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Resumen

Resumen

Diferentes patologias traqueales como estenosis, malacias y tumores
obstruyen el libre paso del aire hacia y desde los pulmones, provocando en el
paciente insuficiencia respiratoria. La solucibn a este tipo de lesiones es
exclusivamente quirurgica. El tratamiento de eleccién incluye reseccion del
segmento traqueal dafnado con anastomosis (quitar el segmento dafado y volver a
unir la traquea). Sin embargo, este procedimiento uUnicamente tiene utilidad
cuando las lesiones traqueales miden menos de 7cm de longitud, lo que excluye a
pacientes portadores con lesiones de mayor extensidén, en los que es necesario
tratar de paliar la insuficiencia respiratoria mediante la aplicacion de
procedimientos recurrentes y no definitivos como traqueotomias, aplicacion de
rayo laser, dilataciones traqueales o colocacion de diferentes tipos de “stents”.
Actualmente, no existen opciones quirurgicas definitivas para la reparacion de
lesiones traqueales mayores de 7cm, a pesar de numerosos intentos realizados
con protesis sintéticas, tejidos autélogos y trasplante traqueal. Con ninguna de
ellas ha sido posible realizar una reconstruccion funcional, principalmente por
alteraciones relacionadas con la consistencia del cartilago, estenosis, necrosis y la
falta de una adecuada vascularizacion. Esto demanda la busqueda de una
estrategia quirurgica definitiva para los pacientes portadores de extensas lesiones
en los que no existe la posibilidad de realizar una reseccién traqueal, pero que
debe resolverse la insuficiencia respiratoria que les provoca complicaciones
funcionales e infecciosas. De esta manera, el objetivo de este trabajo de tesis, se
basé en evaluar los cambios microscopicos que ocurren en el cartilago, asi, como
la participacion de la muerte celular por apoptosis (a través de la expresion de
caspasa-3) en segmentos traqueales que fueron liofilizados y utilizados como
bioprotesis en la reparacidn quirurgica de gran longitud utilizando un modelo

experimental canino.
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1. MARCO TEORICO
1.1. Anatomia del aparato respiratorio

El aparato respiratorio comprende la nariz, la faringe (conducto muscular
membranoso que ayuda a que el aire fluya hacia las vias aéreas inferiores), la
laringe (6rgano de la voz, cuya funcién principal es la filtracion del aire inspirado),
la traquea (via de conduccion del aire hacia y desde los pulmones), los bronquios

y los pulmones.?

El aparato respiratorio se puede clasificar tanto estructuralmente como

funcionalmente:

De acuerdo con su estructura, el aparato respiratorio se divide en 1) el
aparato respiratorio superior, que comprende la nariz y la faringe y 2) el aparato

respiratorio inferior que incluye la laringe, la traquea, los bronquios y los pulmones.

De acuerdo con su funcion, el aparato respiratorio se divide en: 1) la zona de
conduccion, que consiste en una serie de tubos interconectados fuera y dentro de
los pulmones que incluyen la nariz, la faringe, la laringe, la traquea, los bronquios
y los bronquiolos, los cuales en conjunto filtran, calientan y humidifican el aire y lo
conducen a los pulmones y 2) la zona respiratoria, ubicada dentro de los
pulmones, en donde tiene lugar el intercambio gaseoso entre el aire y la sangre e

incluye, los bronquiolos, los conductos alveolares y los alvéolos (Figura 1).2
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Figura 1. Aparato respiratorio y zona de intercambio gaseoso
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1.2. Traquea

La traquea es un organo de forma tubular, semirrigido y flexible, que en el
adulto mide aproximadamente 12 cm de largo x 2.5 cm de diametro. Contiene
entre 18 y 22 anillos cartilaginosos en forma de “C” y tiene como funcién principal,
conducir el aire inspirado desde la nariz o la boca hacia las zonas de intercambio
gaseoso y desde los pulmones hacia el ambiente exterior. La traquea se localiza
por delante del eséfago y se extiende desde la laringe hasta el borde superior de
la quinta vértebra toracica, en donde se divide en los bronquios primarios izquierdo

y derecho (Figura 2).2*

Epitelio
respiratorio

Laringe

Traquea

Anillos de
cartilago

Bronguio

Figura 2. Imagen de la traquea en donde se ilustra un corte transversal de uno de los
anillos cartilaginosos

1.2.1. Fisiologia

La trdquea es una via aérea de conduccién, su funcién es permitir el paso del
aire hacia y desde los pulmones, lo acondiciona a una temperatura adecuada y
participa en la depuracion del mismo, ademas, también posee funcion mucociliar e

interviene en la proteccion de las vias respiratorias inferiores.**
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1.2.2. Irrigacion

La traquea recibe irrigacion de las arterias tiroidea inferior, de la subclavia, de
la intercostal superior, de la mamaria y de la arteria bronquial media. Estas arterias
originan anastomosis paralelas a la traquea, de estas anastomosis emergen vasos
que ingresan a la traquea en el tejido intercartilaginoso, estos vasos transversales
junto con los longitudinales originan una red que nutre a la mucosa traqueal. Las

arterias esofagicas son las que irrigan la parte membranosa de la tréquea.1

1.2.3. Histologia

La traquea esta compuesta de las siguientes capas (de adentro hacia fuera):
1) La mucosa (epitelio cilindrico pseudoestratificado ciliado y una lamina propia
fibroelastica), 2) La submucosa (tejido conectivo), 3) El cartilago hialino y 4) La

adventicia (tejido conjuntivo laxo).*

1.2.3.1. Mucosa
El recubrimiento mucoso de la traquea esta compuesto por epitelio
respiratorio y una lamina basal, que permite la separacién entre la mucosa y la

submucosa subyacente.*

La clasificacion del epitelio se basa en la disposicidon y morfologia celular. De
esta manera, el epitelio respiratorio se clasifica como epitelio cilindrico
pseudoestratificado ciliado. Es pseudoestratificado, debido a que todas las células
estan en contacto con la lamina basal, pero sélo algunas llegan a la superficie del
epitelio. Es cilindrico y ciliado, debido a la presencia de un tipo de células que
reciben el nombre de células cilindricas ciliadas. Los cilios que forman parte del
epitelio respiratorio de la trdquea, se encargan mediante oscilaciones ritmicas, de
propulsar el moco y sustancias de desecho que quedan atrapadas sobre la

superficie epitelial hasta la faringe, en donde pueden deglutirse o expectorarse.*®

Es importante mencionar que el epitelio no se encuentra vascularizado, de tal

manera, que necesita recibir los nutrientes adecuados de otra parte. De esto se
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encargan los vasos sanguineos que se encuentran en el tejido conectivo
subyacente, los cuales proporcionan a través de difusion de la lamina basal, los
nutrientes y oxigeno que se requieren para el mantenimiento del tejido epitelial
(Figura 3).*°

Figura 3. Epitelio traqueal visto al microscopid 6ptico
(Tincién aminoetilcarbazol-hematoxilina, 40X)
(Imagen, Unidad de Trasplante Pulmonar Experimental, INER)

1.2.3.2. Submucosa

La submucosa traqueal, esta constituida por tejido fibroelastico denso que
contiene glandulas seromucosas y mucosas, cuyos conductos perforan la lamina
basal para desembocar en la superficie epitelial. Esta regién también presenta
vasos sanguineos Yy linfaticos cuyas ramas mas pequefas tienen contacto con la
lamina basal. Las células epiteliales dan origen a las glandulas debido a que van

internalizandose a través del tejido conectivo subyacente (Figura 4).*>’

Figura 4. Glandulas en la submucosa de la traquea vistas al microscopio optico
(Tincion tricromica de Masson, 40X)
(Imagen, Unidad de Trasplante Pulmonar Experimental, INER)
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1.2.3.3. Cartilago hialino
Estructuralmente, los anillos traqueales tienen forma de “C”. Estan
conformados por cartilago de tipo hialino y presentan las siguientes

caracteristicas.*°

Las células mesenquimatosas que se localizan en la periferia del cartilago en
desarrollo se diferencian para formar fibroblastos. Estas células a su vez, elaboran
un tejido conectivo denso irregular colagenoso, denominado pericondrio, que
permite el crecimiento y el desarrollo del cartilago, ya que éste no posee riego

sanguineo ni linfatico.**

El pericondrio presenta dos capas: una capa fibrosa externa compuesta de
colagena tipo |, fibroblastos, vasos sanguineos (que proporcionan nutrientes a las
células del cartilago) y una capa celular interna, compuesta por células
condrogénicas que tienen la capacidad de dividirse vy diferenciarse en
condroblastos. Estos ultimos elaboran y secretan los componentes de la matriz del
cartilago. En ese sentido, el cartilago crece por adicion en la periferia, proceso que

recibe el nombre de crecimiento aposicional.**®

Una vez que los condroblastos se rodean de matriz reciben el nombre de
condrocitos. Un condrocito puede presentar dos o mas divisiones celulares
presentandose de esta manera un grupo isc')geno.“"r”10 Por su parte, los
condrocitos del grupo iségeno, elaboran también componentes de la matriz, con lo
que el cartilago incrementa su tamano desde el interior, proceso que recibe el

nombre de crecimiento intersticial.*>%°

Cerca del pericondrio, los condrocitos presentan una morfologia alargada
con el eje mayor paralelo a la superficie y conforme se alejan de la periferia del
cartilago, los condrocitos presentan una forma redondeada. El tejido cartilaginoso

se retrae durante su procesamiento para un estudio histolégico, de tal manera,
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que los condrocitos presentan una forma estrellada y alejamiento de la capsula
(Figuras 5y 6).*

Pericondrio

Figura 5. Cartilago hialino visto al microscopio 6ptico
(Tincion tricromica de Masson, 10X)
(Imagen, Unidad de Trasplante Pulmonar Experimental, INER)

Figura 6. Condrocitos en el cartilago hialino vistos al microscopio 6ptico
(Tincién con hematoxilina-eosina, 40X)
(Imagen, Unidad de Trasplante Pulmonar Experimental, INER)

Los condrocitos organizan su propio metabolismo para garantizar la
renovacion y organizacion tridimensional. Ademas de los condrocitos, el cartilago
estd compuesto por una matriz extracelular que a su vez esta integrada por la
sustancia fundamental, fibras de colageno tipo Il y una fraccién liquida que es
agua. Estos componentes en conjunto proporcionan al cartilago su forma y
estabilidad. Las cavidades de la matriz que contienen a los condrocitos se

denominan lagunas (Figura 7).*>°
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La sustancia fundamental de la matriz del cartilago es un componente no
fibrilar, constituido por proteoglicanos, glucosaminoglicanos y glucoproteinas de

adhesion.

