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RESUMEN

Uno de los problemas que ha dificultado el trasplante traqueal es la
revascularizacion de injerto. El factor de crecimiento de endotelio vascular
(VEGF), es una glicoproteina que se secreta durante la isquemia e hipoxia y
actia como un potente inductor de la angiogénesis promoviendo la
cicatrizacion del tejido y evitando la necrosis del mismo. El objetivo del estudio
es evaluar la cicatrizacion, cambios macroscopicos, microscopicos e
inmunohistoquimicos producidos por el VEGF al aplicarlo en la traquea de
ratas, después de realizar reanastomosis de traquea cervical y autotrasplante
de 6 anillos traqueales cervicales. Material y métodos. Se utilizé 40 ratas Wistar
que se dividieron en 4 grupos de estudio (n-10): Seccién y reanastomosis de
traquea cervical con aplicacion topica en el sitio de anastomosis de: Grupo I:
Solucién salina fisioldgica (SSF). Grupo Il: VEGF. Autotrasplante de 6 anillos
traqueales cervicales con inmersion del segmento a trasplantar y aplicacion
topica en la zona de suturas de: Grupo lll: SSF y Grupo IV: VEGF.

Resultados. Todos los animales sobrevivieron al procedimiento quirurgico y
98% sobrevivieron al tiempo de estudio establecido. Macroscopicamente no se
observo necrosis del injerto, fistula o dehiscencia de en ninguno de los grupos.
La adventicia en 40% (Grupo IlI) y 10% (Grupo |) se encontré imagen en “reloj
de arena” en el sitio de la anastomosis. Morfometricamente en los grupos I, 1
y IV la estenosis traqueal fue estadisticamente significativa (p<0.05 Andeva,
Tukey) en comparacién con el grupo I. La histologia mostré la presencia de
infiltrado linfocitario severo, asi como la neoformacion de vasos sanguineos en
los grupos Il y IV, lo cual fue significativo al compararlo con los grupos |y Il
(p<0.001 ANDEVA, TUKEY, KRUSKAL WALLIS). La expresion del VEGF por
inmunohistoquimica, reveld la presencia del VEGF en todos los grupos, sin
embargo, la expresion de este en el grupo IV fue significativamente mayor que
en los otros 3 grupos de estudio (p< 0.01, ANDEVA, TUKEY, KRUSKAL
WALLIS). Conclusion. La aplicacion topica durante 5 minutos del VEGF en la
traquea e injertos traqueales trasplantados, promueve la neoformacion de
vasos sanguineos y evita la necrosis de los mismos, sin embargo al parecer
estimula la produccién de una inflamacién crénica, asi como la expresion de
otros factores de crecimiento que promueven la formacién de cicatrices
fibréticas que ocluyen la luz traqueal.

Palabras clave. Factor de crecimiento de endotelio vascular (VEGF),
Traqueoplastia, Autotrasplante traqueal.



I. INTRODUCCION.

La traquea es un o6rgano tubular de forma circular que se encuentra sostenida
por anillos cartilaginosos en forma de herradura que se conectan por detras
mediante una membrana elastica (1, 2), posee una porcién extratoracica y otra
intratoracica y su funcion es llevar el aire inspirado ya sea por la nariz o boca
hacia las zonas de intercambio gaseoso.

Las vias respiratorias pueden padecer enfermedades que limitan el flujo
respiratorio provocado por la obstruccion intraluminal de la via respiratoria,
engrosamiento de sus paredes o pérdida de la elasticidad de los tejidos
intersticiales que es necesaria para conservar la permeabilidad de la via aérea
y el intercambio gaseoso entre el organismo y el medio ambiente.

Las enfermedades traqueales, principalmente las estenosis de origen
congénito, traumatico, postintubacion o neoplasico, requieren de reseccidn
siendo el Standard de oro las plastias traqueales con anastomosis termino-
terminal, sin embargo esto representa un problema, ya que las resecciones
llegan a ser tan grandes que el tejido no es suficiente para su reconstruccién y
se tiene que realizar transplantes traqueales, el cual es el método de
reconstruccion para defectos extensos para lograr el 6ptimo funcionamiento de
la via aérea, sin embargo estos frecuentemente se complican con fibrosis y
estenosis pos-quirurgica lo que ha dificultado la aplicacién clinica de esta
técnica, ya que la reconstruccion exitosa de la via aérea depende de lograr un
esqueleto rigido, flujo adecuado de aire y preservacion del epitelio de la luz
traqueal (3-7). También se han utilizado materiales sintéticos como titanio,
polietileno, silicon, marlex y teflon, pero ninguno ha tenido el éxito deseado,

debido a que permiten el escape de aire, no son lo suficientemente rigidos y se



colapsan, ademas de que no proporcionan la adecuada movilizacion de las
secreciones (8).

El trasplante traqueal se ha dificultado por tres causas: la preservacion,
inmunosupresion y revascularizacién de injerto, esta ultima porque al llevar a
cabo el trasplante se suprime el aporte sanguineo y dado que la traquea no
posee una circulacion sistémica ni local (ya que esta dada por plexos), su
proceso de cicatrizacion se altera (9).

Experimentalmente se ha observado que la maxima extensién traqueal, en
humanos, que se puede resecar son 4 a 5 cm sin presentar complicaciones.
Sin embargo el trasplante de injertos mayores a 6 cm de largo muestra
complicaciones (necrosis, retraso de la cicatrizacion, estenosis o malasias) por
isquemia (10-14), ya que el periodo isquémico de un segmento traqueal
transplantado persiste hasta que se ha establecido una adecuada
revascularizacion, lo cual puede ser de 14 a 15 dias. Sin embargo se ha
observado que un injerto no puede sobrevivir este periodo de tiempo de
isquemia provocando dafo en el epitelio traqueal, reabsorcion del cartilago y
necrosis del mismo (7, 15)

Para resolver este problema se han realizado diferentes modelos
experimentales como la utilizacion de colgajos de omento para cubrir los
injertos traqueales trasplantados (omentopexia), pero no ha funcionado para
trasplantes mayores de 6 cm., debido a que solo se revascularizan las lineas
de sutura, pero no en la porcidon media del injerto (14). También se ha evaluado
la revascularizacion directa sin buenos resultados, ya que los vasos

anastomosados se obstruyen y el injerto se necrosa (12,17).



