoptosis. 2005; 25:508-12. Abstract
en Inglés (medline).

70.- Yagi T, Hardin JA, Valenzuela YM, Miyoshi H, Gores GJ, Nyberg SL. Caspase Inhibition
Reduces Apoptotic Death of Cryopreserved Porcine Hepatocytes. Hepaology
2001;33(6):1432-40

71.-Crewe J.M., Armitage W.J. Integrity of Epithelium and Endothelium in Organ-Cultured
Human Corneas. Invest Opthalmol Vis Sci 2001;42(8):1757-61.

72.- Stroh C Cassens U, Samraj AK, Sibrowski W, Schulze-Osthoff K, Los M. The Role of
Caspases in Cryoinjury: Caspase Inhibition Strongly Improves the Reccovery of
Cryopreserved Hematopuoietic and Other Cells. FASEB J 2002;16(12):1651-53.

73.- Vanhulle VP, Neyrinck AM, Pycke JM, Horsmans Y, Delzenne NM. Role of Apoptotic
Signaling in Metabolic Disturbances Occurring in Liver Tissue After Cryopreservation: Study
on Rat Precision-Cut Liver Slices. Life Sci 2006,28(78):1570-7.

74 .-Especificaciones Técnicas para la Produccidén Cuidado y Uso de Animales de Laboratorio
de la Norma Oficial Mexicana NOM-062-ZOQ-1999. Diario Oficial de la Federacién
1999:Diciembre 6. Estados Unidos Mexicanos.

75.-Guide for Care and Use of Laboratory Animals. U.S. Department of Health and Human
Seyvices, Public Health Service, National Institutes of Health. 1985.

76.- Muldrew K, Novak K, Yang H, Zernicke R, Schachar NS, McGann LE. Cryobiology of
Articular Cartilage: Ice Morphology and Recovery of Chondrocytes. Cryobiology
2000;40(2):102-9.

77.-Ohlendorf C., Tomford WW. Mankin HJ. Chondrocyte Survival in Cryopreserved
Osteochondral Articular Cartilage. J Orthop Res 1996;14(3):413-6.

78.- Vishwakarma GK, Raj GA, Lamba MS$S, Bhatia CK, Bhatia A. Isolation and Cryo-
preservation of Human Foetal Articular Chondrocytes. Indian J Med Res 1993;98:309-13.

79.- Kawabe N., Yoshinao M. Cryopreservation of Cartilage. Int Crthop1990,14(3):231-5.

S0



80.- Rendal-Vazquez ME, Maneiro-Pampin E, Rodriguez-Cabarcos M, Fernandez-Malle O,
Lépez de Ullibarri |, Andidn-Narez C, Blanco FJ. Effect of Cryopreservation on Human
Articutar Chondrocyte Viability, Protiferation, and Collagen Expression.Cryobiology
2001:42(1):2-10.

81.- Tomford WW. Fredericks GR., Mankin HJ. Studies on Cryopreservation of Articular
Cartilage Chondrocytes. J Bone Joint Surg Am 1984;66(2):253-9.

82.- Hu DN, Yang PY, Ku MC, Chu CH, Lim AY, Hwang MH. Isolation and Cultivation of
Human Articular Chondrocytes. J Med Sci 2002;18(3):113-20.

83.- Pennock AT, Wagner F, Robertson CM, Harwood FL, Bugbee WD, Amiel D. Prolonged
Storage of Osteochondral Allegrafts: Does the Addition of Fetal Bovine Serum Improve
Chondrocyte Viability? J Knee Surg. 2006;193(4):265-72.

84.- Tallheden T, van der Lee J, Brantsing C, Mansson JE, Sjégren-Jansson E, Lindahl A.
Human Serum for Culture of Articular Chondrocyies.Cell Transplant 2005;14(7):469-79.

85.- Giannoni P, Pagano A, Maggi E, Arbicd R, Randazzo N, Grandizio M, Cancedda R,
Dozin B.Autclogous Chondrocyte Implantation (ACI) for Aged Patients: Development of the
Proper Cell Expansion Conditions for Possible Therapeutic Applications.Osteoarthritis.
Cartilage 2005;13(7):589-600.

86.- Takahashi T, Yamamotc H, Ogawa Y, Yoshida S, Kataoka S, Majumdar M, Morris E,
Tripple SB. Role of Apoptosis Inhibition in Various Chondrocyte Culture Systems. Int J Mol
Med 2003;11(3):299-303.

87.- Takahashi T, Nieda T, Miyazaki E, Enzan H. Novel Technique for Suspension Culture of
Autologous Chondrocytes Improves Cell Proliferation and Tissue Architecture. Cell
Transplant 2003;12(6).667-76.

9N



)¢ Q

' ™ ISSN 0100-879X

B '{ \/ | I l A '\ ]()l R \ A I Volume 42 (12) 11191247 December 2009

OF MEDIC AL AND BIOLOGIOAL RESE ARCH BIOMEDICAL SCIENCES
‘Biournalicom.b AN
www.pjournal.com.br CLINICAL INVESTIGATION

Braz J Med Biol Res, December 2009, Volume 42(12) 1156-1162

Tracheal cryopreservation: caspase-3 immunoreactivity in
tracheal epithelium and in mixed glands

A. Sotres-Vega, M. Baltazares-Lipp, J. Villalba-Caloca, M.O. Gaxiola-Gaxiola, J.A. Santibafez-
Salgado, J.R. Olmos-Zuiiga and R. Jasso-Victoria

The Brazilian Journal of Medical and Biological Research is partially financed by

@C'NPQ Ministério Ministério ' R FaPESP
ot i nes 33 CIENCia @ Tecnologia da Educagio 'um. y_= s o
Claratlicy » Toutriaigiany CAPES GOVIRHO FED!RlL

Institutional Sponsors

.F IP g\% Gl sHiIMADZU

UsIZAMB

=
) 05 o~ 9

R bairso l'-'ﬂ(o Faculdada da Medicins
o Ribairda Prata




Brazilian Jourmnal of Medical and Biological Research (2008) 42, 1158-1182

ISSN 0100-879X
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Abstract

Cryopreservation has an immunomaodulating effect on tracheal tissue as a result of class Il antigen depletion due ta epithe-
lium exfoliation. Howesver, not all epithelium is detached. We evaluated the role of apoptosis in the remaining epithelium of 30
cryopreserved tracheal grafis. Caspase-3 immunoreactivity of tracheal epithelium was studied in canine tracheal segments
cryopreserved with F 12K medwm, with or without subsequent storage in liguid nitrogen at -196°C for 15 days. Loss of structurai
integrity of tracheal mixed glands was observed in all cryopreserved trachezl segments. Caspase-3 immunoreactivily in tracheal
mucosa and in mixed glands was significantly decreased, in contrasi to the control group and 1o cryopreserved tracheal seg-
ments in which it remained high, due to the effect of storage in hquid nitrogen (P < 0.05, ANOVA and Tukey 1est}. We conclude
that apoptosis can be triggered in epilhelial cells during racheal grafl harvestiing even prior {0 cryopreservation, and although
the epithelial caspase-3 immunoreactivity is reguced n tracheal cryopreservation, this could be explained by increased cell
death Apoplosis cannot be stopped durnng tracheal cryopreservation.

Key words Tracheal cryopreservation, Epriinelium, Caspase-3

Intreduction

To date, there are no definitive clinical surgical
strategies to repair tracheal defects longer than 7 cm,
despite the fact that experimenial tracheal transplants
and synthetic or biclogical prostheses have been used
to repair lesions (1-5).

Different experimental reconstruction models have
been prepared with cryopreserved tracheal grafts fro-
zen in cellular culture media (6). Based on freezing
temperature and liquid nitrogen storage, cryopreserved
tracheal graft protocols can be divided into two types:
a} tracheal grafts frozen a1 -60° to -140°C and stored in
liguid nitrogen until their use in surgical repair (7-20),
and b) tracheal grafts cryopreserved within a more ho-
mogeneous range of temperature {-80°/-85°C), without
liguid nitrogen storage (3,21-24).