Los proteoglicanos son macromoléculas compuestas por un centro proteico
al cual se unen de manera covalente los glucosaminoglicanos, a excepcion del

acido hialurénico, el cual se enlaza mediante interaccion ionica.

Los glucosaminoglicanos son polisacaridos largos, inflexibles y sin
ramificaciones, que se componen de unidades repetidas de disacaridos. En ellos,
uno siempre es un azucar amino o hexosamina, ya sea N-acetilglucosamina o N-
acetilgalactosamina y el otro es un acido urénico, siendo este idurdnico o
glucurénico. Debido a que el azucar amino suele sulfatarse, los
glucosaminoglicanos se pueden clasificar en sulfatados como es el acido
hialurénico y no sulfatados como son el sulfato de heparan, sulfato de queratan,
sulfato de condroitina-4, sulfato de condroitina-6, sulfato de dermatan y heparina.
En particular, los glucosaminoglicanos que se encuentran en el cartilago hialino
son el sulfato de condroitina-4, sulfato de condroitina-6 y el acido hialurénico.
También estos azucares presentan grupos carboxilo que se proyectan desde ellos
presentando carga negativa, atrayendo de esta manera a cationes como el sodio.
Estos, a su vez, atraen moléculas de agua provocando que la matriz del cartilago
quede hidratada, lo que explica la capacidad del cartilago para resistir fuerzas de
compresion. Los grupos acidos presentes en los proteoglicanos hacen que estas
moléculas se unan a residuos de aminoacidos basicos presentes en el colageno, a
través de enlaces electrostaticos. En consecuencia, componentes especificos de
la sustancia fundamental y las fibras de colagena, forman una estructura molecular

de enlace transversal que resiste las fuerzas de tension.*>12

La sustancia fundamental también contiene glucoproteinas de adherencia,
que son macromoléculas que presentan varios sitios de unién para los diferentes

componentes de la matriz extracelular'', asi que cuando menos, uno se une a
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integrinas (proteinas de la superficie celular), una a fibras de colageno y otro a
proteoglicanos, lo cual quiere decir, que estas macromoléculas unen entre si los

diversos componentes de la matriz extracelular.*>*°

La composicion, organizacion y funcidon de la matriz extracelular, varia segun
la distancia a la célula, por lo que se pueden distinguir tres regiones llamadas

capsula o region pericelular, matriz territorial y matriz interterritorial. *°

La capsula o region pericelular, es una region pequefia de la matriz que
rodea inmediatamente las lagunas. Esta muestra una fina red de fibras de

colageno tipo IV y presenta proteoglicanos.*®

La matriz territorial, rodea la capsula pericelular de los condrocitos e incluso a
parejas o grupos de dichas células. Es abundante en sulfato de condroitina, lo que
contribuye a su tincién basdfila. Sus finas fibras de colageno, simulan una
adherencia a la capsula pericelular y puesto que se cruzan en varios angulos
forman una especie de cesta fibrilar alrededor de la misma. Esta cesta de fibras
cumple la funcion importante de ser una barrera fisica, lo que sugiere, una
regulacion del transito de moléculas y metabolitos desde la matriz extracelular al

condrocito y viceversa (Figura 7).*%

La matriz interterritorial constituye la mayor parte del volumen de la matriz.
A diferencia de la matriz territorial, es abundante en colageno tipo Il, pero contiene

menor cantidad de proteoglicanos (Figura 7).*°

Los nutrientes que provienen de los vasos sanguineos atraviesan el
pericondrio, penetran en la matriz del cartilago y llegan hasta los condrocitos mas
profundos, principalmente por difusién a través del agua de solvatacién de las
macromoléculas y el bombeo producido por las fuerzas de compresion y

descompresion que se ejercen sobre el c:artl'lago.4



MARCO TEORICO

Grupo is6geno «—|
Condrocito

Laguna *+—

Matriz territorial

Matriz interterritorial

Figura 7. Condrocitos vistos al microscopio 6ptico
(Tincién con hematoxilina-eosina, 40X)
(Imagen, Unidad de Trasplante Pulmonar Experimental, INER)

1.2.3.4. Adventicia
Esta estructura se encarga de fijar la traquea a las estructuras adyacentes

como son el esdfago y tejidos conectivos del cuello, de ahi su importancia.*

La Figura 8 muestra las diferentes capas de la traquea descritas con

anterioridad.

Epitelio «—= Submucosa

Cartilago hialino Pericondrio

Musculo liso

Adventicia

Figura 8: Histologia traqueal
(Tincion tricromica de Masson, 2.5X)
(Imagen, Unidad de Trasplante Pulmonar Experimental, INER)

1.3. Complicaciones traqueales

La estenosis (Figura 9) es la patologia traqueal mas frecuente a nivel
mundial, asi como en el Instituto Nacional de Enfermedades Respiratorias de la
Ciudad de Meéxico. Consiste en un estrechamiento del diametro de la traquea
ocasionado por diferentes factores como: tumoraciones traqueobronquiales' '

(Figuras 10 y 11), por una intubacidén traqueal prolongada en especial con

9
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ventilacion asistida o por traumatismos severos (generalmente ocasionados por

accidentes automovilisticos)."®

El tratamiento de eleccion para este tipo de patologias consiste en resecar el
segmento traqueal dafado y volver a unir la traquea. Sin embargo, este
procedimiento es util unicamente para lesiones traqueales menores de 7 cm de
longitud. Para la reconstruccion de lesiones mas extensas (> de 7 cm de longitud),
no existe un tratamiento quirdrgico definitivo, a pesar de numerosos intentos
encausados a solucionar este problema clinico, como han sido prétesis de forma
tubular elaboradas con diferentes materiales sintéticos como acero inoxidable,
alambre, vidrio y teflén, entre otros. Estas prétesis se han utilizado para tratar de
reemplazar el segmento traqueal resecado generando complicaciones como
migracion y obstrucciéon de la luz traqueal con tejido de granulacion en los

extremos de la protesis provocando estenosis.

Posteriormente y con el objeto de contrarrestar la falla comun de las protesis
sélidas impenetrables, se incluyeron las prétesis porosas elaboradas con mallas
de diferentes materiales como alambre de acero inoxidable forrado con dermis,
dacrén y poliuretano. Sin embargo, cuando éstas se utilizaron para tratar de
reparar lesiones quirurgicas extensas, favorecieron la formacion de tejido
cicatrizal, seguido de colonizacion bacteriana. Es por eso que la investigacion para

tratar de solucionar este tipo de lesiones continua desarrollandose.

Entre las opciones de tipo biolégico encausadas a la solucidn de este
problema, se han realizado ensayos con implantes de tejido traqueal cadavérico,
colgajos de tejido autdégeno vascularizado y trasplante traqueal con aloinjertos
frescos desvascularizados, aloinjertos preservados desvascularizados e injertos
vascularizados, incluyendo ingenieria de tejidos que contempla por ejemplo, la
siembra de condrocitos colocados en un armazén de un polimero sintético

biodegradable (Figura 12)."°

10
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Sin embargo, para fines practicos ninguna de las alternativas quirargicas
propuestas ha sido exitosa para la reconstruccion funcional, ya que todas ellas
generan complicaciones como devascularizacion, estenosis, necrosis,
dehiscencia, infeccion, reacciones inmunolégicas y la formacion de tejido de

granulacion.’

Figura 9. Estenosis traqueal Figura 10. Obstruccion de la luz traqueal por
carcinoma adenoide quistico; tumoracién traqueal

Figura 12. Ingenieria de tejidos

Los reportes que incluyen el uso de segmentos traqueales liofilizados como
bioprétesis en la reparacion de lesiones traqueales de gran extension, son

11
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escasos y contintian en fase experimental."”

El reporte mas reciente fue realizado
por Lenot y col.”® Los autores realizaron reparaciones quirurgicas con segmentos
traqueales liofilizados, montados sobre un “stent” de acero inoxidable, con

resultados desfavorables debido a necrosis.

1.4. Liofilizacién

La liofilizacion es un proceso de deshidratacién que consiste en congelar un
producto humedo y posteriormente sublimar el hielo, consiguiendo de esta manera
que la fraccidn liquida sea eliminada. Esta tecnologia ha demostrado tener utilidad
en la conservacion de productos quimicos, alimenticios, farmacéuticos, medico-
quirurgicos, microbioloégicos y bioloégicos, por periodos prolongados de tiempo y
mantenidos a temperatura ambiente, sin alterar las propiedades y cualidades
originales, ofreciendo de esta manera un producto final de buena calidad y una

post-rehidratacion relativamente facil. %

Con base en los tres estados del agua (solido, liquido y gaseoso), en el
proceso de liofilizacion, el agua es eliminada de las muestras previamente
congeladas con la finalidad de transformar el agua que se congelé en vapor, sin

que en este proceso conocido como sublimacion pase por la fase liquida.

La liofilizacion se lleva a cabo en tres etapas: congelacion, secado primario y
secado secundario. Durante la etapa de congelacion, la mayoria del agua es
convertida en hielo. Entonces, la presion del sistema es reducida utilizando una
bomba de vacio y la temperatura se eleva para facilitar la sublimacién del hielo
durante el secado primario. En esta operacién unitaria, la presion de la camara
esta por abajo del punto triple del agua, por lo que el hielo es transferido de la
muestra al condensador por sublimacion. Este vapor se condensa fuera de la
camara de secado. En la segunda etapa de secado, la temperatura se eleva para
remover mas eficientemente el agua que no se congeld para proporcionar un bajo

contenido de agua residual, generalmente menos del 1%.2"2*

12
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El proceso de sublimacién que se lleva a cabo en la liofilizacidon consiste en:
la absorcién de calor de la muestra congelada para vaporizar el agua, el uso de
una bomba de vacio para mantener la presidon abajo del punto triple, mejorando la
eliminacion del vapor de agua de la superficie de la muestra, la transferencia y
depdsito del vapor de agua en un condensador, la eliminacion de calor debido a la
formacion de hielo desde el condensador a través de un sistema de refrigeracion.
En esencia, el proceso de liofilizacion es un balance entre el calor absorbido por la
muestra para vaporizar el agua y el calor removido del condensador para convertir

el vapor de agua en hielo.?’

A continuacion se muestra en la Tabla 1 el tiempo aproximado de liofilizacion

de algunos productos.