Otros estudios mencionan que la adicidon de factores de crecimiento en la zona
de las anastomosis tiene buenos resultados, debido a que estos son potentes
promotores de la angiogénesis y su aplicacion incrementa la revascularizacion
del injerto (9,18, 19).

El factor de crecimiento de endotelio vascular (VEGF) es una glicoproteina
secretada por las células endoteliales durante la isquemia, hipoxia 0 en ambos
casos, y éste actua como un potente inductor de la angiogénesis y promueve la
cicatrizacion del tejido (20-23).

El gen del VEGF esté situado en el brazo corto del cromosoma 6, sintetizada
por diferentes tipos de células. Su accidon es ejercida a través de su unién a
receptores tipo tirosin-kinasa, siendo la célula endotelial su principal célula
diana. ElI VEGF se considera como uno de los mas potentes reguladores de la
angiogénesis, tanto en condiciones normales como patoldégicas, ademas es un
inductor de la permeabilidad vascular y promotor de la cicatrizacion tisular. (22,
24-25).

Con base en lo anterior se puede pensar que el adicionar factor de crecimiento
de endotelio vascular (VEGF) cuando se realiza un autotrasplante traqueal,
estimulara la angiogénesis, mejorara la revascularizacion y cicatrizacion de la

misma.



Il. JUSTIFICACION.

Las patologias traqueales secundarias a estenosis, trauma o neoplasias, tienen
como indicacion la reseccion de ésta, pero cuando dichas resecciones son muy
extensas, se requiere de la colocacién de una prétesis o la realizacion de un
trasplante. En los trasplantes de traquea se han presentado problemas con la
revascularizacion del segmento resecado e injerto trasplantado, lo cual provoca
mala cicatrizacion que la mayoria de las veces complica la ventilacion del
paciente.

Es por lo que en este estudio, para mejorar la revascularizacion de un
segmento traqueal trasplantado que presenta isquemia e hipoxia, se propone
tratar con VEGF a los injertos traqueales a trasplantar, con el fin de inducir la
angiogénesis, promover una buena cicatrizacion del injerto trasplantado vy
mantener las funciones normales de la traquea.

A la fecha no existen estudios publicados sobre la aplicacion topica de Factor
de crecimiento del endotelio vascular en autotrasplantes de anillos traqueales

ni en las reanastomosis de traquea.



lll. HIPOTESIS.

El factor de crecimiento de endotelio vascular es un inductor de la
angiogénesis, promueve la formacion de nuevos vasos sanguineos y la
cicatrizacion del tejido durante la isquemia e hipoxia, entonces al aplicar este
factor en un injerto traqueal antes de trasplantar, favorecera la formacion de

nuevos vasos y la cicatrizacién del mismo después de ser trasplantado.



IV. OBJETIVOS

1. Objetivo general.

Evaluar la cicatrizacion, cambios macroscépicos, microscopicos e
inmunohistoquimicos producidos por el factor de crecimiento de endotelio
vascular al aplicarlo en la traquea de ratas, después de realizar reanastomosis

de traquea cervical y autotrasplante de 6 anillos traqueales cervicales.

2. Objetivos especificos.

- Evaluar la cicatrizacion que produce el factor de crecimiento de endotelio
vascular al aplicarlo en la traquea de ratas, después de realizar reanastomosis

traqueales cervicales simples y autotrasplante traqueal cervical.

- Valorar los cambios macroscépicos que sufre la traquea después de aplicar
factor de crecimiento de endotelio vascular en la traquea de ratas con

reanastomosis traqueales cervicales simples y autotrasplante traqueal cervical.

- Evaluar los cambios microscopicos que produce el factor de crecimiento de
endotelio vascular al aplicarlo en la traquea de ratas, después de realizar

reanastomosis traqueales cervicales simples y autotrasplante traqueal cervical.

- Determinar la expresién del VEGF por inmunohistoquimica, en los sitios de
las anastomosis traqueales cicatrizadas, postraqueoplastia cervical simple y

postrasplante de 6 anillos traqueales cervicales.



V. MATERIAL Y METODOS.

1. Recursos.
El financiamiento de esta investigacién fue otorgado por el Instituto Nacional de
Enfermedades Respiratorias (INER-“ICV”) y el Consejo Nacional de Ciencia y

Tecnologia CONACYT (Proyecto REF: F643).

En este estudio participaron los investigadores y técnicos del Departamento de
Investigacion en Cirugia Experimental, Investigacion en Morfologia y
Departamento de Otorrinolaringologia del Instituto Nacional de Enfermedades
Respiratorias “Ismael Cosio Villegas”, que proporcionaron los quiréfanos,
microscopios e instrumental necesario para la realizacion de los procedimientos
quirurgicos, tratamientos y seguimiento postoperatorios de los animales, asi
como los del Departamento de Investigacion en Cirugia Experimental del
Instituto Nacional de Ciencias Medicas y de la Nutricion “Salvador Zubiran”.

Los animales que se utilizaron en este estudio fueron proporcionados por el

bioterio del INER-"ICV”.

2. Animales de experimentacion.



Se utilizaron 40 ratas Winstar, sanas, sin importar sexo, ni edad con un peso
aproximado de 250 gramos, las cuales fueron manejadas de acuerdo a las
Especificaciones Técnicas para el Cuidado y Uso de Animales de Laboratorio
de la Norma Oficial Mexicana (26) y a la Guide for the care and Use of

Laboratory Animals (27).

2.1 Criterios de inclusion.
Se incluyeron ratas clinicamente sanas, sin antecedentes de ninguna patologia

ni cirugia de vias respiratorias.