The results obtained for experimental tracheal re-
construction with cryopreserved grafts are contradictory,

and therefore this material has not been considered
for clinical application. Most investigators agree that
cryopreservation has an immunomedulating effect on
tracheal allografts since it decreases antigenicity (5-7,12-
14,25-28). This is altributed to the depletion of class Il
leukocyle antigen expression due to the exfoliation of
tracheal epithelium produced during the freezing and
defrosting process (3,5,6,11,28,29).

The freezing and thawing process results in de-
creased cell viability, aithough remaining intact and
viable tracheal epithelial cells can be found even after
cryopreservation. These living cells can induce an im-
munolagical reaction in the hosi. Since caspase-3is the
common denominater in bolh apoptotic starting pathways
{30}, we decided 1o study caspase-3 immunoreactivity
in the remaining viable epithelial cells of cryopreserved
tracheal segments.
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Epnhefial caspase-3 and tacheal cryopreservation

Material and Methods

The protocol was reviewed and approved by the
Ethics Commitiee of the National Institute of Respiratory
Diseases lsmael Cosio Villegas (NIRD), and carried out
according to the technical specifications for the Care and
Use of Laboratory Animals of the Official Mexican Norm (31)
and the Guide for the Care and Use of Laboratory Animals
prepared by the National Institutes 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
surgery with a 24-h fast for solid food and a 12-h fast for liquids.
Initial anesthesia was induced with 0. 1 mg/fkg /v hydrochloric
xylazine (Rompum, Bayer, Germany) and propofo! 6 mg/
kg {Diprivan, Astra Zeneca, Mexico), followed by immedi-
ate intubation with an endotracheal tube {(Rush, Malaysia)
connected to a volume ventilator (Harvard Apparatus, USA)
with a vaporizer {Isolec 3 Ohmeda) atarespiratory rate of 20
breaths/min, volume of 15 mU/kg and 100% FiO». Anesthesia
was maintained with 2% iscflurane. The anesthetized dog
was placed in the supine position. The neck of each animal
was shaved and prepared with povidone-iodine solution.
The entire frachea was exposed afler separating the strap
muscles, After harvesling the trachea, fine dissection was
done on a Mayo tray placed over an ice chest.

Tracheal segment preparation

The cricoid cartilage was removed. The trachea was cut
into five ring segments, washed for 3 min in celd glucose
solution, and kept under ice with changes of the solution
every minute. The glucose solution was prepared with
50% glucose (DX-50 soluticn, PISA, Mexico), 20 mL 20%
mannitol (PISA), and 5000 U heparin {Inhepar, PISA), and
0.1 mL antibiotic-antimycotic solution (A5855, Sigma, USA)
was added per liter of solution.

Cryopreservation solution

The solution used for cryopreservation of the tracheal
segments was F12K (21700-028, Gibco, USA) to which
10% dimethylsuifoxide (D2650, Sigma), 20% fetal bovine
serum (16000-044, Gibco), 20% hyaluronic acid solulion
at 0.1% (53730, Fluka, Germany), and 0.1 mL antibiotic-
antimycetic solution (A5955, Sigma) were added per liter
of solution,

Treatments of the tracheal segments

Cryopreservation of the tracheal segments included
two different treatment schemes regarding storage in
liguid nitrogen. In both schemes, immediately after wash-
ing with the glucose solution, each tracheal segment was
placed in a cryogenic vial containing F12K medium. The
vials were then placed inside a polystyrene foam box and
frozen at -70°C.
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Study groups

Immediately after washing in glucose solution, the
tracheal segments were randomly divided into a control
group without cryapreservation and four groups with cryo-
preservation.

Group 1 (N = 8, controf group, without cryopreserva-
tion). The tracheal segments were not exposed to any
type of cryopreservation. They were only rinsed in glucose
solution.

Group 2 (N = 8). The tracheal segments were cryopre-
served in F12K medium at -70°C for 2 days.

Group 3 {N = 6). The tracheal segments were ¢ryopre-
served in F12K medium at -70°C for 2 days, foliowed by
storage in liquid nitrogen at -196°C for 15 days.

Group 4 (N = 8) The tracheal segmentis were cryopre-
served in F12K medium at -70°C for 15 days.

Group 5 (N = 6). The fracheal segments were cryopre-
served in F12K medium at -70°C for 15 days, followed by
slorage in liquid nitrogen at -196°C for 15 days.

Thawing the cryopreserved tracheal segments

At the end of the cryopreservation time, the cryogenic
vials were placed in a double boiler al 37°C for 30 min and
immediately rinsed for 3 min in F12K medium maintained
at 37°C, with three changes of the solution.

Microscopic evaluation

The tissue samples collecled from the central and exter-
nal portion of the tracheal ring were embeadded in paraffin
blocks and fixed in 10% buffered formalin for 24 h. They were
dehydraled in increasing ethanol concentrations, cleared
in xylol, embedded and blocked in paraffin wax, and then
cut into 4-pm thick sections with a rotatery microtome. The
sections were mounted on glass slides and stained with
hematoxylin and eosin and safranin O.

Immunoreactive caspase-3 in the tracheal epithelium
{mucosa and glands) was determined with a polyclonal
antibody (caspase 3 (CPP32) Ab-4, Rabbil Polyclonal
Antibody, Neo Markers, Lab Vision, RB-1197-P, USA) and
the biotin-avidin-peroxidase system, after staining with
aminoethylcarbazole and double staining with hematoxylin
A negative control for caspase-3 was included in all tests.

Results

Thirty 5-ring long tracheal segments were obtained
from the tracheas of 4 unrelated mongrel dogs, for a total
of 90 tracheal rings. The proximal, central, and distal rings
(3 rings per tracheal segment) were studied and processed
for histological evalualion and for the determination of
caspase-3 immunoreactivity.

Microscopic evaluation

Histologically, the cross-section of the tracheal wall in
both the control and cryopreserved segments displayed
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scattered denuded epithalium, with normal structural
integrity. The smooth muscie in the membranous portion
of the trachea was grossly and histologically viable. The
tracheal hyaline carlilage in ali segments maintained their
horse-shog shape, and there was no disruption of the
cartilaginous architecture (Figure 1). The cartilage showed
viable chendrocyte nuclei in the lacunae (Figure 2).

Tracheal mucosa 2pithelium. All groups showed areas
of unallered tracheal epithelium, and different degrees of
detachment ranging from mild to fotal tracheal epithelial
cell detachment.

Tracheal mixed glands. The tracheal mixed glands of
the conirol group showed normal struciural integnity, with
uncongested tracheal lumen and epithelial cells.

All the cryopreserved groups showed dilated mixad
glands and depletion of structural integrity, with congesteg
luman and depletion of epithelial cells

Immunoreactive caspase-3

Epithelium from tracheal mucosa. The number and
percentage of \racheal rings positive for caspase-3 immu-
noreactivity in the epidhelium from the tracheal mucosa is
shown in Table 1 and is illustrated in Figure 3.

The epithelium of the tracheal mucosa contained
caspase-3 in ail 18 rings {100%)} from the conlral group.
Inside everyring, thera were areas with different caspase-3
immunoreactivity, which were classified as follows: 1) no
caspase-3 immunoreactivity in the epithelial cells, 2) im-
mungreactivity in a few epithelial cells, 3) immunoreactivity
found mainty in the basal epithetial cells, and 4) immuno-
reactivity localized in most of the epithelial cells {Figure
4). The percentage of tracheal rings with caspase-3 im-
munoreactivity in tha epithelium of cryopreserved tracheal
segments was 55.6% for group 2, 11.1% for group 3, 77 .8%
for group 4, and 0% for group 5.