Tabla 1. Temperatura de seguridad y tiempo de liofilizacion de algunos materiales®'

Material 10 mm de Temperatura de Temperatura de Horas
grosor seguridad °C condensacion °C (aprox)
Leche -5 -40 10
Urea -7 -40 10
Plasma sanguineo -10a-25 -40 16
Suero -25 -40 18
Vacunas -30 a-40 -50 22
Tejido humano -30 a-40 -50 48
Tejido vegetal -50 -80 60

El calor de sublimacion es generalmente absorbido de un lado de la muestra
congelada y debe viajar a través de la capa congelada para vaporizar el agua a la
otra superficie. Ademas, conforme la muestra se liofiliza, el vapor de agua debe

transferirse a través de la capa de material seco.”!

Con el fin de que la liofilizacidon se produzca, el hielo debe ser removido de la
muestra congelada a través de sublimacién, esto se logra mediante el
condensador y la bomba de vacio. El condensador debe estar por lo menos de

10°C a 15°C mas frio que la temperatura de fusion de la muestra. La presion de

13
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vapor en el condensador es menor que la de la muestra y el flujo de vapor de agua
es de la muestra al condensador. Dado que el proceso de difusion del vapor se
produce muy lentamente bajo condiciones atmosféricas normales, se requiere de

un vacio de 133 x 10™ mbar para que la liofilizacidn se lleve a cabo.?'?*

En general, la mayoria de las soluciones o las muestras biologicas tendran
una temperatura de fusién de -10 a -25°C, no asi, las muestras animales o

vegetales cuya temperatura de fusion puede ser tan baja como -30 a -50°C.?’

En el caso de segmentos traqueales, es necesario evaluar las condiciones
ideales para deshidratar el tejido ya que no estan descritas en la literatura. En
forma previa a la liofilizacion y considerando que se trata de un segmento de tejido
de longitud considerable, los segmentos traqueales fueron congelados de manera
gradual tal y como se recomienda para la criopreservacién de los mismos, con la
finalidad de maximizar el area superficial y reducir su espesor. En comparacion
con otros productos como los biofarmacéuticos los segmentos traqueales
contienen volimenes considerables de agua.?' Con la intencién de conservar la
estructura del cartilago los segmentos traqueales se congelaron colocando los
matraces que los contenian dentro de una caja de unicel perfectamente sellada.
Estas fueron almacenadas en un congelador REVCO con el objeto de disminuir de
manera gradual la temperatura a razén de (1°C/minuto) hasta alcanzar una
temperatura de (-70°C). Bajo estas condiciones, el tiempo promedio necesario
para que un segmento traqueal de 12 anillos alcance una temperatura de (-70°C)
partiendo de la temperatura ambiente es de 90 minutos. Una vez alcanzada esta
temperatura, los segmentos traqueales se mantienen almacenados en el
congelador REVCO durante 24 horas.

Es importante mencionar que en la criopreservacion de segmentos

traqueales esta establecido que disminuir la temperatura de manera gradual

durante la congelacion del tejido disminuye la presencia de fracturas cuando estos

14
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son descongelados, hallazgo importante si se considera que se trata de un

segmento de tejido que sera utilizado como bioprétesis en una reconstruccion.*

Asi mismo, la temperatura utilizada para realizar el proceso de liofilizacion de
tejidos traqueales fue de -55°C, ya que los tejidos biologicos presentan una
temperatura de fusién entre -30°C y -50°C, temperatura que es importante tomar
en cuenta pues es uno de los factores que determinan la eficiencia del proceso.
Una vez que se conoce la temperatura de fusiéon de la muestra, se recomienda
trabajar con una temperatura del condensador de 10 a 15°C mas baja que la
temperatura de fusion de la muestra. Es por eso que se eligié una temperatura de

-55°C, para llevar a cabo el proceso de liofilizacién.?"#

Una vez que los segmentos traqueales fueron liofilizados, se esterilizaron
con oOxido de etileno. Este procedimiento asegura que el porcentaje de
contaminantes bacterianos en muestras deshidratadas sea nulo o tan bajo como
0.001%2° y ha sido utilizado con éxito en biomateriales como pericardio bovino®,

arteria pulmonar?’ y arteria aorta.?

1.5. Trasplante

En la practica clinica los 6rganos son trasplantados con el objetivo de
corregir un déficit funcional. Los antigenos del injerto induciran una respuesta
inmunitaria de rechazo, asi que para disminuirlo, se utilizan farmacos
inmunosupresores con el objetivo de inducir tolerancia frente a los tejidos

injertados.?>*°

Las células principalmente involucradas en las reacciones de rechazo son los
linfocitos T, debido a que reconocen a través de su receptor llamado “receptor de
linfocitos T” (TCR, por sus siglas en inglés), a los antigenos asociados a moléculas
del “complejo principal de histocompatibilidad” (MHC, por sus siglas en inglés)

procedentes del donante.?
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En condiciones normales, la hendidura de las moléculas del MHC, se
encuentra ocupada por péptidos que proceden de componentes celulares
normales producto de la degradacion intracelular, pero cuando estos péptidos son
de origen ajeno, ya sea que se deban a una infeccién o a un trasplante, estos son
reconocidos por los linfocitos T como ajenos, provocando que se desencadene la

reaccion de rechazo.?®

1.6. Apoptosis

La apoptosis proviene de los vocablos griegos “apo”, que quiere decir
separaciéon o derivacion y “ptosis”, que significa caida, por lo que el término alude
a la “caida natural de las hojas de los arboles en otofio”. La apoptosis es un tipo
de muerte celular caracterizada por cambios morfoldgicos que incluyen la pérdida
de los contactos celulares, turgencia debida a la salida de iones y liquido
intracelular, traslocaciéon de la fosfatidilserina de la capa interna de la membrana
plasmatica a la capa externa, condensacién y fosforilacion de la cromatina,
desensamble de la lamina nuclear, fragmentacion del nucleo y la formacién de
vesiculas llamadas cuerpos apoptéticos, que contienen organelos intactos y
fragmentos de cromatina que son fagocitados por macréfagos o células vecinas
sin la ocurrencia de inflamacion. A nivel bioquimico, la apoptosis se caracteriza por
la activacion de proteasas especificas denominadas caspasas, que pueden activar
la nucleasa llamada “ADNasa activadora de caspasas” (CAD, por sus siglas en
inglés), la cual se encarga de fragmentar el acido desoxirribonucleico (ADN),
generando al final del proceso de fragmentacion, multimeros de nucleosomas
(Figura 13).312

El proceso apoptético se divide en tres etapas: la primera de ellas es “la
etapa de iniciacion”, en donde la célula recibe el estimulo que la condiciona para
iniciar los eventos apoptéticos. La segunda etapa, llamada “de ejecucion’,
concentra la mayor parte de los cambios morfolégicos y bioquimicos. La ultima
etapa, llamada “de eliminacion”, incluye la degradacion de los restos celulares por

los macréfagos y las células adyacentes.®’
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1.6.1. Fase de iniciacién

Las senales que desencadenan la muerte celular por apoptosis pueden ser
debido a factores tanto intracelulares como extracelulares.’’ Las sefiales
intracelulares activan la via intrinseca de la apoptosis, en donde esta involucrada
la liberacion del citocromo ¢ de la mitocondria, mientras que las sefAales
extracelulares, desencadenan la via extrinseca activada por los receptores de
muerte localizados en la célula blanco. La naturaleza de los inductores de muerte
celular por apoptosis puede ser fisiologica (hormonas, citocinas), biolégica (virus,

bacterias, parasitos), quimica (farmacos) o fisica (radiaciones).*’

1.6.2. Fase de ejecuciodn

En esta etapa, la célula que ha sido sehalada para llevar a cabo el proceso
apoptético, pierde contacto con las células vecinas y el citoplasma se contrae, lo
que provoca que el tamafio celular se vea disminuido. Aun asi, los organelos
permanecen intactos. Posteriormente, la cromatina se condensa manteniéndose
alrededor de la envoltura nuclear y luego sufre fragmentacién. Finalmente se lleva
a cabo la formacion de cuerpos apoptéticos, los cuales son vesiculas rodeadas
por la membrana celular, que varian en tamafo y que pueden contener parte de la

cromatina y organelos de la célula.?"*

Sin importar la via de induccién, el evento apoptético provoca la activaciéon
de la maquinaria enzimatica responsable de los cambios que presenta la célula.
Esta maquinaria la constituyen principalmente las caspasas, que son proteasas de
cisteina que cortan proteinas inmediatamente después del acido aspartico. Esta
particularidad también la presenta la serinproteasa granzima B*?, la cual esta
involucrada en la via de muerte celular por apoptosis llamada perforina/granzima.
En esta via mediada por linfocitos T, la granzima B activa particularmente a la
procaspasa-10, mediante un corte proteolitico después del acido aspartico,
posteriormente la caspasa-10 activara a la procaspasa-3. Las caspasas tienen la

particularidad de ejercer el corte proteolitico sobre si mismas (auto catalisis) o
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bien, una caspasa iniciadora lleva a cabo el corte sobre una caspasa

efectora, 30313337

Las caspasas se encuentran normalmente en las células como cimdgenos
inactivos constituidos por tres dominios: un prodominio N-terminal, un dominio que
genera una subunidad grande (p20) y un dominio que genera una subunidad
pequefia (p10). Cuando se inicia el proceso apoptético, las caspasas se activan a
través de uno o dos cortes proteoliticos que fragmentan a la procaspasa (péptido
precursor), en las subunidades grande y pequefia. Después de un arreglo
conformacional, se forma uno de los dos heterodimeros que conformaran el
heterotetramero o caspasa activa, la cual contara con dos sitios activos.?!3434% E|
prodominio N-terminal permite clasificar a las caspasas en iniciadoras, si el
prodominio es grande y en efectoras, si el prodominio es pequefno. Las caspasas
-2, -8, -9 y -10 son categorizadas como iniciadoras, las caspasas -3, -6 y -7 como

efectoras y las caspasas -1, -4 y -5 como inflamatorias. 323437

Cuando los receptores de muerte son activados por su ligando, se presentan
tres etapas distintas: la trimerizacion del receptor, el reclutamiento de proteinas
intracelulares asociadas al receptor, que funcionan como adaptadoras y la

iniciacion de la activacion de las caspasas.