2.2 Criterios de exclusion.
Los animales con datos clinicamente patolégicos a su llegada al INER y previos
al procedimiento quirurgico o con antecedentes de alguna cirugia o enfermedad

respiratoria se excluyeron del estudio.

2.3 Criterios de eliminacion.
Todo animal que presento signos clinicos de cualquier patologia que no fue

provocada por el procedimiento quirurgico, fue eliminado.

2.4 Criterios de terminacion.

Todo animal con signos de dificultad respiratoria severa o cualquier otra
patologia que produjo signos evidentes de enfermedad fueron objeto de
terminacion del estudio.

3. Grupos de Estudio.

Los animales se dividieron en cuatro grupos de estudio:



En dos grupos se secciono la traquea cervical y se realizd6 reanastomosis
simple. En los grupos restantes se llevo a cabo autotrasplante de 6 anillos

traqueales cervicales y se trataron de la siguiente forma:

Grupo | (n=10): Seccién y reanastomosis traqueal con aplicacién topica de

solucion salina fisioldgica (SSF) en el sitio de la anastomosis.

Grupo Il (n=10): Se llevo a cabo seccion y reanastomosis con aplicacién tépica

de VEGF en la zona de las suturas.

Grupo lll (n=10): Se realiz6 autotrasplante de 6 anillos traqueales cervicales
con inmersion del segmento a trasplantar en SSF por 5 minutos y aplicaciéon

tépica de la misma en la zona de suturas.

Grupo IV (n=10): Autotrasplante de 6 anillos traqueales con inmersion del
segmento a trasplantar en VEGF por 5 minutos y aplicacion tépica del mismo

en la zona de suturas.

4. Anestesia.

Los animales se prepararon con 12 horas de ayuno para solidos y 12 horas
para liquidos. La anestesia en todos los grupos de estudio se realiz6 utilizando
0.5 mg de sulfato de atropina via intramuscular y pentobarbital sddico
(Anestesal, Pfizer, Estado de México, México) a dosis de 30 mg/kg via

intraperitoneal (28, 29), posterior a esto cada animal fue colocado sobre la



mesa de cirugia en posicion decubito dorsal y se continuo con el procedimiento

quirurgico.

5. Técnica quiruargica.

Las técnicas quirdrgicas tanto de traqueoplastia como la de trasplante se
realizaron con técnicas de microcirugia con microscopio (OPMI 19-FC Carl
Zeiss, Faserbeleuchtung, West Germany)

5.1 Traqueoplastia cervical

Se realizdé una incision media en la regién anterior del cuello, se diseco el
tejido celular subcutaneo y platisma hasta llegar a los musculos infrahioideos
(esternohioideo y esternotirohioideo) los cuales se separaron en la linea alba
hasta llegar a la traquea, la cual se diseco en toda su circunferencia, se
secciono a nivel de tercer anillo, se reseco un anillo traqueal (que se utilizd
como anillo control para el estudio histolégico) y se aplico en los extremos
proximal y distal de la traquea seccionada de forma tépica 1 ml de SSF
(solucion de cloruro de sodio al 0.9% Pisa, Guadalajara, México) en los
animales del grupo I, mientras que en los del grupo Il se aplicaron Sug/ml de
VEGF (Human VEGF standard part 890220, RD Systems, Minneapolis, USA)
(contenidos en 1 ml de SSF) (dosis utilizada en otros estudios de cicatrizacion
traqueal en conejos) (20) y finalmente se realizé6 anastomosis término terminal
con material no absorbible de 7 ceros (Prolene, Ethicon, New Jersey, USA) con
surgete continuo. Terminada la traqueoplastia se cerré por planos sin dejar
drenaje. (Figura 1)

5.2 Autotrasplante.

La via de acceso se llevo a cabo de la misma forma que en los animales de

traqueoplastia, solo que en estos animales se seccionaron 6 anillos traqueales



(3° a 9° anillo traqueal) que fue el injerto a autotrasplantar , los cuales se
sumergieron durante 5 minutos en SSF (en el grupo Ill), mientras que en el
grupo IV se sumergieron en 1 ml de SSF que contenia 5ug/ml del VEGF, acto
seguido se procedi6 a la aplicacion topica de cada solucion respectivamente en
la traquea y se continuo con las anastomosis utilizando material no absorbible
de 7 ceros (Prolene, Ethicon, New Jersey, USA) con surgete continuo,

finalmente se realizo el cierre convencional. Figura 2.

Al finalizar el procedimiento quirurgico se procedid a realizar intubacion
orotraqueal de todas las ratas operadas para evitar que las secreciones
traqueales producidas después del procedimiento, obstruyeran la luz de la
misma y se espero a que todos los animales se recuperaran de la anestesia, se
extubaron y se les aplicé flunixin meglumina IM (Finadyne Schering Plough,
USA) a dosis de 2 mg/kg (esto se llevo a cabo durante 7 dias). Finalmente se
colocaron en sus cajas de recuperacion (se colocaron 4 ratas por caja para

duplicarle su espacio vital minimo) hasta finalizar el estudio (26-29).

Aquellos animales que durante el transcurso del estudio mostraron dolor
intenso o crénico incapaz de ser manejado médicamente o signos clinicos
como consecuencia del procedimiento quirdrgico que pusieron en riesgo su
vida, fueron sometido a eutanasia con una sobredosis de pentobarbital

sodico (Anestesal, Pfizer, Estado de México, México) (26,27).

6. Evaluacion.

Los animales fueron evaluados durante 4 semanas después de realizada la

cirugia y la aplicacion del tratamiento. A todas las ratas se les realizd



evaluacion clinica diaria durante la primera semana postquirdrgica y cada

tercer dia el tiempo restante del estudio.