The number of rings with caspase-3 immunoreactivity
in the epithelium frorm the tracheal mucosa was decreased
in alt the cryopreservation groups (Figure 5). This finding
was statistically significant in the groups stored at -70°C
and in liquid nitrogen {control vs -70°C, control vs -196°C,
and -70°C vs -186°C; P < 0.03, ANOVA and Tukey test)

A. Solres-Vega et al,

Flgure 1. Cryopreserved tracheal cartilage frozen at -70°C, in
F12K medium for 15 days, followed by liquid nitrogen storage at
-198°C for 15 days {group 5; Safranin O, 2.5X). Smooth muscle
was histologically viable and the carlilage mainlained its horse-
shoe shape without disruption of cartilaginous architecture.

Figure 2. Cryopreserved racheal cartilage frozen at -70°C, in
F12K medium for 15 days. followed by liquid nitrogen storage
at -198°C for 15 days {group 5; Figure 1, 10X). The cartilage
showed viable chondrocyte nuclei in the lacunae.

Tabte 1. Study greups, cryopresarvation condltions, and number and percentage of tracheal rings with cas-

pase-3 immunoreactivity in tracheal mucosa epithelium.

Groups Cryopreservation  Storage in liquid

Rings with epithelium

Rings without epithelium

time (-70°C}  nitrogen {15 days) caspase-3 immunoreactivily caspase-3 immunoreactivity
7 B - ; 18 (100%) 0 (0%}
2 2 days No 10 (55.6%) 8 (44.4%)
3 2 days Yes 2{1.1%} 16 {88.9%)
4 15 days No 14 (77.8%) 4 (22.2%)
5 15 days Yes 0 (0%) 18 (100%)

Data are raported as number with percent in paremheses for 18 nings.

Braz J Med Biol Res 42{12} 2009
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regardless of time of storage at -70°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 =
0.00, ANOVA and Tukey test). No significant difference
was found between the number of rings with caspase-3
immunoraactivity in the epithelium from the groups with the
racheal mucosa cryopreserved at -70°C (control without
cryopreservation vs 2 days and vs 15 days, P =0.20; 2days
vs 15 days, P =1.0; 2 days vs 15 days (after liquid nitrogen
storage), P = 0.81, ANQOVA and Tukey test).

80 .
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Tracheal mixed glands. The number and percentage
of tracheal rings with caspase-3 immunoreactivity in mixad
glands are shown in Table 2 and are illustrated in Figure 6.

All 18 rings (100%} of 1he tracheal mixed glands from
the control group presented caspase-3 immunoreactivity.
Inside every ring there were areas with different caspase-3
immunoreactivity, which were classified as follows: 1) mixed
glands without caspase-3 immunoreactivity, 2) caspase-3
in the demilunes of the mixed glands without involved epi-
thelium, 3) caspase-3 in the demilunes of the mixed glands
wilh moderately involved epithelium, and 4)
caspase-3 in the demilunes of the mixed
glands with seriously involved epithelium
(Figure 7).

@ Control
WF12K medium

The mixed glands in the cryopreserved
groups presented decreased caspase-3im-
munoreactivity (Figure 8). The percentage of
tracheal rings with caspase-3 immunoreac-
tivity in the mixed glands of cryopraserved
groups was 83.3% for group 2, 22.2% for
group 3, 72.2% for group 4, and 16.7% for
group 5.

All cryopreserved groups showed a
decreased number of rings with caspase-3

Control | 48 h (-70°C} | 15d (-70°C) | 48 h (-70°C) +

15d (LN)

Tracheal rings with caspase~3 immunareactivity (%)
n

Flgure 3. Percentage of the tracheal rings, which presentad caspase-3 immuno-
reactivity in tracheal mucosa epithelium. d = days, LN = liquid nitrogen. Caspase-3
immunoreactivity decrease in the tracheal epithelium was statistically significant
due to cryopreservation {control vs -70°C, control vs -196°C, and -70°C vs-186°C:
P < (.03, ANOVA and Tukey test) regardiess of 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 lest).

Flgure 4. Tracheal mucosa from the conlrol group without cryo-
preservalon, with caspase-3 immunoreactivity present in most
of the epithelial calls (AZC-hematoxylin, 40X}. Arrows point out
cells with caspase-3 annmunoreactivity.

www_bjoumal.com.br

- immunoreactivity in the tracheal mixed
156 {-70°C) + glands compared to control. This decrease

154 (LN) was statistically significant in the groups
cryopreserved at a lower temperature
{(-196°C) (control and -70°C vs-70°C + liguid
nitrogen; P = .00, ANOVA and Tukey test),
with no significant difference between the
number of rings with caspase-3 immunao-
reactivity in the tracheal mixed glands due
to the freezing effect at -70°C (control vs

Figure 5. Caspase-3 immunoreactivity in the epithelium from
cryopreserved tracheal grafts (AEC-hematoxybn, 40X). Amrows
powrit out cells with caspase-3 immunoreactivity.
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Table 2. Study groups, cryopreservation conditions, and number and percentage of tracheal rings with cas-
pase-3 immuncreactivity in the glands,

Groups Cryopreservation  Storage in liguid Rings wilh mixed gland Rings without mixed gland
time (-70°C)  nutrogen (15 days) caspase-3 immunoreactivity caspase-3 immunoreaclivity

1 - - 18 (100%) 0{0%)

2 2 days No 15 (83.3%) 3(16.7%)
3 2 days Yes 4 (22.2%) 14 (77.8%)
4 15 days No 13 (72.2%} 5 {27.8%)
5 15 days Yes 3{16.7%) 15 (83.3%)

Data are reported as number with percent in parentheses for 18 rings.
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o W F12K medium
] »

g 80
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g, 20 - .

=
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g o

= Control | 4B h (-70°C) | 15d(-70°C) | 48h (70°C)+| 15d (-70°C) +

15d (LN) 150 (LN)

Figure 6. Study groups, cryepreservation conditions and percentage of tracheal rings, which presented caspase-3 Immunoreactivity in
the glands. d = days, LN = liquid nitrogen. Caspase-3 immuncreactivity decrease in the tracheal mixed glands was statistically signifi-
cant dug 10 storage of treacheal segments in LN {control and -70°C vs -70°C + LN; P = 0.00, ANOVA and Tukey test).

Flgure 7. Caspase-3 mmunoreactivity In tracheal mixed glands  Figure 8. Tracheal glands with depletion of structural integrity

with severe epithelia) involvement [AEC-hematoxyiin, 40X). Ar- and caspase-3 immunoreaclivily from cryopreservation groups

rows point out cells wilh caspase-3 immunoreaclivity. {AEC-hematoxyhn, 40X). Arrows point out cells wilh caspase-3
immunareactivity.
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-70°C; P =0.10, ANCVA and Tukey test), and in the groups
stored in liquid nitrogen for 15 days, regardless of prior
freezing time at -70°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 iquid nitrogen; P < 0.01, ANOVA and
Tukey test). No significant gifference was found between
the number of rings with caspase-3 immunoreactivity in
the tracheal mixed glands of the groups cryopreserved at
-70°C (control without cryopreservation vs 2 days, P = 0.66;
control vs 15 days, P = 0.17; 2 days vs 15 days, P = 0.89;
2 days vs 15 days (afler liquid nitrogen storage), P = 0.99,
ANOVA and Tukey test).

Discussion

We evaluated caspase-3 immunoreactivity in the re-
maining epithelium of tracheal grafts cryopreserved with
F12K medium at -70° C, with or without subsequent storage
in liquid nitrogen. Cryopreservation involves the benefit of
hypothermia, which prevenis ischemic injury and reduces
cell metabolism, alihough the process itself is nat innocuous.
Different methods and protocols are used 1o crycpreserve
cells or tissues with differem cryopreservation solutions. The
main goal of cryopreservation solution is to nourish cells at
physiological andlow tlemperatures to keep cell viability. They
also contain concentrations of electroiytes similar to normal
intracellular levels, in order to reslrict the ischemic imbal-
ances as a result of reduced temperature and the switching
off of ionic pumps. They alse have an impermeant anion to
reduce cellular swelling during low temperature storage. The
F 12K nutrient medium has been used successfully in tissue
engineering and in articular chondrocyte and tracheal cryo-
preservation. Thus, we thought that it could be very useful
for the present investigation since our goal was to study the
effecis of cryopreservation and apoptosis on the tracheal
epithelial cells, limiting damage to the tracheal cartilage. We
added 20% SBF and 10% DMSO cryoprotective agents to
the F12K nutrient solulion in arder to limit cryoinjury.