Para ilustrar de mejor manera lo anterior, se tiene el caso del receptor de
muerte Fas, con el cual también se ejemplifica la via extrinseca de la apoptosis. El
receptor de muerte Fas se trimeriza al unirse con su ligando (ligando de Fas,
FasL). En su region citoplasmatica, Fas presenta un dominio de muerte, el cual
recluta a una proteina adaptadora denominada “Fas asociado a proteina con
dominio de muerte” (FADD, por sus siglas en inglés). Esta proteina también
presenta un dominio de muerte en la region C-terminal, de tal manera que la
interaccion entre Fas y esta proteina, ocurre a través de sus respectivos dominios
de muerte. Esta proteina adaptadora ademas cuenta con un “dominio efector de

muerte“ (DED, por sus siglas en inglés) en su dominio N-terminal, a través del
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cual, interactua particularmente con la procaspasa-8. Una vez que ha sido
reclutada la procaspasa-8, se forma el complejo de sefializacién de induccion de
muerte (DISC, por sus siglas en inglés), una vez formado se lleva a cabo la
autoactivacion de la procaspasa-8. Una vez activa ahora como caspasa-8,
procesa los cimégenos de las caspasas efectoras como son la procaspasa-3, la
procaspasa-6 y la procaspasa-7, lo cual quiere decir que el proceso apoptético se

lleva a cabo a través de una cascada de protedlisis (Figura 13).32

Varios estimulos apoptéticos provocan que la via mitocondrial se active. Para
llevar a cabo este proceso, son necesarias tres proteinas: el citocromo c, el
“Factor 1 activador de proteasas apoptéticas” (Apaf-1, por sus siglas en inglés) y
en particular para esta via la procaspasa-9. El citocromo c¢ es liberado al
citoplasma, debido a que alguno de los diversos estimulos que activan esta via
provoco que la membrana interna de la mitocondria abriera un poro eventual de
permeabilidad. Una vez en el citoplasma, el citocromo c se une a Apaf-1, para dar
lugar al complejo Apaf-1/citocromo ¢ el cual tiene la capacidad de reclutar a la
procaspasa-9. Una vez reclutada, se forma el complejo denominado apoptosoma.
Posteriormente, la procaspasa-9 se activa por autocatdlisis y se libera del
apoptosoma para procesar y activar a las caspasas-3, -6 y -7 (Figura 13). Cabe
mencionar que la caspasa-3 es la caspasa efectora comun a las vias intrinseca,

extrinseca y perforina/granzima de la apoptosis.>'%2>%’

Las caspasas son proteasas extremadamente selectivas, ya que solo
procesan determinados componentes clave, tanto del citoesqueleto como del
nucleo. Por ejemplo, las caspasas activan por protedlisis a la nucleasa CAD, la
cual fragmenta el ADN en multimeros de nucleosomas, caracteristica distintiva de
la apoptosis. Esta nucleasa fragmenta el ADN en pedazos de 50 a 300 kilobases
y, posteriormente estos fragmentos vuelven a ser procesados para obtener
pequefios fragmentos de 180 a 200 pares de bases que son caracteristicos de los

nucleosomas.>*3¢
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1.6.3. Fase de eliminacion

La muerte celular por apoptosis, ocurre de manera constante en un
organismo y los fagocitos son las células responsables de retirar las células
apoptéticas. Para asegurar la remocion adecuada y eficiente de las células que
sufrieron apoptosis y evitar que las células liberen el contenido citoplasmatico, uno
de los mecanismos es la pérdida de la asimetria de la membrana celular. Esto
genera una exposicion de las moléculas de fosfatidilserina (que de manera normal,
estan restringidas a la parte interna), lo cual es una sefal para los fagocitos

cercanos de eliminar dicha célula.®’

Via del receptor de muerte celular Via mitocondrial

Transmision de
sefiales

Activacion

Proteinas
Sélo BH3

Procasiasa-S
D Ve -
Caspasa-8 Bid Citocromo.c @
‘ : Apaf-1

caspasa-3) |
-Activacién de CAD !

-Activacion de las caspasas efectoras
l'
-Fragmentacion del ADN y otros cemblos

Caspasa-9 Procaspasa-9

Figura 13. Via del receptor de muerte celular (extrinseca) y via mitocondrial (intrinseca),
de la apoptosis, FasL=Ligando de Fas, Fas=Miembro de la familia de receptores del factor
de necrosis tumoral que se expresa sobre la superficie de los linfocitos T, FADD=Fas
asociado a proteina con dominio de muerte, proteinas s6lo BH3=proteinas que detectan
diversos agentes estresantes y también se pueden unir a diversas proteinas pro-
apoptéticas como Bak y Bax y a diversas proteinas anti-apoptéticas como Bcl-2,
regulando sus funciones, Bcl-2/Bcl-X =proteinas anti-apoptoéticas, Bax/Bak=proteinas pro-
apoptaéticas, Bid=proteina pro-apoptética, Apaf-1=Factor 1 activador de proteasas,
CAD=ADNasa activadora de caspasas
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La apoptosis y la necrosis son dos procesos que pueden ocurrir
independientemente, secuencialmente o bien, simultaneamente. En algunos casos
el tipo y grado de estimulo determina si la célula muere por apoptosis o necrosis.
A dosis baja una variedad de estimulos daiinos como el calor, la radiacion, la
hipoxia o los farmacos anti-cancerigenos pueden inducir apoptosis, pero esos

mismos estimulos a dosis altas, resultan en necrosis.®’

Hay evidencias que indican que la apoptosis y la necrosis representan una
red de cambios bioquimicos compartidos descrita como apoptosis-necrosis
continua. Por ejemplo, dos factores que pueden convertir un proceso apoptotico
en curso en un proceso necroético incluye la disminucién de la viabilidad de las
caspasas Y la adenosina trifosfato (ATP, por sus siglas en inglés) intracelular . Si
la célula muere por necrosis o apoptosis depende en parte de la naturaleza de la
sefal de muerte sobre la célula, del tipo de tejido, el estado de desarrollo del tejido

y del medio fisiologico. >’

Algunos de los cambios morfolégicos que ocurren con la necrosis incluyen:
formacion de vacuolas citoplasmicas, distencion del reticulo endoplasmico,
condensacion, hinchazén o ruptura de la mitocondria, disgregacion vy
desprendimiento de los ribosomas y ruptura de la membrana celular. La perdida
de la integridad de la membrana celular, resulta en la liberacion del contenido
citoplasmico en los alrededores del tejido, mandando sefiales quimiotacticas con
el eventual reclutamiento de células inflamatorias. También es importante hacer
notar que la picnosis y la cariorexis no son exclusivas de la apoptosis y puede ser

parte del espectro de cambios morfoldgicos que ocurren con la necrosis.®

1.6.4. Técnicas para determinar la apoptosis
En la actualidad, se utilizan varias técnicas que permiten detectar la muerte
celular por apoptosis, con base en la ocurrencia de determinados eventos, por lo

que la técnica que se elige, depende del modelo de estudio, del tipo de muestra y,
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por supuesto, de la infraestructura disponible. Con base en esto, la determinacién

del fenémeno apoptético puede realizarse en:*"%

1. Alteraciones citomorfolégicas: en donde los cortes de tejido son tefiidos
con la tincion hematoxilina-eosina, para visualizar al microscopio 6ptico las células

apoptoticas.®

2. Fragmentacion del acido desoxirribonucleico: con esta técnica se pueden
visualizar los fragmentos de ADN producidos por accion de la endonucleasa CAD
sobre un gel de agarosa, o mediante el método de TUNEL (Terminal dUTP Nick
End-Labeling), en donde los productos de degradaciéon de la endonucleasa CAD,
son analizados por via enzimatica al etiquetar el final de la hebra de ADN rota. Las
hebras rotas de DNA se detectan enzimaticamente, marcando el extremo libre 3’-
OH con nucledtidos modificados. Estos nuevos extremos de ADN son generados
debido a la fragmentacién del mismo y se encuentran tipicamente localizados en
nucleos identificables morfolégicamente y cuerpos apoptéticos, los cuales pueden
ser detectados por microscopia Optica, microscopia de fluorescencia y citometria
de flujo, contrastando con los nucleos sin alteraciones (que no sufrieron
apoptosis), los cuales contienen numeros relativamente insignificantes de

extremos 3’-OH y por lo tanto no son detectados.®’

3. Deteccion de las caspasas: la activacion de las caspasas puede ser
detectada por wuna variedad de formas incluyendo “Western blot”,
inmunoprecipitacion e inmunohistoquimica, mediante el empleo de anticuerpos
monoclonales y policlonales, disponibles para detectar ya sea procaspasas o
caspasas activas. La reaccién antigeno-anticuerpo, se lleva a cabo mediante la
unién de un epitopo localizado en la muestra y un anticuerpo, el cual tiene una
configuracion especifica para ese epitopo. Una vez que se lleva a cabo esta unién,
es necesario visualizarlo, por lo que se utilizan colorantes para revelar la reaccion

antigeno-anticuerpo.37
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4. Alteraciones de la membrana: la externalizacion de los residuos de
fosfatidilserina a la membrana plasmatica externa de las células apoptéticas,
puede ser detectada via Anexina-V en diferentes tejidos. La Anexina-V es una
proteina recombinante que se une especificamente a residuos de fosfatidilserina,
los cuales se encuentran expuestos en la cara externa de la membrana
plasmatica, por lo que funciona como un biomarcador efectivo en la identificacion
de células apoptoéticas. La Anexina-V, puede conjugarse con una variedad de
fluorocromos como el isotiocianato de fluoresceina (FITC, por sus siglas en
inglés), una vez que las células apoptoticas estan enlazadas con FITC-marcado

con Anexina-V, es posible la visualizacidén por microscopia de fluorescencia.®’+3®

5. Deteccion de apoptosis mediante colorantes: los colorantes como el
naranja de acridina, el sulfato de azul nilo y el rojo neutro, poseen caracter
aciddfilo, por lo que se concentran en zonas de alta actividad lisosomal y

fagocitica, con lo que la apoptosis puede ser visualizada en diferentes tejidos. *’

6. Ensayos mitocondriales: en este caso, un analisis mitocondrial y la
liberacion del citocromo c, permite la deteccion de cambios al inicio de la fase
intrinseca, lo cual se puede lograr con microscopia confocal de barrido laser
(LSCM, por sus siglas en inglés), creando delgadas rebanadas submicronicas
Opticas, utilizando monitores para la deteccion de los eventos mitocondriales en

células a través del tiempo.*’

1.7. Tinciones histoldgicas

Para realizar un estudio histolégico mediante microscopia optica, los cortes
de tejido se deben tehir. Para esto, hay técnicas de tincion que establecen
diferencias entre los diversos componentes de los tejidos.® Existe una variedad de
colorantes para observar los componentes celulares que pueden agruparse de la

siguiente manera:

- Colorantes que diferencian los componentes acidos y basicos de la célula.
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- Colorantes especializados que distinguen los componentes fibrosos de la matriz

extracelular.