6.1 Clinica

La evaluacion clinica consistié en realizar observacién de cada animal dentro
de su caja y se evalué la presencia de sangrado de la herida quirurgica,
inflamacién, infeccidén, dehiscencia de la herida quirurgica. Ademas se presto
atencion en observar si las ratas presentaron enfisema subcutaneo de cuello
que nos indicara mala cicatrizacién de las anastomosis o autoinjertos, asi como
la presencia de disnea por obstruccion o mala cicatrizacion (dehiscencia o

rechazo de los mismos)

6.2 Macroscopica.

Concluidas las 4 semanas poscirugia todos los animales se sometieron a
eutanasia con sobredosis anestésica (Anestesal, Pfizer, Estado de México,
México) (24, 25) y a todas las ratas operadas se les evalu6 mediante
observacion directa con el microscopio la integracion y cicatrizacion intraluminal
y extraluminal de las anastomosis traqueales, la presencia de estenosis,

dehiscencia o rechazo, asi como la formacién de fistulas.

Para evaluar el estado de la cicatriz formada en la luz traqueal, se retir6 el
segmento anastomosado y se observo la mucosa del mismo.

6.3 Anaélisis morfométrico de la luz traqueal (Grado de Estenosis traqueal)

Para evaluar el grado de estenosis, una vez que las traqueas fueron extraidas
y fijadas en formaldehido por 24 horas, estas fueron colocadas sobre una regla
milimétrica y con un programa con software IMAGE (Pro plus 4.0, USA ) se

trazo todo el borde de la luz traqueal de los anillos controles (proximal y distal a



las anastomosis), de la anastomosis traqueal tanto en los animales sometidos a
traqueoplastia como en los autotrasplantados), asi como los de la porcion
media del injerto autotrasplantado para obtener el area de la luz traqueal en
mm?. Posterior a esto se obtuvo el porcentaje de luz traqueal (anastomosis en
traqueoplastia y anastomosis proximal, distal y anillo intermedio) que presento
cada animal al final del estudio en relacion a sus anillos controles (anillo
proximal y distal). Figura 3

Estos porcentaje se evaluaron de acuerdo a una escala modificada de la de
Cotton(30) y la propuesta por Freitag y col.(31): Grado 1 = 0 — 25 % estenosis,

2=26-50%.3=51-75ygrado 4 = 76 — Luz no detectable.

6.4 Microscopica

Para la evaluacién microscopica, se tomaron muestras de las anastomosis en
los grupos | y Il y de todo el injerto traqueal en los grupos Il y IV, los cuales se
fijaron en formaldehido al 10% por 24 horas. Posteriormente se incluyeron en
parafina, se les realizaron cortes de 4y, se tifieron con hematoxilina-eosina, asi
como con tricromica de Masson y se les evalud la presencia de vasos de
neoformacion, inflamacién, necrosis, formacion de tejido de granulacion,
cambios epiteliales, ademas de la formacion de fibras de colagena (para

valorar la cicatrizacion).

6.5 Evaluacion angiogénica (Cuantificacion in situ del VEGF por
inmunohistoquimica).
La evaluacion angiogénica consistié en determinar la expresion del VEGF por

inmunohistoquimica, en los sitios de las anastomosis traqueales cicatrizadas,



postraqueoplastia cervical simple y postrasplante de 6 anillos traqueales
cervicales.

Para determinar la expresion del VEGF producido por los vasos de
neoformacion se utilizé el sistema streptravidina-biotina-peroxidasa, tincién con
aminoetilcarbazol y contratincion con hematoxilina.

En los bloques de parafina de las muestras de las anastomosis traqueales (que
fueron preparadas para el estudio microscopico), se les realizaron cortes de 1-3
micras, los cuales fueron montados en laminillas silanizadas, las muestras se
desparafinaron en una estufa por 20 minutos a 80°C, se rehidrataron y
clarificaron en xilol y alcohol. Posteriormente dichas laminillas fueron colocadas
en un buffer de citratos pH:6 para recuperar el antigeno, mediante un bafo
Maria a 80°C durante 20 minutos, transcurrido este tiempo, las laminillas se
enfriaron y se sometieron a un primer lavado con TBST durante 3 -5 minutos.
Acto seguido la peroxidasa enddégena fue removida y se colocé el primer
anticuerpo en las laminillas (anti-VEGF 20ug/ml antibody R&D systems catalog
number:AF564), inmediatamente después fueron incubadas por 24 horas a
4°C. Concluido esto se les aplicé el segundo anticuerpo biotilinilado durante 10
minutos a temperatura ambiente. El paso siguiente fue lavar las laminillas con
TBST por un lapso de 3 - 5 minutos, se incubaron con el conjugado
streptavidina/peroxidasa 15 minutos, fueron lavadas e inmediatamente se le
afiadié el cromoégeno revelador amino-etil-carbazole, se incubaron de 1 - 5
minutos dependiendo de la intensidad de la marca. Finalmente las laminillas se
trataron con hematoxilina para virar el color del tejido y fueron montadas en un
medio acuoso para hacer aparente el VEGF. La presencia de un tono café

rojizo en la submucosa traqueal, alrededor de los vasos sanguineos y en las



células endoteliales denota una expresion positiva del VEGF. Si no existe
expresion del VEGF el tejido se observa de color azul, igual al que se observa
en el control negativo del ensayo (laminilla que se incluye en el ensayo para
determinar VEGF por inmunohistoquimica a la que no se le incorpora el
anticuerpo anti-VEGF).

La expresion de VEGF se evalué a través de la presencia o ausencia del
mismo en la submucosa de los anillos traqueales y en cada uno de los grupos
de estudio se obtuvo un porcentaje al dividir el niumero de anillos positivos para

VEGF entre el numero total de anillos analizados.

El analisis estadistico del grado de estenosis, presencia de vasos de
neoformacion, células inflamatorias, hipertrofia epitelial, fibrosis y cuantificacion
in situ del VEGF en las anastomosis se realizo mediante las pruebas de
ANDEVA, TUKEY y KRUSKAL WALLIS. Los valores de p<0.05 fueron

considerados como significativos.