There are many reports about tracheal cryopreserva-
tion time (1 to 730 days). However, better cell viability has
been reported after shorter periods of cryopreservation,
since tracheal cadilage is prone to severe damage with
a tong cryopreservation time. Our aim in the present in-
vestigation was to study the viability of tracheal epithetial
cells remaining after cryopreservation and its apoptotic
process, since these are the most powerful antigenic fac-
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of the Literature

ABSTRACT Cryopreserved tracheal grafts have been vsed in several
experimental madels of long segment replacement. The clinical applica-
tion of the procedure has been imited due to the {act that contradictory
results bave been reported. The purpose of this article i to present a re-
view of the literature on tracheal cryopreservation. Despite the fact that
most authors indicate that cryopreserved tracheal allogrifis retain viabil-
ity and have a low immunoclogical response, though they continue to
Function aficr transplantation with good epithelialization and patengy,
cryopreservation leads to significant damage to caralage, the degree of
which is based on the freezing-storage methads that affect the function
and durability of a graft. The long-term storage of cartilage must there-
fore be investigated in more detail in basic research models of carrilage
viability: the evaluation of chondrocyte apoptosis, and the use of dif-
ferent solutions for tracheal cryopreservation other tlan RPMI-1640,
Dulbecco’s madified Eagle’s, Eurocollins, and TC-199. Furthermore,
problems that involve improving the blood supply 10 the graft after exten-
sive resection and immunosuppression must be resolved before tracheal
cryapreservation ¢an become a elinically established method for tracheal
grafts.

KEYWORDS oortiage. avorvesenanor, epthehum, trached aralis, tracheal
reconsirucion

he management of tracheal pathology such as stenosis, neoplasm,
traumna, postintubation injuries. and congennal discases may of-
ten require tracheal reconstruction, which can be hindered by the
lack of sufficient tissue for use v surgical recenstruction. End-to-end
anastorposis after resection s the method of choice and can vsually be
successfully performed in defects affecting up to 50% of the trachea in
adults |1-3] and one-third tn infants [2-5]. Morc extensive lesions are

”
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not amenable to conventional surgical interven-
tion (2, 5~10]. The problems involved in tracheal
reconstruction after extensive resection are stll un-
resolved and remain one of the most important
chaflenges in tracheal surgery. In the search for al-
ternative ways of replacing long segments of the
trachea, segmental tracheal substitution has been
attemapred, both clinically ind expenmentally, us:
ing prosthetics {Dacron, polyurethane mesh, poly-
tetrafluoroethylene, polypropylene mesh, silicone
rubber, and even glass tubes) and tissues such as tra-
chea, fascia, skin, bone, périosteurn, carnlage, pen-
chondrium, muscle, esophagus, pencardium, dura
mater, and the small bewel. Nevertheless, none of
them replace the native trachea adequately. The use
of prostherics has ofien been fraught with comph-
cations such as chronic infections, immunological
reactions, stenosis, or surgical difficulties. There are
also similar complications involved when autolo-
gous rissue is used a5 2 bioprosthesis to repair the
damage, as well as the rsk of regressive growth of
granulation tissue, which can provoke either airway
stenosis or vecrosis due 1o poor revasculirization
f1, 4, 9-11]. Due to the excellent resuits given with
other types of cryopreserved grafts, the application
of this technique to tracheal replacement has been
attempted as a ‘solution te this problem. Cryopre-
served tracheal grafts have been successfully used
in several expertmental models of tracheal recon-
struction, though contradictory results have never-
theless been reported. The purpose of this article is
to present a review of the literature an tracheal cry-
opreservation. This systematic review of the litera-
ture was based on a listing of bibliographic references,
obtained from the National Cepter for Biotechrol-
ogy Information (NCBI), the U.S. National Library
of Medicine, and the National Institutes of Health
{www.ncbi.nlm.nih.gov) using the specific keywords
“tracheal cryepreservation” to identify pertinent arti-
cles. The search was limited specifically to literature
in English relared to “tracheal cryopreservation” with
a Medline entry date of from January 1989 to De-
cember 2004. Based on the bibliographic referepces
obtained from the NCBI, we believe that our article
is the first review of the literature reported on tracheal
cryopreservation.

126

TRACHEAL CRYOPRESERVATION:

TEMPERATURE FREEZING RATE,

CRYOPROTECTIVE AGENTS, AND
DURATION OF CRYOPRESERVATION

Cryopreservation is a technique in which a bio-
nateral is frozerr by using a thermally controlled
procedure and a cryoprotective agent at an adeguate
concentration before the biomaterial js preserved in
liguid nitrogen for an indefinite duration. It is sub-
sequently thawed under controlled warming condi-
tiens prior to its use. In as much as chemical and
physical changes are almost completely inhibited at
below —100°C, liquid nitrogen has been used for
preservation. However, cell damage due to dehydra-
noen and the formation of intracellular ice crystals
can oecur in cryopreserved specimens as an effect of
freezing and thawing.

Freezing injury is normally classified as bemng
caused by a direct effect {(depending on the rate of
cooling), or an indirect effect (that eccurs after a
long petiod at the reduced temperature) [12]. Tra-
cheal cryopreservation is generally initiated through
a slow-freczing system: & computer controlled unit
that freezes at a rate of 1°C to 5°C per roinute un-
til a temperature of —80°C 1o —100°C is reached
{13]). Lange and Hepkins suggest that —1°C per
minute is the best freezing rate {12] smce the la-
tent heat of crystallization that occurs during the
freezing process is avoided at this rate [9]. Most
problems appearing during cryopreservartion occarin
the temperature range of between 0°C and —60°C,
which is called as “the nsky temperature range”
[18]: The cellular membrane is apparently subject
to impanment dunng long-term cryopreservation
at less than —130°C; there is also an added ten-
dency to generafe intracellular ice recrystallization
(12, 13].

Tissue injury caused by freezing may produce
problems in the process. of tissue recovery after ¢ry-
opreservation [14]; almost no cell survival can be
expected unless a suitable cryoprotective agent is
used prior to cooling. Dimethyl sulfoxide (DMSO)
or glycerol has been conventionally used as a tracheal
cryoprotective agent in order to protect cells against
freezing injury due to intracellular dehydration. For
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the purpose of selecting an appropriate cryoprotec-
tive agent, dog tracheas were immersed in DMSO or
glycerol solutions. Intact cilia shapes were observed
under a light microscope in DMSQ, but the cili-
ate shapes were challenged and the amount of mu-
cus fell when glycerol was used [10). The combined
use of different types of cryoprotectants hds been
reported to exhibit a synergist effect in cryopreserva-
bon [15). Mabrut et al. [9] suggest that the histolog-
ical and mechanical characteristes of human trachea
are mainlained aftes cryoprescrvation with the use of
glyceral plus hydroxyt ethyl starch, or DMSQ plus al-
bunuin, as cryoprotectants. Other authors report that
trehalose ts a nonreducing disacchande that ¢annot
penetrate the cell membrane and protects the cellu-
lar membrane during cryopreservation by replacing
water miolecules that are bound to membrane phaos-
pholipids [12, 14-13].