- Sales metalicas que se precipitan y depositan en los tejidos.

Los colorantes empleados con mas frecuencia en histologia son: la

hematoxilina y la eosina.

La hematoxilina actua como colorante basico por lo que presenta densidad
de carga positiva y se asocia a iones con carga negativa (sulfatos, fosfatos y
carboxilos) contenidos en la cromatina, en los nucleolos y en los componentes del
cartilago como son los proteoglicanos y los glucosaminoglicanos, tifiéndolos de
color morado. La eosina es un compuesto acido, que tifie los componentes
basicos de la célula, como son los granulos de secrecion, proteinas citoplasmicas,
y las fibras de colageno de color rosado. Existen otras técnicas de tincién que se
emplean habitualmente. Una de ellas es la de los tricromicos, por ejemplo, el de
Masson, que define bien el nucleo de color negro, el citoplasma, las fibras de

musculo y la fibrina de color rojo y, las fibras de colageno de color azul.**3°

La tinciones con hematoxilina-eosina y tricromica de Masson se clasifican
como topograficas, porque permiten obtener una visién general de las estructuras
contenidas en un tejido y fueron utilizadas para evaluar la continuidad y el
desprendimiento del epitelio respiratorio a lo largo de la mucosa traqueal, la
estructura de las glandulas seromucosas, los anillos de cartilago, las fibras de
colagena y las fibras musculares, asi como el porcentaje de condrocitos sin
alteraciones y con alteraciones. En el Cuadro 1 se ilustran las tinciones utilizadas
para realizar la evaluacion histologica, con base en las cuatro capas histologicas

que componen la pared de la traquea y las coloraciones correspondientes.*°
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Estructura

Epitelio pseudoestratificado
(Mucosa)

Glandulas
(Submucosa)

Cartilago hialino

Fibras de colagena
(Submucosay adventicia)

Fibras de musculo liso
(Adventicia)

Tincién h-e Tincién  tricrémica
de Masson

‘v.‘"/v“' .Vf

.‘h PRI .'

Cilios (rosa)
Citoplasma (rosa)
Nucleo (azul)

Lo ALY
Crestas (rosa)
Citoplasma (rosa)
Nucleo (azul)

Matriz extracelular
(violeta-purpura)
Nucleo (azul)
Citoplasma (rosa)

F|bras de colagena Fibras de colagena

(rosa) (azul)
Fibras de musculo liso Fibras de musculo
(rosa) liso (rojo)

MARCO TEORICO

Cuadro 1. Tinciones utilizadas para la evaluacion microscoépica del tejido traqueal
(Imagen, Unidad de Trasplante Pulmonar Experimental, INER)
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2. JUSTIFICACION

La reparacion de lesiones traqueales de gran longitud es un problema clinico
importante sin resolver, que demanda como solucion potencial la busqueda de una
bioprétesis funcional: a) que sea de tamano suficiente para realizar la reparacion,
b) que mantenga rigidez estructural, c) que presente una adecuada
vascularizacion, d) que permita la cobertura del lumen con epitelio respiratorio y

€) que asegure estabilidad mecanica.

La liofilizacion es un método que ha demostrado tener utilidad en el
mantenimiento estructural y funcional de diferentes productos quimicos,
alimenticios, farmacéuticos, medico-quirurgicos, microbioldgicos, biolégicos y de

diferentes biomateriales.

En 1951, Marrangoni'’ realizé los primeros ensayos con traqueas liofilizadas
y observo que los aloinjertos traqueales caninos liofilizados, perdieron el cartilago
que fue reemplazado con tejido cicatrizal. Tres afios después (1954), Pacheco' y
colaboradores describieron destruccién y fibrosis de aloinjertos frescos y estenosis
del aloinjerto preservado en alcohol o solucién salina o cuando fueron liofilizados.

Estos hallazgos fueron confirmados en 1958 por Bjork y Rodriguez "’

y fue el
tltimo ensayo documentado, hasta 1993 cuando Lenot y colaboradores'® retoman
los ensayos experimentales utilizando un modelo experimental porcino, para
reparaciones quirurgicas con segmentos traqueales liofilizados combinados con
una endoprotesis de acero inoxidable utilizada como “stent”, pero los resultados no

fueron favorables.

Recientemente, en el Departamento de Investigacion en Cirugia
Experimental, el Dr. Jaime Villalba' realizé un trabajo doctoral en el que evalué la
utiidad de los segmentos traqueales liofilizados como bioprétesis en una
reconstruccion traqueal de gran longitud, asi como el efecto que ejerce la
inmunosupresion y el factor de crecimiento del endotelio vascular. Esta ultima

investigaciéon aunada a los numerosos intentos realizados con proétesis sintéticas,
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tejidos autdlogos y trasplante traqueal, encausados a encontrar una estrategia
quirurgica definitiva para la reparacion de lesiones traqueales mayores de 7 cm,
no han sido exitosos, ya que generan complicaciones como desvascularizacion,
estenosis, necrosis, dehiscencia, infeccion, reacciones inmunoldgicas de rechazo
y formacion de tejido de granulacion. Es por eso que continua la busqueda de una
estrategia quirurgica definitiva para los pacientes portadores de extensas lesiones,
en los que no existe la posibilidad de realizar una reseccién traqueal, pero debe
resolverse la insuficiencia respiratoria que les provoca complicaciones funcionales

e infecciosas.

Del trabajo de tesis realizado por Villalba', derivé la necesidad de evaluar los
cambios microscépicos relacionados con muerte celular que ocurren en el
cartilago traqueal por efecto del fendmeno deshidratacion-rehidratacion inherente
al proceso de la liofilizacion, bajo condiciones especificas del proceso, sin
optimizarlo. En este proyecto de investigacion se evalu6é la muerte celular por
apoptosis a través de la expresidon de caspasa-3 y los cambios microscopicos que
ocurren en el cartilago, en forma previa y posterior a la liofilizacién de segmentos
traqueales. Asi mismo, se estudiaron los fendbmenos que ocurren en forma
posterior a su utilizacién en una reparacion quirurgica de diez anillos traqueales,

utilizando un modelo experimental canino.
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3. HIPOTESIS
El proceso de deshidratacion inherente a las condiciones especificas en las
que se realizé la técnica de liofilizacion provocara un incremento en el indice de

muerte celular en el cartilago de segmentos traqueales.

Mientras mayor sea la expresion de caspasa-3 en el cartilago menor sera la

utilidad del segmento traqueal liofilizado para la reconstruccion.

Las propiedades y cualidades originales de los segmentos traqueales no se

modificaran por efecto de la liofilizacion.
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4. OBJETIVOS
4.1. Objetivo general
v Evaluar el efecto que ejercen las condiciones especificas de la operacién de
liofilizacidon establecidas en este proyecto sobre los cambios microscoépicos
relacionados con muerte celular por apoptosis en el cartilago traqueal, en
forma previa y posterior al procedimiento de liofilizacidn, asi como en forma

posterior a su utilizacidén en la reparacion quirurgica.

4.2. Objetivos particulares
v' Evaluar los cambios macroscépicos que ocurren en los segmentos
traqueales por efecto de la operacion de liofilizacion y después de que

éstos fueron utilizados en la reparacion quirurgica.

v' Evaluar los cambios microscopicos que ocurren en los segmentos
traqueales por efecto de la operacion de liofilizacion y después de que

éstos fueron utilizados en la reparacion quirurgica.
v Evaluar la expresion de caspasa-3 que ocurre en los segmentos traqueales

por efecto de la operacion de liofilizacién y después de que éstos fueron

utilizados en la reparacién quirurgica.
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5. MATERIAL Y METODOS
5.1. Recursos

Tanto los recursos humanos, como los materiales, empleados para el
desarrollo de este protocolo, fueron financiados por el Instituto Nacional de
Enfermedades Respiratorias (INER) “Ismael Cosio Villegas”. En la realizacion de
este trabajo colaboraron investigadores y técnicos de la Unidad de Transplante
Pulmonar Experimental y del Departamento de Cirugia Experimental de dicho

Instituto.

5.2. Animales de experimentacion
Se utilizaron 17 perros mestizos (11 donadores de un segmento traqueal + 6
receptores / donadores), clinicamente sanos, con una masa corporal entre 15y 25

kg, sin importar edad ni sexo, con edad variable y no relacionados entre si.

5.3. Criterios de inclusion
Se incluyeron animales clinicamente sanos que no presentaron antecedentes
de alguna enfermedad respiratoria desde su llegada al Bioterio del INER y antes

de que se les practicara el procedimiento quirurgico.

5.4. Criterios de exclusion
Los animales que presentaron cuadros clinicamente patoldgicos durante su
estancia en el Bioterio del INER y previos al procedimiento quirdrgico o con

antecedentes de alguna cirugia de térax fueron excluidos del estudio.

5.5. Consideraciones éticas

Los animales fueron mantenidos en condiciones habituales de bioterio y
manejados con base en los lineamientos establecidos en las Especificaciones
Técnicas para la Producciéon, Cuidado y Uso de Animales de Laboratorio de la
Norma Oficial Mexicana NOM-062-ZO0-1999 (DOF, 1999)** y en la Guide for the

Care and Use of Laboratory Animals de los Estados Unidos.>® El protocolo fue
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revisado y aprobado por el Comité de Bioética y el Comité Cientifico del Instituto

Nacional de Enfermedades Respiratorias.

5.6. Técnica quirurgica / Procuracion de la traguea

Previo a la obtencion de la traquea, los animales se prepararon con 24 horas
de ayuno para solidos y con 12 horas de ayuno para liquidos. Se colocaron sobre
la mesa de cirugia en posicidén decubito dorsal, fueron intubados con una sonda
orotraqueal y se conectaron a un ventilador (Harvard, Apparatus) con un
vaporizador (Isotec 3, Ohmeda), manteniendo una frecuencia respiratoria de 20
resp/min, un volumen corriente de 15 mL/kg y una FiO; del 100%. La anestesia se

mantuvo con isofluorano al 2.0% durante todo el acto quirurgico (Figura 14).