VI. RESULTADOS.

1. Hallazgos clinicos.

Todos los animales sobrevivieron al procedimiento quirdrgico y al tiempo de
estudio establecido, con una evolucion clinica satisfactoria, a excepcion de 2
animales del grupo Il (20%) que tuvieron que ser sometidos a eutanasia al dia
21 poscirugia por mostrar datos de dificultad respiratoria caracterizado por
disnea severa.

En ningun animal se observo sangrado activo por herida quirdrgica,
dehiscencia ni enfisema subcutaneo de cuello. Durante la primera semana se
observo inflamacién leve en el sitio de la herida quirdrgica la cual desaparecio
entre el dia 8 — 10 y en este lapso, la herida quirirgica se encontraba

adecuadamente cicatrizada en todos los grupos.

2. Hallazgos macroscopicos.

Al concluir sus cuatro semanas de estudio, la evaluacidon macroscopica de los
animales del grupo | (Traqueoplastia con aplicacion de SSF) en ningun caso se
observd necrosis, formacion de fistulas, ni dehiscencia de la sutura. En la
adventicia traqueal observo presencia de tejido fibroso de consistencia laxa en
cantidad moderada y con adecuada cicatrizacion en el sitio de la anastomosis
(Figura 4A) La mucosa se aprecio bien cicatrizada, sin lesiones ni secreciones
en luz traqueal (Figura 4B, 4C).

En el Grupo Il (Traqueoplastia con aplicacion de VEGF) tampoco en ningun
caso se observo necrosis, formacion de fistulas, ni dehiscencia de la sutura. En
todos los animales se observo con moderada cantidad de tejido fibroso de

consistencia laxa alrededor de la traquea. En el 40 % (4 animales) se observé



traquea con imagen en “Reloj de arena” en sitio de anastomosis. En 60 % (6
animales) adventicia con adecuada cicatrizacion (Figura 4D). La mucosa
traqueal mostré6 adecuada cicatrizacion, sin lesiones. En 1 rata se encontro
moderada cantidad de secrecién hialina, en los otros animales luz traqueal sin
secreciones. (Figura 4E, 4F)

En el grupo lll (Autotransplante con aplicacion de solucion salina fisiolégica al
0.9%) se observé en 1 animal presencia de absceso superficial a plano
muscular de 1 cm de diametro aproximadamente, encapsulado, con contenido
verde purulento, fétido. En todos los animales se observé moderada cantidad
de tejido fibroso laxo. Adventicia con adecuada cicatrizacion en anastomosis
proximal y distal.(Figura 5A) En ningun animal se observé necrosis, fistulas, ni
dehiscencia y la mucosa traqueal se encontré bien cicatrizada (Figura 5B, 5C).
En el grupo IV (Autotransplante con aplicacion de VEGF), dos animales
presentaron absceso superficial a plano muscular, encapsulado, con material
purulento amarillo. Un animal presento imagen en reloj de arena del injerto.
(Figura 5D) Los otros animales (90%) mostraron la adventicia con adecuada
cicatrizacion. En todos los animales se observo presencia de moderada
cantidad de tejido fibroso laxo. Ninguno mostré fistula, necrosis o dehiscencia.

Mucosa de traquea con adecuada cicatrizacién (Figura 5E, 5F)

3. Hallazgos morfométricos de la luz traqueal (Grado de la estenosis).



Con respecto a la evaluacion morfométrica se observo que en el 100% de las
anastomosis de todos los grupos de estudio, la luz traqueal disminuyo
significativamente (p<0.01 Andeva, Tukey) después de procedimiento
quirurgico en comparacion con sus anillos controles (Figura 4C,4F,5C,5F). Al
comparar dentro de cada grupo no hubo diferencia significativa (p=NS Andeva,
Tukey).

También al comparar entre grupos se pudo observar que el grupo I
(Traqueoplastia con VEGF), asi como las anastomosis proximales y distales de
los grupos Il (Autotrasplante con SSF) y IV (Autotrasplante con VEGF),
mostraron una estenosis traqueal estadisticamente significativa (p<0.05
Andeva, Tukey) en comparacién con el grupo | (Traqueoplastia con SSF) y las
porciones medias de los injertos trasplantados (p<0.05 Andeva, Tukey)

(Cuadro 1) (Grafica 1)

4. Hallazgos microscopicos.

En la evaluacion histolégica de las anastomosis en los animales del grupo |
(Traqueoplastia con aplicacion de solucion fisiolégica), en el 40% de los casos
(4 ratas) mostraron el epitelio conservado, 5 animales (50%) lo presentaron
adelgazado y con cilios aplanados, mientras que la rata restante (10%)
desarrollo hiperplasia epitelial con presencia de neutrdfilos. Todas las muestras
de las ratas operadas (100%) de este grupo, presentaron leve infiltrado
inflamatorio linfocitario en la lamina propia. También en el 100% de estos
animales se observé adecuada cicatrizacion de la anastomosis traqueal
caracterizada por la leve formacion de delgadas fibras de colagena

organizadas en forma unidireccional. En este grupo no se observé aumento en



la cantidad de vasos en comparacion con los anillos controles y los otros
grupos de estudio. (Figura 6D, 6E, 6F).

En el grupo Il (Traqueoplastia con aplicacién de VEGF), en 9 ratas (90%) se
observo el epitelio adelgazado vy cilios aplanados. En 1 rata (10%) el epitelio se
encontré adelgazado y en algunas zonas solo se observaban restos de la
membrana basal. En el 100% de los animales la lamina propia presento
infiltrado inflamatorio severo a base de linfocitos, que produjo una importante
separacion entre epitelio y pericondrio en comparacion con la histologia de los
anillos controles (Figura 6F). En 2 animales (20%) se observd presencia de
células gigantes a cuerpo extrafio alrededor de las suturas (Figura 6H). Todas
desarrollaron buena cicatrizacién, de las cuales 6 (60%) de las anastomosis
traqueales mostraron leve formacién de delgadas fibras de colagena
organizadas en forma unidireccional. Sin embargo 4 ratas (40%) desarrollaron
mayor cantidad de fibras de colagena que se observaron completamente
desorganizadas (fibrosis moderada) (Figura 61). En 5 animales (50%) se
aprecio mayor cantidad de vasos sanguineos en la lamina propia en relacién a
los anillos controles y a los animales del grupo I. Un animal de experimentacion
(10%) desarrollo calcificaciones en la ldmina propia (Figura 6G).