The histological morphology of tracheal grafts sug-
gests that a prolonged period of cryopreservation in-
creases the degree of degeneration in both epithelium
and cartilage, which gradually worsens due to cellular
damage [6, 13, 19-23]. The epithelium of cryopre-
served allografts can aevertheless be temporanly re-
covered after implaptation (13, 14, 21, 24]. Bronchial
carmlage may be severely damaged by freezing and
cartilage viability affects the function and durability
of a graft [9, 12, 22, 23, 25, 26]. Aithough gross ap-
pearance and histological examination show almost
intact tracheal cartiloge before and after cryopreser-
vation, an assessment of cartilage viability indicates
that viability before is significantly higher than akter
crvopreservation. It also demonstrates that there are
no sigmficant ditferences in cartilage viability among
the tracheas after dilterent durations of cryopreser-
vation [12, 22, 25] though a loss of viable chondro-
cyte nuclei in the lacunae |8, 1214, 27, 28), ischemic
changes [5, 28|, and irreversible damage are present
|20]. This is probably due to the fact that the cryopro-
tectant daes not penetrate deeply into the cartilage
|13, 19, 21]. Morcover, waem ischemic time is a de-
terminant of the survival of cryopreserved cartilage
after transplantation, with notable ibrous changes, as
warm ischemic time 1o preservation is increased [12,
19, 20, 22, 26]. Kitamura et al. [29] conclude that
6 bours 15 the maxunum permissible warm ischemic
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tiine for cryopreserved tracheal transplantation, and
that necrosis of the tracheal cartilage due to warm
ischemnia reduces the viability of thie grafts.

The maximum perniod of tracheal cryopreservation
is still controversial: In most experimental studies,
trachéal transplantation has been performed after
about | month of cryopreservation withour an ef-
fect on the morphology of either the epithelium or
the carnlage [9, 12, 15, 17, 18). Nakanishi et al. re-
port that an admissible period of cryopreservation
is 3 months {12, 25]. The epithelium and carttlage
in 1sografts undergoing a cryopreservanon period of
less than 3 menths 1s improved or maintained, while
a cryopreservation pened of more than 6 menths
is definitely deleterious to graft morphology {13).
Table | shows the type of cryopreserved tracheal
graft, the length of the graft, the duration of preser-
vation, and the technical procedures that have been
teported while differentiating by the type of tracheal
cryopreservation.

CRYOPRESERVATION AND
TRACHEAL ALLOGENICITY

The effect of cryopreservation on immunomod-
ulation 18 nmot completely understood. Bujia et sl
12,7.9,11,12, 17, 19-22, 30) found human leukocyte
antigen class I1 subregion gene products on human
tracheal epithelium and on mixed glandular tssue.
Cryopreservation prevents enhanced allograft rejec-
tion: It has an immunomodulatery etfect on the tra-
cheal allograft for a long period that may delay the
immumzatien of tracheal allografts in the recipient,
and may decrease the anngenicity of the allograft
iself [19], partly because of the exfoliation of air-
way epithelinm. Exfoliation can acr as alleantigen~
presenting cells {11, 31], which may be explained as
a result of a depletion of the epitheliim and a loss of
class Il antgen expression during freezing and thaw-
ing |9, 12, 31]. Murakawa ct al. [11] veported that
crygpreserved tracheal allograft tissues were neganve
for CD3, MHC class Il anogen, and S100 protein.
Despite the fact that a small degree of mononu-
clear cell infiltration was observed tn the subep-
ithelial layer, these inflirating cells were negative
for CD3, MHC class 11 antigen, and S100 protein.
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TABLE 1 Type and length of the tracheal-graft, duration of cryopreservalion,-and the technical procadures-as reported by the authars

Type Crycpreservation Freazing Btorage Thawing
of trachea, medicm and from: tamperaiure procegdure rinsing
tength grafi cryeprotactant C—-1i0C and preservation solution, and/or
{rafarencs) agent {lemperatura rate/time) me ternperalurg
Humars {7] Without medium —-57 C {20 min) — =70 C (48 to 72)h -70 C Saline solution
x-Irragiated (5:h) 25 Gy
Human, 4 rings [9) 4 nrotecols were done: 10°C — -20C{~10Cimin) {(—140CYy1m Saling sofution {37 C)
1) Glycerol + HES ~20C — ~40C{-2 Cimin}
2) DMBO + HES —40°C = —80-C{-1 C/min)
3)'DMSO + Aloumin -80 C — -140°C (-5 C/min)
4)y'HES
Nonhuran primates, 5 rings  RPMI - 1640 + FBS + DMSO Room 4 — 4 C (3-C/min) 5 min (-180 C) 8-12m RPMI-1840 + FBES
(11} 4G — —-50°C (1-Cimin) (37°C}
-50'C — —80'C (5 C/min)
Pig. 2.6 + 0.2 cm {33] RPMI-1640 + FBS + OMSC — =B0*C{3h) {(—196C}1m Saline solution + RPMI
— 1640
Pig, 10-50 mm (3] TC + BMSO + albumin — ~40°C (2-C/mim) {(-18(rC) 2w DMSO solution. (40°C)
—40°C = ~140-C {5°C/min)
Dog, 5 rings (8) RPMI-1640 4 FBS + DMSO -+ — ~100°C {-196°C)60d DMSQ solution (37°C)
HEPES .
Deg, & rings (5) TC-198 + DMSO + HEPES — -80"C (—196"C) 1w—m {40°C})
Dog. & rings (15, 17, 18, 35] DMEM + FBS + DMSO + trehalose — -B5°C 2854 8d (13,17, 18] Saline solution (37°C)

Dog, 2.5-5 cm {28, 36]
Dog, 7 rings [16, 24, 30]
Dag, 7 rings (2

Dog, 5-6 FAngs {10}

Dog, 7 rings {6}
Rat, 5 rings {19, 20, 23)

Rat, 3 rings [21]

Rat, 3 rings (12, 22, 25, 26, 32)
Rat, 3 rings [13]

Ral 6 rings [14]

OMEM 4+ FBS + DMSO

DMEM + FBS + DMSQO + sucrose
TC-198 + DMSO 4+ HEPES

EC solution

No preservalive solulion

RPMI-1640 with L-glltamine + FBS

+ DMSO

TC-199 + DMSO + HEPES

RPMI-1640 with- L-glutamine + FBS

+ DMS0Q
RPMI-1640 + FBS + DMSO

— —80-C (-1 'C/min)

— ~-B0"C (24 h)

-+ —80C {—1"C/min)

— ~B0"C {0.01-20 K/min} 15 min

4 C {60 min}
4C — -80 C (-1 C/min)

— —80*C (~1 Clrain)
- —~80'C {~1 C/min)

—12 C {66 miny

1 m [34)
{(~196"CH w

(-196°C)
14-20 d [25, 31]
76-6.m [18]
(-186°C) 1'm
{(—196 C) 3-8 w

{-80C)1-3w
{(-198 C)

Ow-12 m {22
1-3 m.[20,.21, 24}
(~166 C) 1—-24 m
(1 w—12 m}

—85C

Eihanol bhath, DMEM
(37°C)
(37 C)

{40-C).

Warm water + DMSO
+ EG solution (42°C}

{35-C)

£37°C)

(40 C}
(37 C)

lce-cold water

Hote. Before cryanresenvalion, the tracheal treatments used Rimger laciate solkhon and antibiglcs (9], ARMIL 1640 witly FBS, and antrolics added | 11], DMENM wath DMSO, FBS, and sucrose
116], physiologic szline satutien | 18], ang freeing soluton [36] Tissus cellure (TC), dimethyl suoxde (DMSD), fetal bovine seium (FBS), fiydroxyethy! stareh tHESL hydraxy-ethil-piperazone—
ethane~sulfemc acid (HEPES), Eurecelitns sowition (EC3, Dulheceo’s medified Eagleys medum (DMENM), d = days, w = weeks, m = mohlhs
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The epithiclial lining of the luminal surface was also
uegative for MHC class 1 antigen. The grafts that
had lost allogenicity were possibly incorpoerated into
the recipient’s trachea. The epithelium of the trans-
planted cryopreserved tracheal segmeat leads to the
growth of the recipient’s epitheliam over the donor
trachea, thereby reducing the antigenicity of the
transplant [12, 321. The donor epithelia in a tracheal
graft is no longer present within about 20 days after
transplantation; the recipient’s epithelium migrates
gradually from the anastomosis site, and the regen-
erated epitheha from recipient ofigin covers the al-
lograft within about 30 to 60 days after transplanta-
ton {24, 30]. On the other hand, factors other than
a reduction of epithelium in cryopreserved tracheal
allografts may be associated with a decredse m anu-
genicity since the epithelium does not always dis-
appear immediately after cryopreservaton; even the
remaining epitheiium that undergoes degeneration
after cryopreservation possesses antigenicity, while
the remattung epithehum is rejected after allotrans-
plantation. The loss of epithelium in cryopreserved
allografts does not therefore necessanly indicate re-
duced anugenicity, This suggests that cryopreserva-
tion has less of an effect on the rejection response
than the appropriate immunosuppressant dees [19,
21).