A los animales, se les realizé tricotomia, asepsia y antisepsia de la zona del
cuello, con limite proximal en la region de la mandibula y con limite distal en la
region supraesternal que se delimité con campos quirurgicos. Se realizé diseccion
de los planos superficiales hasta llegar a la traquea que en el caso del primer
donador, se disecod en toda su longitud y circunferencia utilizando las técnicas
quirurgicas convencionales (Figura 15). Sobre una charola de mayo apoyada en
una camara de hielo, se realizé una diseccién fina de la traquea (Figura 16). Cada
uno de los 6 animales a los que se les practicd la reparacion quirurgica fue

donador de un segmento traqueal y receptor de un segmento traqueal liofilizado.

a) b)
Figura 14. a) Se observa un canino en posicién decubito dorsal previo a la intervencion
quirurgica, ademas de los aparatos requeridos para registrar los signos vitales del animal,
el ventilador y el vaporizador, b) Médicos cirujanos realizando la cirugia sobre el canino
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Figura 16. Diseccion fina de la traquea

5.7. Obtencién de los segmentos traqueales

Inmediatamente después, se realizé la reseccion del cartilago cricoides el
cual fue eliminado del estudio. La traquea del primer donador se cortd en
segmentos de doce anillos (Figura 17) que al igual que los segmentos traqueales
de 12 anillos de los perros restantes, se lavaron con una solucion glucosada al
50% (Solucion DX-50 PISA), adicionada con 20 mL de una solucién de manitol al
20% (Manitol al 20% PISA), 5000U de heparina (Inhepar, PISA), 1g de
estreptomicina (Sulfastrep, PISA), 1000000U de penicilina (PISA) y 0.1 mL de una
solucion antibiotica y antimicética (Ab-Am, SIGMA, A5955) por cada litro de

solucion.

Figura 17. Segmento traqueal en forma previa a la liofilizacion
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5.8. Preparacion del anillo traqueal pre-preservacion

De cada uno de los segmentos traqueales de 12 anillos y con ayuda de un
bisturi se separo el anillo de uno de los extremos. Este anillo se sumergié en una
solucién de formaldehido amortiguado al 10% durante 24 horas y fue utilizado
para las evaluaciones, microscépica e inmunohistoquimica, realizadas en forma
previa a la liofilizacion.*™* De esta manera quedaron segmentos traqueales de

once anillos que fueron sometidos a una preservaciéon mediante liofilizacion.

5.9. Liofilizacién de los segmentos traqueales

Inmediatamente después de separar el anillo pre-liofilizacion, los segmentos
traqueales se colocaron sobre un soporte de polietiieno (Figura 18) vy
posteriormente, se introdujeron en un matraz Erlenmeyer que se sellé6 mediante la
colocacion de un tapén de polipropileno cubierto con papel parafilm. De acuerdo
con lo que menciono en el inciso 1.4 una vez que el matraz se encontrd
perfectamente sellado, se almacend dentro de un congelador (REVCO), en el que
se mantuvo a una temperatura de -70°C durante 24 horas. Transcurrido el tiempo
de congelaciéon, el matraz se coloc6 en una liofilizadora (Labconco) a una
temperatura de -55°C y una presién de 1.33 x 10 kPa durante 24 horas (Figura
19). Con estas condiciones de liofilizacion los segmentos traqueales estuvieron
bajo los lineamientos sugeridos para tejidos bioldgicos.?' Concluido el tiempo de
liofilizacion, los injertos traqueales se desmontaron del soporte de polietileno y se
empaquetaron para su esterilizacion con O6xido de etileno (Figura 20). Las
muestras a esterilizar son enviadas a la unidad C.E.Y.E. ubicada dentro del INER,
en donde los técnicos responsables se encargan de procesarlas. La esterilizacion
con oOxido de etileno se lleva a cabo en un esterilizador de gas Areador Steri-Vac-
5XL durante una hora en una atmésfera de 736 mg de 6xido de etileno / litro de
aire, con un tiempo de aireacion de 12 horas. Los injertos traqueales asi
liofilizados y esterilizados se almacenaron en los mismos recipientes donde se
empaquetaron para su esterilizacion, a temperatura ambiente (T=20 + 2°C)
durante 60 dias (Figura 21).

33



MATERIAL Y METODOS

Figura 18. Segmento traqueal montado Figura 19. Liofilizadora Labconco
sobre un soporte de polietileno y
colocado dentro del matraz Erlenmeyer

Figura 20. Dispositivo montado en la Figura 21. Segmento traqueal liofilizado,
liofilizadora empaquetado y esterilizado listo para su
rehidratacion y utilizacion como
bioproétesis en reparacion quirurgica

5.10. Obtencién del anillo tragqueal post-preservacion
Previo a la reconstruccion traqueal, los segmentos se rehidrataron en

solucién salina fisiolégica mantenida en hielo (0.9% de NaCl, alrededor de 4°C),
durante 30 minutos.?®?” La inmersién en esta solucion busca la recuperacion de
los fluidos de las células de los segmentos traqueales, de los cuales el agua fue
eliminada durante el proceso de liofilizacion. Se consideré con base en la

2627 que un tiempo de 30 minutos es necesario y suficiente para

literatura
rehidratar el tejido. Concluida la rehidratacion, con ayuda de un bisturi se separé el
anillo de uno de los extremos. Este anillo se sumergié en una solucion de
formaldehido amortiguado al 10% durante 24 horas y fue utlizado para las
evaluaciones, microscopica e inmunohistoquimica realizadas en forma posterior a
la liofilizacion.*'*® El resto del segmento se utilizé para realizar una reconstruccion

traqueal de 10 anillos.
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5.11. Obtencidn del anillo traqueal post-trasplante / Fin del estudio
Inmediatamente después de practicar la eutanasia, se procur6 el segmento
traqueal liofilizado utilizado en la reparacién quirdrgica, procediendo conforme a
las técnicas quirurgicas convencionales. Con ayuda de un bisturi se retir6 el anillo
de uno de los extremos (anillo de fin del estudio) y se sumergié en una solucion
amortiguada de formaldehido al 10% durante 24 horas y fue utilizado para las
evaluaciones, microscoépica e inmunohistoquimica, realizadas en forma posterior al

reemplazo traqueal.*'*®

5.12. Técnica quirargica del receptor

Previo a la reconstruccion traqueal, los animales se prepararon de la misma
forma descrita previamente para los donadores. Empleando las técnicas
quirurgicas convencionales, se diseco y reseco un segmento de traquea de 12
anillos, que fue reemplazado por un segmento liofilizado y rehidratado de 10

anillos de longitud (Figuras 22-24).

Figura 22. Presentacion del segmento Figura 23. Reseccion y diseccion del
traqueal liofilizado segmento traqueal nativo para la
colocacioén del segmento traqueal
liofilizado y rehidratado

N, ] oy £
Figura 24. Reemplazo traqueal concluido
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5.13. Evaluaciones de los segmentos traqueales
5.13.1. Macroscopica

Los segmentos traqueales fueron evaluados: 1) en forma previa a la
liofilizacién, inmediatamente después de que fueron lavados con la solucién
glucosada, 2) en forma posterior a la liofilizacion y rehidratacién (previa a la
realizacion de la cirugia) y 3) al concluir el estudio, después de que fueron
utilizados como bioprotesis. Cada una incluyé un registro de la integridad
estructural del segmento traqueal, mediante apreciacion visual de los cambios de
coloracién en los anillos de cartilago, la ocurrencia de fracturas y la posible

pérdida de la continuidad estructural de los anillos.

5.13.2. Microscopica

En todos los grupos de estudio, la evaluacién microscépica se realizd en
forma inmediata posterior a las evaluaciones macroscépicas (pre-liofilizacion, post-
liofilizacidn-rehidratacion y al finalizar el estudio). Los anillos traqueales obtenidos
en cada uno de los eventos fueron sumergidos en una solucion amortiguada de
formaldehido al 10%, para su fijacion durante 24 horas, inclusién en bloques de
parafina y obtencion de cortes de 2 y 4y de grosor para las tinciones con
hematoxilina-eosina y tricrdmica de Masson y para la determinacion

inmunohistoquimica de caspasa-3.

5.13.2.1. Cartilago hialino
Con ayuda de un contador manual (THOMAS SCIENTIFIC, 3297R20) y
empleando un microscopio 6ptico (OLYMPUS optical, CH30) se hizo un conteo

celular en cada laminilla, de la siguiente manera:

El conteo celular se realizé a lo largo de toda el area del anillo de cartilago
traqueal, utilizando las laminillas tefidas con hematoxilina-eosina, desde el
extremo derecho hasta el extremo izquierdo (Figura 25). En particular, para
evaluar el comportamiento de la integridad y degeneraciéon celular, el conteo

celular se realiz6 tomando en cuenta sélo tres zonas del anillo de cartilago, las
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cuales fueron: el extremo izquierdo, el extremo derecho y la region central. Este
conteo incluyo el porcentaje de condrocitos sin alteraciones aparentes, condrocitos
con alteraciones (picnosis, cariorrexis y cariolisis) y de lagunas vacias (Figura 26).
Este conteo se repitidé cuatro veces y fue posible obtener un promedio para cada
una de las morfologias convenidas. El analisis estadistico de los datos incluyo la
prueba de analisis de varianza (ANDEVA) con Tukey vy, t-student sélo para la
evaluacién de la tincion con hematoxilina-eosina. El tratamiento de los resultados

se realizd mediante el programa estadistico SPSS version 12.0 para Windows.>"?

r"’"@*
Figura 25. Anillo de cartilago traqueal en donde se realiz el conteo celular a lo largo de
éste, las zonas encerradas en un circulo, extremo derecho, region central y extremo

izquierdo, se tomaron en cuenta para evaluar el comportamiento de la integridad y
degeneracioén celular

Morfologia celular

Condrocitos sin
alteraciones
aparentes

Condrocitos con  Condrocitos con  Condrocitos con Lagunas
picnosis cariorrexis cariolisis vacias

Figura 26. Se muestran las cinco morfologias convenidas analizadas en los anillos de
cartilago traqueal
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5.13.2.2. Estudio histolégico

En cada uno de los anillos de cartilago, se evalué el comportamiento de las
cinco morfologias celulares, la continuidad y el desprendimiento del epitelio
respiratorio a lo largo de la mucosa traqueal, la integridad de las glandulas, de las
fibras de musculo liso y de las fibras de colagena, utilizando las laminillas tefiidas

con hematoxilina-eosina y tricromica de Masson (Figura 27).