En el grupo Il (Autotransplante con SSF), el 40% de las ratas (4) mostraron el
epitelio normal (epitelio cilindrico ciliado pseudoestratificado con presencia de
células caliciformes vy cilios conservados). En 5 animales (50%) de este grupo
el epitelio se encontré adelgazado con los cilios aplanados. La rata restante
(10%) no tenia epitelio. La lamina propia en todos los animales (100%) mostro
infiltrado inflamatorio a base de linfocitos, solo que en 5 (50%) este fue leve, en

4 (40%) moderado y en un animal (10%) severo. Solo 1 animal (10%) presentd



células gigantes a cuerpo extrafio alrededor de las suturas. En todos los casos
la cicatriz de las anastomosis (100%) se desarrollaron delgadas fibras de
colagena bien organizadas en cantidad moderada en el sitio de las
anastomosis. En este grupo tampoco se observaron aumento en el nimero de
vasos en comparacion con los anillos controles y los otros grupos de estudio.
(Figura 7A,7B,7C)

En el grupo IV (Autotransplante con VEGF), en 8 ratas (80%) se encontro el
epitelio adelgazado con los cilios aplanados, 10% (1 rata) mostrd el epitelio
hiperplasico ( Figura 7F) y la otra rata (10%) el epitelio en algunas zonas
estaba ausente y en otras adelgazado pero con cilios. Tres animales (30%)
presentaron neutrofilos en el epitelio. En todos los animales (100%) se
encontré lamina propia con infiltrado inflamatorio linfocitario severo y aumento
importante del espacio entre epitelio y pericondrio, secundario al infiltrado
inflamatorio (Figura 7F). En 2 animales (20%) se observo presencia de células
gigantes a cuerpo extrafo alrededor de las suturas (Figura 7G). Un animal
(10%) desarrollé6 granuloma en lamina propia. La cicatriz formada en 8 casos
(80%) se caracterizo por el leve desarrollo de delgadas fibras de colagena bien
organizadas. Mientras que en los otros 2 animales (20%) se observo fibrosis
severa (fibras gruesas y desorganizadas) en el sitio de las anastomosis. En 7
animales (70%) se observé aumento en el numero de vasos en relacion a los
anillos controles y los otros grupos de estudio. Un animal (10%) de este grupo,
también desarrollo calcificaciones en lamina propia. (Figura 71).

Al comparar los hallazgos histolégicos dentro de cada grupo y entre grupos, la
arquitectura del epitelio, presencia de neutrdéfilos, células gigantes a cuerpo

extrano, fibrosis y calcificaciones no fueron significativas (p=NS ANDEVA,



TUKEY, KRUSKAL WALLIS). Sin embargo la presencia de infiltrado linfocitario
severo, asi como la neoformacién de vasos sanguineos en los grupos Il y IV,
mostré una diferencia estadisticamente significativa en comparaciéon con los

grupos |y Il (p<0.001 ANDEVA, TUKEY, KRUSKAL WALLIS) (Cuadro 2).

5. Evaluacién angiogénica.

Al determinar la expresion del VEGF por inmunohistoquimica, tanto en los
anillos controles (proximal y distal), sitios de anastomosis y porcién media del
injerto en los grupos de trasplante, se observo la manifestacion de VEGF en
todos los grupos, sin embargo, la expresion de este en el grupo IV fue
significativamente mayor que en los otros 3 grupos de estudio (p< 0.01,

ANDEVA, TUKEY, KRUSKAL WALLIS) (Cuadros 3 y 4). (Figura 8)

VII. DISCUSION.

Las lesiones traqueales en humanos con una extensién menores a 6 cm de
longitud tienen como indicacion de tratamiento la reseccién del segmento
afectado y anastomosis termino-terminal (Traqueoplastia) del mismo, lo cual
generalmente tiene buenos resultados, siempre y cuando la anastomosis no se
encuentre a tension y mantenga una adecuada vascularizacion (32).

Sin embargo la reparacion de defectos traqueales mayores a 6 cm. es un
problema que no se ha podido resolver a pesar del uso de multiples técnicas
quirargicas que se vienen desarrollando desde el siglo pasado, ya que se
complican con fibrosis y estenosis pos-quirurgica, por lo que se tiene que

realizar nuevamente el procedimiento quirurgico, pero desafortunadamente en



ocasiones el tejido traqueal restante ya no es suficiente y se tiene que recurrir a
la realizacion de un trasplante (4-8, 31, 33)

La realizacion de transplante traqueal es la técnica quirurgica ideal para la
reparacion de lesiones traqueales extensas, sin embargo no se tiene el éxito
deseado, porque la mayoria de las veces el injerto se necrosa y/o estenosa por
alteraciones derivadas de la isquemia, debido a que la traquea no tiene una
circulacion sistémica, ni local, ya que su aporte sanguineo esta dado por plexos
(11)

La revascularizacion del injerto traqueal se inicia en el sitio de la anastomosis y
se disemina de forma centripeta siendo la pared traqueal anterior la mas
sensible a dafo isquémico por encontrarse distal a las arterias
intercartilaginosas transversas anteriores (15,33). Se ha propuesto varias
técnicas quirurgicas para mejorar la revascularizacion de los injertos
(omentopexia, pediculos vasculares, musculares) con poco éxito (7, 15)

Se han realizado estudios en los que se ha identificado que los factores de
crecimiento modulan la reparacién tisular ya que promueven la proliferacion
celular y la quimiotaxis de células inflamatorias (23, 34). Entre estos factores de
crecimiento, se ha visto que el factor de crecimiento de endotelio vascular
(VEGF) tiene un papel importante en la angiogénesis (promueve la formacion
de nuevos vasos sanguineos a partir de vasos preexistentes) y el aumento de
la permeabilidad vascular en situaciones de isquemia para disminuir el dafio
tisular (35,36).