Cartilage appears to exert a mitld anpgeniciry at-
tmbutable to antigenic sites locited in the colla-
gern matrix and in the protein core of proteoglycan
molecules; this ts more obvious if perchondrium is
included (7]. Although reduced allagenicity of tra-
clveal allografts by eryopreservation [9, 11, 14, 15,
17. 18, 21) 15 associated with a decreased viabiliey of
chondrocytes and with a tissue-specific antigen on
their surface surrounded by a weak antigenic matnx
[19, 21, 33|, the canilage retains the struewure of the
doner trachea [3. 12, 23]. Tejo el al. [32] reported
that the MHC dass1 antigen of the donor rats was
expressed 1n the cartilage of the recepror rats.

TRACHEAL BLOOD SUPPLY

In general, it is widely accepted that the degree
of healing of a graft is related to the biood supply
to the organ. Most authors concluded that the is-
chemic nature of the trachea is the most imporrans

CRYCOPRESERVED TRACHEAL GRAFTS: REVIEW

matter of concern in tracheal allotransplantation: {t
leads to inevitable necrosis and stenosis of the trans-
planted ségment that remains totally ischemic until
neuvvascularization occurs; this is due to the fact that
the tracheal vessels are too finc to be reconstructed
at the time of transplantation [34]. The results ob-
tawned may have been affected by interspeaes dif-
ferences in the blood supply to the trachea: Micro-
circulation i the tracheal mucosa of rabbits, dogs,
rats, and guinea pips déscribed marked interspecies
ditferences iy the vascular bed [11]. Among other
methods. vascular pedicles, mainly muscle or omen-
rum flaps, have been used for improving the blood
supply to the tracheal transplanted segment. Even
$0, it seerns that omentopexy is not enough to main-
tain the viability of the grafi for 2 10-ring tracheal
transplaptation due to the fact that the bleod supply.
10 tracheal grafts s reestablished around the suture
line. [schemic changes are pronounced mainly at the
midportion of the graft; there 15 no ischemie change
at the anastomosis site [18]. In animals treated with
FK506 and omentopexy, the tracheal mugosa blood
flow (TMBE) was measured ar the caninal region, the
proximal site, and the midportion of the cryopre-
served grafts; results showed that TMBF in the cry-
opreserved grafts retumed to normal by 4 weeks after
the operation, and this interval was required to ac-
comphsh litstologtcal healing. TMBF was lower m
the midportion of the graft than mn either the pros-
imal sites of the trachea, or in the distal sites of the
main bronchus; these fAindings indicate that blood
was directly supplied from the onientum via the anas-
romosis. In ordet to evaluate the restoration of blood
How in cryopreserved grafts, microangiography was

performed: Submucosal tevascularization of the cry-

opreserved grafts from the omentum occurred on
postoperative day 5 [6]. Microangiography clearly
showed transverse intercartilaginous attenes of the
grafl, as well as in the recipient traches, which con-
frmed that the revascularization between the gratt
and the recipient bronchial arteries was established
7 days after transplantation. Nevertheless, these ar-
tetics had completely disappeared in the 12-week
grafts, while numerous newly developed microvas-
culatures surrounding the graft were visualized [8).
Surgical techniques such as the resection of the recip-
ient trachea where the membranous portion of the
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Score

Histelogical S - —_—
findings o f 2 3

Absent Metaplastic epithelium, partial Partial excoriation (>50%)
regéneration (>50%} Local regeneration (<50%),
Absent Atrophy, partial regeneralion  Panlial disappearanice {>50%) Total disappearance

Damage to epithelium Total excoriation

Darmmage to tracheal

glands (=50%) Loeal regeneration { <50%)
Damage to- Absent Atrophy of ehondrocytes Destruction of perichondrium  Destruction,
cartilagingus rings disappédrance
‘Damage 1o-interslitium:
Hemorrhage Atisent Limited hemsrrhaga (<80%)  Local hemorthags (30% to Diffuse hembrrhage
70%) (s 70%)
Edermna Absent Limiled edemna ( <30%} Local edema (30% 10.70%), Diftuse edema {>70%)
Infiltration by Absent Limited infiltration (<30%) Local infiltration (30% to 70%) Difluse infiliratioh
inflammatory cells {>70%)
Granulation tissue-like
reaction with:
Fibrosis Absent Limited distribution { <30%) Logal distribution (30%. 1o Diffuse distribution
70%) (>70%)
MNecrosis Absent Limited necrosis {<30%) Local neerosis (30% to 70%)  Diffuse necrosis
(>70%)
infiltration by Absent Limited infiliratlon {<30%) Loeal infiltration (30% 1g 70%) Difluse infiltration
mononuclear cells {>70%)

Note. The same six critena shown in damage {6 interstitium wisre used 10 assess (hie submutasa, the lamina prepria, and the.adventitia. The severity
ol tne histolegieal injury was graded semiguantiapvely. from 0 10 3, with 0 indicatng an absence of any abnermality, 1 mitd, 2 moderate, and 3

severe changes [6, 34].

graft is left intact with transplantation of a cryop-
reserved tracheal allograft after the resection of the
membranous part [11], and split tracheal transplan-
tation, where grafts are divided at the madportion
with omentopexy and revaseulanzation is facilitated
from the three apastomosis sites {(two original and
one center anastomosis) [18] have been proposed
in order to improve the blood fiow to the tracheal
segment.

CRYOPRESERVED TRACHEAL
VIABILITY

In order 1o evaluate the effect of cryopreserva-
tion: on tracheal structure and positransplantation
findings, cryopreserved tracheal viability has been
assessed through macroscopical findings of gross
appearance, through the use of fAberoptic bron-
choscopes to observe changes within the trachea,
and through histological evaluation. Histologically
speaking, epithelial viability [8, 13, 19-23, 26], the
score of the number of viable chondrocyte nucleus
18,9, 13, 19-22, 25, and the regeneration of cartilage
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and epithelia [3, 14], the subepitheliaf thickness from
the epithelium fo the cartilage [21], mononuclear
cell infiltration [19, 21}, and the percentage of graft
patency after surgery versus the same graft before
surgery [19] bave been evaluated. Table 2 shows
a histopathological sermiquantitative assessment re-
ported by Nakanishi et al. that is valuable for the
evaluanign of thé hustological characteristics of the
epithelium and of the degeneration of the cartilagi-
nous nng (6, 34].

THE EXPERIMENTAL MODEL AND
POST-CRYOPRESERVED TRACHEAL
TRANSPLANTATION FINDINGS

In this section, we surnmarize the findings re-
ported after cryopreserved tracheal grafts were trans-
planted. The results obtained may be affected by the
apimzal model, the cryopreservation mode and the
cryopreservation time, the use of specific cryoprotec-
tive agents, the resection length used, and the post-
trarisplantation evaluarion ame.

A, SOTRES-VEGA ET AL.
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Nonhuman Primate Model

An evaluation of cryopreserved tracheal grafts in
nonhuman pomates was found in only one study.
Tracheal grafts were preserved from 9 to 12 months
and results were obtained with a small number of an-
imals (7 = 3). Cryopreserved tracheal allotransplan-
tarion was well mncorporated without stenosis, with
i all recipient monkeys that were sacrificed on the
35th, 144th, and 387th postoperative day. Although
bronchoscopi¢ and macroscopic badings during the
early posteperative pertod revealed mucasa slough-
ing and slight sputum rerention, recovery was un-
eventful with complete airway patency and good
epithelial lining on the [ummal surface, which was
negative for MCH class Il antigens. Macroscopic
and histolagical e¢xamination showed no steno-
sis, with there being a dense epithelial lining and
well-maintained cartilaginous viabihty; a small de-
gree of intercartifaginous tssuc shrinkage and of
mononuclear cell infiltration in the submucosa layer
was also observed. Nevértheless, these infiltrating
cells were negative fer CD3, MHC class 11 anti-
gen, and 5100 protein. Severe fibrosis and destruc-
uen of canilaginous rings was observed In one
animal that received the smple frozen 2llograkt
1.