R i S - ¢

Figura 27. Zonas del tejido traqueal consideradas para la evaluaciéon microscépica

5.13.2.3. Estudio inmunohistoquimico de caspasa-3

La determinacibn de caspasa-3 se realizd mediante la técnica
inmunohistoquimica utilizando un anticuerpo [Caspase 3 (CPP32) Ab-4, Rabbit
Polyclonal Antibody, Neo Markers, Lab Vision, Co. RB-1197], el sistema biotina-
avidina-peroxidasa, tincion con aminoetilcarbazol y contratincién con hematoxilina.
En todos los ensayos se incluyeron como control negativo, una laminilla de tejido
traqueal a la que no se le adiciond anticuerpo durante la determinacion (Figura 28)
y, como control positivo, una muestra de tejido traqueal con expresion positiva
previamente identificada. Ambos controles siempre fueron los mismos y se
incluyeron en todos los ensayos realizados. La expresion positiva para caspasa-3

en las células del cartilago se observa de color marrén (Figura 29).
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Figura 28. Condrocitos sin expresién de Figura 29. Condrocitos con expresion

caspasa-3 en el cartilago traqueal positiva de caspasa-3 (células color

(control negativo) marron)

5.13.2.4. Técnicainmunohistoquimica para determinar caspasa-3
a) Preparacion del tejido

Los cortes de tejido traqueal se colocaron en canastillas y se incubaron
durante 20 minutos dentro de una estufa mantenida a una temperatura a 56°C
para su desparafinacion. Inmediatamente después, el tejido se rehidrato y clarificd
mediante una inmersion seriada en xilol (10 minutos), etanol al 70% (2 minutos),

etanol al 90% (2 minutos), etanol absoluto (2 minutos) y agua (10 minutos).*'*?

b) Exposicion y recuperacion del antigeno

Concluida la preparacion del tejido, las laminillas se colocaron en una caja de
Coplin sumergidas en una solucion amortiguadora de citratos a pH=6. La
recuperacion del antigeno se realizé colocando la caja de Coplin en bafio Maria a
una temperatura de 80°C durante 20 minutos. Estas condiciones de trabajo fueron
estandarizadas en la Unidad de Trasplante Pulmonar Experimental del Instituto
Nacional de Enfermedades Respiratorias para manipular tejido traqueal. El
cartilago de los anillos traqueales es muy labil y tiende a desprenderse de las
laminillas cuando la recuperacion del antigeno se realiza utilizando olla express
para inmunohistoquimica o mediante horno de microondas, a diferencia de otros
tejidos que soportan cambios bruscos de temperatura. Una vez concluido el
tiempo de recuperacion del antigeno, la caja de Coplin se retiré del bafio Maria y

se dejo enfriar a temperatura ambiente.*'™*?
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c) Eliminacion de la peroxidasa endogena

Una vez alcanzada la temperatura ambiente, las laminillas se sometieron a
tres lavados seriados de cinco minutos con solucién salina amortiguada Tris con
Tween 20 (TBST, por sus siglas en inglés), la cual se preparé con 50 mL de una
solucién amortiguadora Tris a pH=7.6, 100 mL de una solucién de NaCl 3My 1 mL
de Tween 20, por cada litro de solucion. Una vez terminados los lavados y con la
finalidad de concentrar el area de reacciéon antigeno-anticuerpo, se delimito el
tejido traqueal con ayuda de un marcador (Mini Pap-Pen, Invitrogen). Las
laminillas se colocaron dentro de una camara de incubacion humeda mantenida a
temperatura ambiente. Se adicionaron 100uL de una solucion de perdxido de
hidrégeno al 3% y transcurridos 15 minutos, se realizaron tres lavados seriados de

cinco minutos cada uno con solucién TBST. 43

d) Bloqueo del pegado inespecifico / Primer anticuerpo

Se adicionaron 100uL de suero bloqueador y después de una incubacion de
15 minutos a temperatura ambiente, se realizaron tres lavados seriados de cinco
minutos cada uno con solucion TBST. Se adicionaron 100uL del primer anticuerpo
(dilucién 1:100 en TBST) complementado con suero bloqueador. Las laminillas se
incubaron en un refrigerador (SANYO, Medicool) a una temperatura de 4°C

durante 24 horas.*'*

e) Reaccion streptavidina-peroxidasa

Transcurrido el tiempo de incubacion, se realizaron tres lavados seriados de
cinco minutos cada uno con solucién TBST. Se adicionaron 100 uL del anticuerpo
biotilinado y después de 15 minutos de incubacién a temperatura ambiente, se
realizaron tres lavados seriados de cinco minutos cada uno con solucién TBST y
se adicionaron 100 pL del conjugado streptavidina-peroxidasa. Después de 15
minutos de incubacidn, se realizaron tres lavados seriados de cinco minutos cada

uno con solucién TBST. 4™
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f) Visualizacidn de la reaccion antigeno-anticuerpo

Se adicionaron 100uL de una solucion acuosa de aminoetilcarbazol diluido
en peroxido de hidrogeno y después de cinco minutos de incubacion a
temperatura ambiente, las laminillas se enjuagaron en agua corriente en forma
previa a la adicidon de una gota de una solucion de hematoxilina. Después de
treinta segundos, las laminillas se enjuagaron con agua corriente en forma previa
a la incorporacion de 100uL de una solucion saturada de carbonato de litio y se

montaron en medio acuoso.*'*?
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6. RESULTADOS

6.1. Generales
Se liofilizaron 18 segmentos traqueales. De éstos, se utilizaron 6 como
bioprétesis en seis animales a los que se les realizé una reparacion quirurgica de

10 anillos de longitud.

6.2. Evaluacion macroscopica del segmento traqueal
En forma inmediata posterior a la procuracién y lavado con solucién
glucosada, los 18 segmentos traqueales se observan de color rosado, se

mantienen flexibles y viscosos al tacto (Figura 30a).

Una vez que los 18 segmentos traqueales fueron liofilizados, en ninguno se
observo la presencia de fracturas, ni pérdida de la continuidad estructural entre los
anillos. Sin embargo, todos presentaron cambios evidentes en la textura y en la
consistencia del tejido por efecto de la liofilizacion que distan notablemente de la
consistencia original de la traquea, ya que éstos se observaron de color blanco,
rigidos al tacto, con apariencia acartonada, pérdida de la flexibilidad y con
retraccion y plegamiento de la membrana (Figuras 30b y 30c). Estos cambios
persisten hasta el momento de la rehidratacion y con excepcion de la coloraciéon
que permanece afectada en términos del color rosado original, ya que quedan
blancuzcos, la consistencia del tejido traqueal tiende a recuperarse en forma

posterior a la rehidratacion (Figura 30d).

Al finalizar el estudio, el unico segmento traqueal recuperado (procurado
después de que utilizé en la reparacién quirurgica), se observo de color blanco y
flexible al tacto. Los otros cinco segmentos traqueales liofilizados que fueron
utilizados como bioproétesis sufrieron necrosis, por lo que resultdé imposible realizar
tanto la evaluaciéon macroscopica como la evaluacion microscopica de los mismos
(Figura 30e).
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e)

Figura 30. Evaluacion macroscopica del segmento traqueal: a) Inmediatamente después
de ser procurado y lavado con solucién glucosada, b) Durante el procedimiento de la
liofilizacion, en donde se empiezan a observar cambios en la textura, consistencia y
coloracion (zonas blancas), c) Post-liofilizado se observan los cambios en la textura,
consistencia y coloracion del segmento traqueal, d) Post-liofilizado/rehidratado/pre-
trasplante, permanecen los cambios en la coloracién y e) Aspecto que presentaron los
segmentos traqueales necrosados
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6.3. Cartilago hialino

6.3.1. Evaluacion microscopica, pre-liofilizacion y post-liofilizacion (n=18
segmentos traqueales)

Los porcentajes obtenidos de condrocitos: a) sin alteraciones aparentes, b)
con picnosis, ¢) con cariorrexis, d) con caridlisis y e) de lagunas vacias,
encontrados en las cuatro evaluaciones realizadas para cada uno de los 18 anillos
de cartilago, obtenidos en forma previa y posterior a la liofilizacion de los

segmentos traqueales, se muestran en la Tabla 2.

Tabla 2. Se presentan los valores de los porcentajes de las cuatro evaluaciones
realizadas en los 18 segmentos traqueales: 18 anillos de cartilago previos a la liofilizacion
y 18 anillos de cartilago posteriores a la liofilizacién

Pre-Liofilizacion

Morfologia celular

Laminilla Evaluacion Condrocitos Condrocitos Condrocitos Condrocitos  Lagunas
sin con con con vacias
alteraciones picnosis cariorrexis caridlisis
aparentes

(%) (%) (%) (%) (%)
1 1 21.20 26.40 0.40 13.60 38.40
1 2 22.20 33.20 0.80 10.20 33.60
1 3 8.20 29.60 0.00 51.40 10.80
1 4 5.80 35.40 0.60 45.20 13.00
2 1 22.60 27.20 0.20 12.80 37.20
2 2 24.80 30.40 0.20 12.00 32.60
2 3 11.60 21.00 0.40 50.00 17.00
2 4 8.20 31.80 0.00 47.20 12.80
3 1 15.60 28.20 4.40 13.80 38.00
3 2 13.60 33.20 2.80 11.20 39.20
3 3 4.20 7.60 2.00 32.40 53.80
3 4 4.80 8.00 0.40 29.40 57.40
4 1 13.00 31.40 0.00 30.20 25.40
4 2 14.80 25.80 0.00 29.20 30.20
4 3 11.20 26.60 0.20 34.20 27.80
4 4 17.60 27.60 0.00 30.40 24.40
5 1 9.00 28.80 0.00 32.60 29.60
5 2 11.00 29.20 0.00 33.40 26.40
5 3 13.80 29.40 0.00 29.40 27.40
5 4 12.80 31.20 0.00 27.80 28.20
6 1 11.80 22.80 0.00 33.00 32.40
6 2 15.80 18.80 0.00 30.00 35.40

44




RESULTADOS

6 3 11.20
6 4 11.20
7 1 20.20
7 2 14.20
7 3 17.40
7 4 15.40
8 1 18.00
8 2 18.80
8 3 11.00
8 4 12.20
9 1 15.60
9 2 11.20
9 3 11.00
9 4 10.00
10 1 15.00
10 2 13.60
10 3 9.00
10 4 8.00
11 1 12.00
11 2 16.00
11 3 0.80
11 4 0.20
12 1 29.60
12 2 19.80
12 3 24.60
12 4 26.00
13 1 12.00
13 2 11.80
13 3 6.60
13 4 7.40
14 1 15.40
14 2 15.20
14 3 12.40
14 4 12.60
15 1 23.20
15 2 22.60
15 3 25.80
15 4 22.40
16 1 17.00
16 2 15.60
16 3 13.20
16 4 17.20
17 1 19.60
17 2 18.00
17 3 15.80
17 4 17.80
18 1 16.00
18 2 20.20
18 3 16.60
18 4 21.00