En este estudio se realizé la aplicacién topica de VEGF en autotrasplantes de 6

anillos traqueales con el propdsito de incrementar el proceso natural de



formacion de vasos sanguineos colaterales en los sitios de las anastomosis,
para evitar las complicaciones secundarias a la isquemia del injerto.

La evolucién clinica fue similar en todos los grupos, debido a que si se presento
cicatrizacion del injerto traqueal y de las traqueoplastias; solo dos animales del
grupo Il tuvieron que ser sometidos a eutanasia el dia 21 por disnea severa
provocada por una disminucion importante de la luz traqueal. Estos hallazgos
no coinciden con los de otros autores que han trabajado con la aplicacion
topica de factores de crecimiento en reparaciones traqueales (9, 20)

Los hallazgos macroscépicos mostraron una adecuada cicatrizacion de la
adventicia en los grupos en los que aplicé SSF, pero en 4 animales del grupo Il
y 1 animal del grupo IV, el sito de las anastomosis sufri6 contraccion de los
bordes de la traquea (imagen en reloj de arena), lo que es ocasionado por la
presencia de estenosis fibrosas, que coincide con los hallazgos descritos por
otros autores (5, 9, 33).

La disminucion severa de la luz traqueal, observada mediante el estudio
morfométrico en los grupos a los que se aplico el VEGF, pudo ser ocasionada
porque la cantidad del VEGF que se queda en el tejido traqueal provoca una
expresion prolongada del mismo, lo cual produce una estimulacion excesiva de
la angiogenesis, hiperpermeabilidad vascular y mala cicatrizacion. Los
hallazgos observados en este estudio coinciden con los descritos por Pokharel
(37) y Wallner (23, 34) quienes evaluaron la presencia de factores de
crecimiento en estenosis laringotraqueales. Sin embargo los resultados
encontrados durante la realizacién de esta investigacion, son diferentes a los
relatados por Dodge y colaboradores (20), quienes llevaron a cabo un estudio

en conejos, en los que aplicaron topicamente el VEGF en un segmento eliptico



de la pared anterior de 6 anillos traqueales y no a toda la circunferencia de los
anillos traqueales y por eso se puede pensar que no observaron estenosis.

Por otro lado también se puede inferir que esa disminucién de la luz traqueal
fue provocada porque el aumento de la permeabilidad vascular mediado por el
VEGF, promueve la liberacion de células inflamatorias y otros factores de
crecimiento al sitio de dafio (38).

Histolégicamente, a diferencia de lo descrito por otros autores (20), en nuestro
estudio las anastomosis de los grupos a los que se les aplicé el VEGF
presentaron aumento marcado en la vascularidad asi como un infiltrado
inflamatorio crénico severo. Esta marcada inflamacion es posiblemente
desencadenada por dos mecanismos: 1) ElI VEGF produce una
sobreregulacién de varias moléculas de adhesion celular del endotelio (E
selectina, ICAM-1 y VCAM) y quimioatraccion de monocitos y macréfagos
contribuyendo al infiltrado leucocitario. 2) Aumento de la permeabilidad de
vasos linfaticos (que en condiciones fisioldgicas se encuentran colapsados) que
incrementan la capacidad de transporte linfatico hacia la matriz extracelular y
retrasan la resolucién del edema y de la inflamacion (38, 39).

En el andlisis inmunohistoquimico se encontré manifestacién del VEGF en
todos los grupos de estudio, siendo mas significativo en el grupo 1V, lo cual es
similar a lo observado en el estudio realizado por Dodge (18) quien realizo la
aplicacién tépica de VEGF en traqueas, asi con lo descrito por Galiano R quien
aplico topicamente este factor de crecimiento en heridas de pacientes
diabéticos (36). Con respecto a la expresion del VEGF en los grupos que se
aplico SSF, coinciden con lo descrito por otros autores que mencionan que la

produccion de éste es normal en el proceso de reparacion de cualquier herida,



ya que existe una respuesta angiogénica para facilitar una adecuada
cicatrizacion asi como la neoformacién de vasos sanguineos principalmente

alrededor de las lineas de sutura. (38,40, 41)



VIIl. CONCLUSION

Con base a lo anterior se puede concluir que la aplicacion topica durante 5
minutos del VEGF en la traquea e injertos traqueales trasplantados, promueve
la neoformacion de vasos sanguineos y evita la necrosis de los mismos, sin
embargo al parecer estimula la inflamacion crénica, asi como la expresioén de
otros factores de crecimiento que promueven la formacién de cicatrices
fibréticas que ocluyen la luz traqueal, por lo que se piensa que se deben
realizar otros estudios para determinar la dosis y el tiempo ideal de aplicacién
del VEGF, asi como investigar que factores de crecimiento son liberados por
estimulo del VEGF, para identificar cuales de ellos influyeron en la produccién

de estenosis observada en este estudio.



Figura 1 Fotografia de técnica quirirgica de Traqueoplastias. A. Incisiéon en
piel. B. Diseccion de traquea cervical. C. Anastomosis termino- terminal. D.

Cierre de la incision



Figura 2. Fotografia de técnica quirdrgica de autotrasplantes traqueales. A.
Incisidon en piel. B. Diseccion de traquea cervical. C. Colocacién del injerto en

posicion para iniciar anastomosis. D. Anastomosis distal y proximal



Figura 3. Microfotografia que muestra la forma en la que fue realizada la

morfometria en las muestras que se colocaron sobre regla milimétrica. A

corresponde a las traqueoplastias. B. Anillos traqueales de autotrasplantes.



Figura 4. Fotografias tomadas al final del estudio en las que se observa la

cicatrizacion externa y de la luz traqueal en los animales con Traqueoplastia

tratada con SSF (A,B,C) y con VEGF (D,E,F).