Canine Model

Most cryopreserved tracheal allotransplantation
experiments have been performed on canine models,
mainly wath omentum flaps apd without immuno-
suppressive agents, as shown in Table 3. However,
contradietory results have been reported, Sevetal au-
thors reported that cryopreserved tracheal allografis
after transplantation displayed normal structural in-
tegrity, with epithelium covering the graft surfaces
and viability of tracheal cartilage. No sienosis or tra-
cheomalacia was observed in dogs that were alive
after 2 months [15, 17, 18], 6 months [5, 16, 33, 35,
36], and between 30 and 1062 days 2| postiransplan-
tation. Grafts were edemarous | week after the oper
ation, though the edema had vanished completely
by 1 month after the aperanon [16]. An epithelial
layer without cilia was present next to an epithelial
defect, and neither mononuclear cell infiltration nor
reabsorpuon of tracheal cartlage was observed |35];
these tesults were obtained after wacheal grafts that
were preserved 1 week [5, 28], 1 1o 3 months (2, 5,
33. 35|, and more than 5 to 6 months [15, 17, 18, 35,
36]. Inutsuka et al. [6], Heng eral. [10], and Mukaida
et al. |36] reportéd that all the-animals survived from
7 10 57 days {6], from 7 ta 198 days {10), and fom
7 10 53 days [31] postoperinively, respectively, after

TABLE 3 Cryopreserved tracheal transplantation desigr Experimental model, trachedl transplant, use ol muscle or omentunt

flap, immunosuppressve agents and tracheal stent

Cryopreserved Tracheal
Apimal mode! and reference tracheal graft transplaniation Flap Iimmuncsuppression  Stent
Non human pricale |11} Allograft Qrthotopic. - - -
‘Pig [3. 31] Allografi Qnrthotopic - -
Mongrit dog |6] Allograft Qrthotople t (FK306) -
Maongrel dag [2, 5, 10, ¥5-18. 24, 25, 30, 35, 36} Allografl Orthotopic + - -
Nongrel dog (9] Allograft Orihotopic - - -
Margre! dog (28] Allograft Hetergtopic -+ - -
Rats: Donor (AC)) recipient (PVG) [31] Allograft Onthotopic - - -
Rats: Danor (Lewis) recipient {Brown Norway)  Allograft Orhetopic - - -
[12, 28)
Rais: Bonor (Lewis) reqipient {Brown Norway) Allegraft HeTerozo'pic' 4 - +
[21
Rais: Donor (Lewis) recipient (Lewis or Wictar Isograll and Allegralt  Heterofepic + - +
~ Furthy [19]
Brown Norway rats [22} Isagraft Heterotopic 4 - -
Lewis rats [13) Isegrafl Heterotopic + - -
F344 rais [14] Isograll Heterotopic + - —
Guinea pigs and Brown Norway rats [23] Xenografl Heterotopic —+ {FK506) +

tote +, with llap, ymimynosuppression, o7 slent. — Wihout 1130, mmunosuppressant, of stonl.

CRYOPRESERVED TRACHEAL GRAFTS: REVIEW
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trachea reconstruction with allografts that wese cry-
opreserved 7 days [35], 3 weeks [6], and from 3 to
8 weeks [10]; three out of Aive dogs {35], three out
of eight dogs [6], and three out of 20 dogs, respec-
tively [10], died of respizatory failure involving steno-
sis, edema, or malacia within 3 weeks of the opera-
tion. Histological observation showed that the grafts
froin these dogs showed: ischewnic changes, includ-
g a disappearance of the cpithetium and tracheal
glards: extensive hemorrhage: granulation with f-
brosis; and the destruction of the cartilaginous rings
16, 10]; epithelial detects; and necrotic tracheal car-
tilage in the scar tissue [35]. On the other hand,
dogs treated with FK506 (# = 8) survived from 25
t0. 350 days without anastomotic complications, de-
spite: immunosuppressive therapy having been ter-
nrinated; two of these dogs dicd of respiratory fail-
ure on days 43 and 71, respectively, and one dog
died from wasting on day 54 atter transplantation.
In all the animals (withour immunosuppression and
with FK506 therapy), the epithelium in the cryop-
reserved allografts remained intacy for 25 days after
implantation, and ¢pithelialization of the anastomo-
sis was accomplished within approximately 3 weeks
after transplarjt-ation (6]. Moriyama ct al. [8] reported
that some Andings suggested slow, ongoing atrophic
changes. Examination with a bronchoscope demon-
strated no ischemic changes; nesther stenosis nor
shrinkage was macroscopically perceived at 1 and
12 wecks postoperation in 8/8 animals when trans-
plantation was made with 2-months-cryopreserved
tracheal grafis. After 7 days, when a histological study
was undertaken, extensive epithelial denudation and
subepithebal glands Ailled with mucus were observed,
while neither cartilage cell degradation nor shrinkage
was. However, at 12 weeks, although ne stenosis way
viewed with a bronchoscope, marked longitudinal
secuons clearly demonstrated overlapping cartilage
collocation as a result of shrnkage; these cartilage
cells had significantly decreased in number. No cilia
were discermed in eith=r type of epithelium, and the
tracheal subepithelial glands had disappeared. After
a heterotopic trachical transplant was made, the im-
planted specimens exhibited a central mucus plug;
the epithelium demonsirated well-identified ciliated,
mucous and basal cells; and the smooth muscle was
viable. The tracheal hyaline cartilages maintained
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their horseshoe shape, without disruption of carti-
lagineus architecture, and ther¢ were chondrocyte
nuclel in the lacunae [28].

Piglet Model

Two repors of racheal replacement using cryop-
reserved grafts in piglets wese tound. Messineo et al.
|33] created a tracheal defect covered by 2I-day cry-
opreserved trachea (r = 6), or with a shaped cryopre-
served canttlage allograft harvested from the donor’s
scapula (7 = 6) 1 pigs between 4 and 5 weeks of age.
[n both groups, all the ammals servived 2 months
pastoperatively; the lumen remained open; and no
animals suffered trom vespiratory distress. The coro-
nal size was shghtly reduced, though the sagittal lu-
men was hot modified, while the tracheal circum-
ference was reduced. All airways were lined with
regenerating epitheltmm and the cartilage was par-
tially reabsorbed and substituted by fibrous ussue. In
Group 1, there were no viable chondrocytes within
the matnx, only empty lacunze, In Group 2, the
wall was rigrd and histologically scattered islands of
cartilage were observed. However, Lenot et al. [3]
reported that after macheal transplantation using 2-
weck-cryopreservation grafts, the mean survival ime
was 6 days (# = 5); all the animals died of complete
obstruction of their airway. Gralts were grossly well
preserved without anastomotic disruption, and the
mechanical properties of the grafis were preserved
during the first 5 days. Nevertheless, the common
histologic finding was extensive necrosis of the ep-
ithelium, submucosa, and cartilage of the grafts with
areas of intection. The mucosa and submucosa had
disappeared and the cartilage showed vacuoles and
dead chondrocytes without nuelei; these lesions 1o-
duced tracheomalacia. A series of events including
bacterial invasion and theretore infection, the de-
velopment of granulation, and a foss of the elastic
properties and inspiratory strength of the cartilagi-
nous wall were also observed.