Figura 5. Cicatrizacion externa y de la luz traqueal en los animales

autotrasplantados con SSF (A,B,C) y con VEGF (D,E,F) a los 28 dias

postcirugia.



Figura 6. Microfotografia que muestra: Anillos traqueales controles: A, Vista
panoramica (H-e,4x). B y C (H-e 10x) Epitelio cilindrico ciliado
pseudoestratificado con células calciformes. Grupo I: D, E (H-e, 4x y 10x),
epitelio adelgazado, e infiltrado inflamatorio linfocitario leve de lamina propia.
Grupo II: F y G (H-e 10x) infiltrado inflamatorio severo, disminucion de la luz
traqueal, aumento de la vasculatura y presencia de calcificaciones (flechas). H.
(H-e 10x) Infiltrado inflamatorio linfocitario y presencia de célula gigante a
cuerpo extrafio (flecha). I. Fibrosis moderada, fibras de colagena delgadas
(Masson 10x).



Figura 7 Grupo lll (Autotransplante con SSF). A. Vista panoramica de anillos
traqueales, B. Epitelio adelgazado, lamina propia con Infiltrado inflamatorio
linfocitario leve (h-e 10x), C. fibras de colageno delgadas y organizadas
(Masson 10x). Grupo IV (Autrotransplante con VEGF) D. Vista panoramica
anillos traqueales E. Infiltrado inflamatorio severo, aumento del espacio entre
epitelio y pericondrio (H-e, 4x). F. Epitelio hiperplasico, infiltrado inflamatorio
linfocitario severo de lamina propia (H-e 10x). G. Infiltrado inflamatorio
linfocitario severo, célula gigante a cuerpo extraio, ausencia de epitelio
(flecha). H. vasos sanguineos de neoformacion (H-e, 10x), I. Calcificaciones en
la lamina propia (flecha) (H-e, 10x)
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Figura 8. Expresion del VEGF por inmunohistoquimica. A. Grupo |.
Submucosa traqueal (40X). Angiogénesis Negativa: Vasos sanguineos sin
expresion de VEGF. B. Grupo Il. Submucosa traqueal (10X). Sin expresion de
VEGF (Azul), expresiéon positiva de VEGF (Rojo-Marrén). C. Grupo Il
Submucosa traqueal (40X). Angiogénesis Positiva: Vasos sanguineos con
expresion de VEGF. D. Grupo IV, Submucosa traqueal (40X). Angiogénesis

Positiva: Vasos sanguineos con expresién de VEGF.



Evaluaciéon morfométrica

Grupo |l | Grupolll Grupo lli Grupo IV
Traqueo | Traqueo Autotrasplante con SSF Autotrasplante con VEGF
SSF VEGF
Grado de Anast. Anast. Anast. Porcién Anast. Anast. Porcién Anast.
estenosis Prox media distal Prox media distal
del del
injerto injerto
Grado 1
0-25 % 0 0 0 6 1 1 6 2
estenosis
Grado 2
26-50 % *9 *5 *5 4 *8 4 3 *6
estenosis
Grado 3
51-75 % 1 3 *5 0 1 *4 1 2
estenosis
Grado 4
76-100 % 0 2 0 0 0 1 0 0
estenosis

*p<0.05 Andeva, Tukey * Desviacion estandar.

Cuadro 1. Muestra la estenosis traqueal del grupo Il, anastomosis proximales y
distales de los grupos Il y IV en comparacion con el grupo | y las porciones

medias de los injertos trasplantados.




Hallazgos microscépicos
Grupo Epitelio Infiltrado Neutrofilos Células Fibrosis Vasos de Calcificaciones
de Linfocitario Gigantes Neoformacién
estudio a Cuerpo
Extrafio
Grupo 4 normal 10 lewe 1 0 10 lewe 0 0
| 5 adelgazado
1 hiperplasia
Grupo Il 10 * 10 severo 0 2 & leve * g 1
adelgazado 4 moderada
Grupo 4 normal 5 leve 0 1 10 leve 0 0
1] 5 adelgazado | 4 moderado
1 sin epitelio 1 severo
Grupo 8 adelgazado | * 10 severo 3 2 3 leve Ty 1
v 1 hiperplasia 2 severa
1 sin epitelio

*p < 0.001 ANDEVA, TUKEY, KRUSKAL WALLIS + DESVIACION ESTANDAR

Cuadro 2. Se observa los hallazgos microscépicos observados a los 28 dias

postcirugia en los cuatro grupos de estudio.




Evaluaciéon inmunohistoquimica de la angiogénesis

Gpo de estudio

(n) Anillos VEGF (+) /
(n) anillos totales

VEGEF (-)
(n) Anillos VEGF (-) /
(n) anillos totales

Traqueoplastia SSF 4/30 26/30
]
Traqueoplastia 6/30 24/30
VEGF
]l
Autotrasplante 4/50 46/50
Traquea SSF
Iv
Autotrasplante *23/50 *27150
Traquea VEGF

* p< 0.001 ANDEVA, TUKEY + DESVIACION ESTANDAR.
* p< 0.001 KRUSKAL WALLIS.

Cuadro 3. Se observa el numero de anillos que expresaron el factor de
crecimiento del endotelio vascular en la submucosa traqueal del total de las
muestras en todos los grupos de estudio.




Evaluaciéon inmunohistoquimica de la angiogénesis

Grupo de VEGEF (+) VEGEF (-)
estudio (%) (%)
|
Traqueoplastia 13.33 86.66
SSF
]
Traqueoplastia 20 80
VEGF
]|
Autotrasplante 8 92
Traquea SSF
v
Autotrasplante *46 *48
Traquea VEGF

* p< 0.001 ANDEVA, TUKEY + DESVIACION ESTANDAR.
* p< 0.001 KRUSKAL WALLIS.

Cuadro 4. Muestra el porcentaje de expresion del factor de crecimiento del
endotelio vascular en la submucosa traqueal por grupo de estudio.
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Grafica 1. Muestra el grado de estenosis desarrollado a los 28 dias postcirugia.
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