Rabbit Model

Tanaka et al. [37] evaluated the morpholog-
cal changes of 7-days-cryopreserved tracheal allo-
grafts aler transplantation of an orthotopic tracheal
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transplantation of seven trachéal nngs in a grow-
g rabbit mode! without immunosuppression. The
grafts were at 1 'week, 1 month, arid 3 months after
transplantation. Two out of the seven rabbits died of
poeumonia. All the grafts were patent at 3 months,
thoughmoatlografts showed normal growth in length
or diameter. Microscopic findings of the allograft
showed calcification of the tracheal cartilage with-
oul an infiltration of inflammatory cells ar marked
krmphocyte proliferation in the subepithelium.

Rat Model

In most reports, results were obtained after cry-
opreserved tracheal grafts were transplantéd mainly
heterotopically. After tracheal grafts were ortothopi-
cally transplamied and eryopreserved from 1 week
to 24 months [12], from | to 3 months [32], and
2 months {26], most animals survived more than
from 2 to 3 months. Two out of the 12 rats died
within 1 week after the operation [32]. No steno-
sis or macheomacia was observed [12]. Tracheal
stenasts was observed in from tour to eiglt rats
when the trachcal graft was harvested with more
than 12 h of warm ischemia time [26]; the trans-
planted grafts exlubited normal epithelium [12, 26,
32}. Three days after transplantation, the epithelium
had disappeared, 2nd i a week had grown sparsely.
Two roriths after the operation, the epithelium and
tracheal cartilage displayed normal histologic struc-
tural mtegrity [32]. The cartilaginous architecture was
not disrupred, though 1t decreased only in the num-
ber of nucleated cells in the cartilage |12, 25]. No
lymphocytic infiliration was detected in or under the
epithelal layer in these segmenis [32].

After 7 davs |14], 3 months [20], and from (
to 9 months [13, 21| of graft cryopreservation, a
hetcrotopic tracheal transplant model was used. All
free cracheal grafis appeared normal and also pre-
served their Jumen ngidity [13, 20, 21]; the epithe:
lium was Jenuded and had disappeared, irrespective
ol the length of cryopreservation [ 13, 22]); and the in-
cidence of normal mucociliary epithelium seemed to
decrease according to increasingly warmed ischemia
{20]. Although the tracheas showed normal horse-
shoe shapes with fully viable chondrocytes and intact
cartilage matrix, on day 28 a wide range of cellular

CRYOPRESERVED TRACHEAL GRAFTS: REVIEW

defects was observed in the carttlage marrix, which
deteriorated over time; the harseshoe shape was uiti
mately destroyed with a wide absorption of chondro-
cytes until after 2 months posttransplantation |14),
The viability of the cartilage of the allografts showed
an exacerbating trend as the length of cryopreserva-
tion increased. Tracheal allograft chondreeytes un-
dergoing cryopreservation had some viable cartilage
islands, and also showed rew chondrocytes. On the
other hand, cryopreserved tracheal allografts of over
6 months had no viable chondrouvvtes in the nuclet
|13, 19-22|. Cryopreserved tracheal xenotransplants
with the use of immunosuppression was reported by
Hashimoto e al. [23], who evaluated the synergistc
effect of cryopreservation and the use of immuno-
suppression. Experiments were performed with het-
erotopic transplantation models in guinea pigs and
rats; results indicated that the rejection of guinea pigs
xenografts in rats is sensitive-to FK506, suggesting an
imiportant rele of T cells in the rejection process.

DiSCUSSION

The management of tracheal pathology may of-
ten require tracheal reconsitrucuen, which can be
lindeted by the lack of sutficient tissue for surgical
reconstruction. Although end-to-end anastomosis af-
ter tesection 15 the method of choice, is applicabil-
ity 15 usually is lirnited, due to the fact that segment
defects of 7 ém probably represent the maximum
length possible. The problem of tracheal reconstrue-
tien afer extensive resection 1s sill unresolved and
remams one of the most impwrtamt challénges in
tracheal surgery. Many efforts have been made to
replace thie trachea using prosthetic matenals and
autolopous issues in both experimental and clinical
settings. Up to now, many vells and tissues, such as
blood <rlls, spermyatorzoy, embryos, pancreaiic islel,
blood vessels, skin, cornen, and e1hers, have been oiy-
opreserved. Cryopreserved tracheal grafts have been
investigated by many authors in order 1o discover an
altemative method for replacing tracheal long seg-
ments in several experimental models ot transplan-
tation. These methods have been mainly undertaken
without immunosuppression. Nevertheless, contra-
dictory results have been reported. We think that
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the results might have been affected by the anatom-
tcal tracheal size of the animal model, the length of
the tracheal cryopreserved graft, the cryopreseivation
mode, thie duration ol the cryopreservation, and the
ype of cryoprotective agents.

Experimental models of trachesl cryopreservation
have beeri made using tracheas obtnned from non-
human primates, dogs, pigs, rabbits, and rats, with
vanations in {a) cryopreserved tracheal graft size, (b)
the mode of cryopreservanion, (¢) the application of
vascular pedicles in order to improve the blood sup-
ply to the transplanted tracheal segment, and {d) the
use of immunosupression afier tracheal reconstruc-
tton. Some authars reported tracheal reatment be-
fore cryopreservation using Ringer lacrate solution
with antibiotics [9], RPMI-1640 with tetal bovine
serum (FBS) {11}, Dulbecco’s modified Eagle’s
medium (DMEM) plus dimethyl sulfoxide (DMSQ),
FBS, and sucrose [16}, or physiotogic saline solu-
tion [19]. Although in meststudics tracheal segments
were frozen and thawed under thermally controlled
conditions, the application ot difterent freezing
solution, such as hydroxycthyilpiperazone-ethane-
sulfonic acid (HEPES), Eurocotlins solugon (EC), or
Dulbecco’s modified Eagle’s medium (DMEM) has
been used as tracheal cryopreservation to keep the os-
motic pressure balance and to prevent shock frov the
cold. DMSOQ, thirealose, and glycerol have also been
used as cryoprotective agents. Damage 10 wacheal
cartilage has nonetheless been reported. The viabil-
ity of cartilage can be affected by the indefinite dura-
tion. of its preservation in liquid nitrogen. Nakanishi
et al. reported that a permissible period of cryopreser-
varion time is 3 months [12, 25]. Freczing-storage
mcthods affect the function and durability of a graft.
Therefore, long-term storage of cartilage muyst be -
vestigated in more detail in basic research models
of canilage viability, the evaluation of chendrocyte
apoplosis, and the application of different freezing
solutions other than RPMI-1640, Duithecco’s mod-
ilied Ragle’s, Eurocolling, and TC-199, while taking
mto consideration that the usefulness of tracheal re-
canstruction with cryopreserved grafts after extensive
resection €an be influenced by tracheal intubation
damage, warm ischemic time, and the tracheal blood
supply to the trackeal transplanted segment.

CONCLUSIONS

Some reports indicated both a depletion of ep-
ithelium and 1 detertoration of cartilage as an ef
fect of cryopreservation on tracheal grafts. How-
ever, after wransplantation, the donor epitheliz is
replaced by the recipient epithelium. Most authors
agreed that cryopreservation redices tracheal dllo-
genicity and nuaiptains the integrity of the smooth
muscle, the subepithelial tissue, and the epithelium,
along with mucus production and cilliary function.
Moreover, a number of experimental reports describ-

ing tracheal transplantation after cryopreservation

by means of omentopexy without an immunosup:
pressant supgest that cryopreserved tracheal recon-
struction could achieve clinically satisfactory results.
Although Kunashak et al. [7] reported the use of
cryopreserved irradiated tracheal homografts for la-
ryngeal reconstruction in humans, the mechanism
of revascularization 1s not known, and the method

of preservation has not been well established. Some

limitations of the procedure must therefore be in-
vestigated in more detail tn basic research models.
Problems associated with methods of tracheal trans-
plantation, the extent of graft resection, the imniuno-
suppressant reginien, the maintenance of the blood
supply to the transplanted tissue, and the viabiliry
of the carrilage must also be resolved before tracheal
cryopreservation can become a chnically established
procedure.
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