27.20
26.40
18.80
19.60
23.00
23.40
25.20
27.20
12.60
14.00
23.20
27.00
14.20
12.60
25.20
26.40
13.40
16.00
29.60
25.20
13.00
10.20
36.20
51.00
24.20
32.40
28.00
26.40
26.80
29.00
28.40
24.60
25.60
28.80
37.60
41.80
26.60
29.60
30.00
29.00
30.00
28.40
31.40
28.80
31.60
28.60
30.40
31.60
33.20
31.60

0.00
0.00
5.40
1.60
0.00
0.00
2.80
1.60
1.00
0.60
2.20
2.20
1.00
1.00
2.00
2.20
2.00
1.00
0.00
0.00
0.00
0.00
7.00
5.40
0.80
0.00
2.60
2.40
0.00
0.00
1.40
0.40
0.60
0.40
2.80
2.00
1.20
1.60
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.20
0.00
0.00
0.00
0.00
0.40

25.40
28.20
4.80
6.00
13.40
6.60
17.40
14.20
25.00
25.00
21.00
21.40
24.20
21.40
21.80
20.20
27.00
21.40
8.00
5.60
65.40
71.40
9.60
7.60
23.80
14.00
15.20
17.20
32.40
36.80
17.40
19.60
24.80
27.60
16.60
11.60
20.20
17.40
31.00
26.00
27.20
25.20
17.20
22.80
22.40
26.00
23.00
21.80
21.40
19.60

36.20
34.20
50.80
58.60
46.20
54.60
36.60
38.20
50.40
48.20
38.00
38.20
49.60
55.00
36.00
37.60
48.60
53.60
50.40
53.20
20.80
18.20
17.60
16.20
26.60
27.60
42.20
42.20
34.20
26.80
37.40
40.20
36.60
30.60
19.80
22.00
26.20
29.00
22.00
29.40
29.60
29.20
31.80
30.40
30.00
27.60
30.60
26.40
28.80
27.40
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Laminilla

19
19
19
19
20
20
20
20
21
21
21
21
22
22
22
22
23
23
23
23
24
24
24
24
25
25
25
25
26
26
26
26
27
27
27
27
28
28
28
28
29
29
29

Evaluacion

W N2 ON-_22PPON_L2APRPRODN_L,PERAODN_22PON_2PODN_L, PP ODN_,2PRPODN_2PODN_,2APDOND -

Condrocitos Condrocitos Condrocitos Condrocitos

Post-Liofilizacion

Morfologia celular

sin con
alteraciones picnosis
aparentes
(%) (%)
4.00 16.20
3.60 12.00
0.40 5.40
2.20 4.60
3.40 13.40
3.20 13.80
3.20 9.80
3.40 11.80
1.60 25.80
3.60 22.40
0.40 4.20
0.60 7.40
2.20 10.20
2.60 10.60
1.80 10.00
2.40 12.00
2.40 15.00
5.40 14.00
3.80 14.20
3.80 15.00
2.40 11.80
2.60 11.80
1.20 11.40
2.40 15.00
15.60 17.40
14.20 20.40
14.60 18.60
11.40 15.60
9.20 27.60
7.40 26.40
0.00 6.00
0.00 8.20
1.60 25.80
3.60 22.40
0.40 4.20
0.60 7.40
4.20 17.80
3.00 18.00
3.80 15.00
2.60 17.80
11.40 24.60
12.00 24.20
6.60 14.00

con

cariorrexis

(%)
2.80
2.20
0.00
0.00
1.00
1.00
0.00
0.40
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.40
0.20
0.00
0.00
1.20
0.40
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.80
0.80
0.00

con
cariolisis

(%)
23.20
22.20
75.40
82.60
29.20
26.20
63.80
69.40

4.60

5.60
52.00
36.60
45.80
39.80
38.00
38.80
33.20
34.20
32.60
31.80
36.40
40.00
40.60
33.80
17.80
18.40
15.40
18.20
14.00

9.40
72.80
65.20

4.60

5.60
52.00
36.60
43.00
36.20
42.80
37.60
11.20
11.60
50.40

Lagunas

vacias

(%)
53.80
60.00
18.80
10.60
53.00
55.80
23.20
15.00
68.00
68.40
43.40
55.40
41.80
47.00
50.20
46.80
49.40
46.40
49.40
49.40
49.40
45.60
46.80
48.80
48.80
46.80
51.40
54.80
48.00
56.40
21.20
26.60
68.00
68.40
43.40
55.40
35.00
42.80
38.40
42.00
52.00
51.40
29.00
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29
30
30
30
30
31
31
31
31
32
32
32
32
33
33
33
33
34
34
34
34
35
35
35
35
36
36
36
36

A WON-_2PBPON_22DREON_2LPRON_22PAEON_L2PREON_2DON- D

7.80 12.60
19.20 33.00
18.20 30.60
0.40 0.40
0.60 1.40
3.00 15.60
4.00 15.40
2.40 19.60
0.40 19.40
3.80 16.80
3.00 16.80
3.40 14.60
5.60 18.40
4.00 19.80
4.60 19.20
2.80 17.00
5.20 17.40
5.80 18.20
8.00 16.40
8.40 15.20
7.80 19.80
6.20 21.00
7.00 15.00
5.00 18.40
4.60 17.60
3.80 20.20
5.20 17.60
2.80 20.20
2.80 19.60

0.00
0.60
0.40
0.00
0.20
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00

57.00
12.20
15.80
78.80
84.20
41.40
35.80
34.00
35.20
34.40
34.40
38.00
32.40
34.20
28.80
35.60
34.00
33.40
34.60
31.80
27.00
31.60
32.80
31.60
33.40
32.60
31.40
33.80
33.80

22.60
35.00
35.00
20.40
13.60
40.00
44.80
44.00
45.00
45.00
45.80
44.00
43.60
42.00
47.40
44.60
43.40
42.60
41.00
44.60
45.40
41.20
45.20
45.00
44.40
43.40
45.80
43.20
43.80

Los promedios determinados por las cuatro evaluaciones realizadas en cada

uno de los 18 anillos de cartilago en forma previa y posterior a la liofilizacion, se

calcularon a partir de la Tabla 2 y se muestran en la Tabla 3.

Tabla 3. Se presentan los valores de los promedios de cada uno de los 18 anillos de
cartilago previos a la liofilizacion y 18 anillos de cartilago posteriores a la liofilizacién

Laminilla

Condrocitos
sin
alteraciones
aparentes
(%)
14.35
16.80

Pre-Liofilizacion

Morfologia celular
Condrocitos Condrocitos

con con

picnosis cariorrexis
(%) (%)
31.15 0.45
27.60 0.20

Condrocitos
con
cariolisis

(%)
30.10
30.50

Lagunas
vacias

(%)
23.95
24.90

Total

(%)
100.00
100.00
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3 9.55 19.25 2.40 21.70 47.10 100.00
4 14.15 27.85 0.05 31.00 26.95 100.00
5 11.65 29.65 0.00 30.80 27.90 100.00
6 12.50 23.80 0.00 29.15 34.55 100.00
7 16.80 21.20 1.75 7.70 52.55 100.00
8 15.00 19.75 1.50 20.40 43.35 100.00
9 11.95 19.25 1.60 22.00 45.20 100.00
10 11.40 20.25 1.80 22.60 43.95 100.00
11 7.25 19.50 0.00 37.60 35.65 100.00
12 25.00 35.95 3.30 13.75 22.00 100.00
13 9.45 27.55 1.25 25.40 36.35 100.00
14 13.90 26.85 0.70 22.35 36.20 100.00
15 23.50 33.90 1.90 16.45 24.25 100.00
16 15.75 29.35 0.00 27.35 27.55 100.00
17 17.80 30.10 0.05 22.10 29.95 100.00
18 18.45 31.70 0.10 21.45 28.30 100.00

Post-Liofilizacion

Morfologia celular

Laminilla  Condrocitos Condrocitos Condrocitos Condrocitos Lagunas Total

sin con con con vacias

alteraciones pichosis cariorrexis cariolisis

aparentes

(%) (%) (%) (%) (%) (%)

19 2.55 9.55 1.25 50.85 35.80 100.00
20 3.30 12.20 0.60 47.15 36.75 100.00
21 1.55 14.95 0.00 24.70 58.80 100.00
22 2.25 10.70 0.00 40.60 46.45 100.00
23 3.85 14.55 0.00 32.95 48.65 100.00
24 215 12.50 0.00 37.70 47.65 100.00
25 13.95 18.00 0.15 17.45 50.45 100.00
26 4.15 17.05 0.40 40.35 38.05 100.00
27 1.55 14.95 0.00 24.70 58.80 100.00
28 3.40 17.15 0.00 39.90 39.55 100.00
29 9.45 18.85 0.40 32.55 38.75 100.00
30 9.60 16.35 0.30 47.75 26.00 100.00
31 2.45 17.50 0.00 36.60 43.45 100.00
32 3.95 16.65 0.00 34.80 44.60 100.00
33 4.15 18.35 0.00 33.15 44.35 100.00
34 7.50 17.40 0.00 31.70 43.40 100.00
35 5.70 18.00 0.00 32.35 43.95 100.00
36 3.65 19.40 0.00 32.90 44.05 100.00

El porcentaje promedio * error estandar (EE) de condrocitos: a) sin
alteraciones aparentes, b) con picnosis, ¢) con cariorrexis, d) con caridlisis y e) de
lagunas vacias, se calculé a partir de los valores de los promedios de la Tabla 3,
para asi obtener el porcentaje total de las diferentes morfologias celulares
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analizadas y, con esto, poder interpretar su comportamiento. Los resultados se

muestran en los siguientes incisos,

a) Condrocitos sin alteraciones aparentes

El porcentaje promedio de condrocitos sin alteraciones aparentes fue de
14.73+0.69, en forma previa a la liofilizacion y de 4.731£0.45, en forma posterior a
la liofilizacion. Estos resultados se muestran en la Tabla 4 y se ilustran en la

Figura 31.

b) Condrocitos con picnosis
El porcentaje promedio de condrocitos con picnosis fue de 26.37+0.76, en
forma previa a la liofilizacion y de 15.78+0.48, en forma posterior a la liofilizacion.

Estos resultados se muestran en la Tabla 4 y se ilustran en la Figura 31.

c) Condrocitos con cariorrexis
El porcentaje promedio de condrocitos con cariorrexis fue de 0.94+0.13, en
forma previa a la liofilizacion y de 0.17+0.05, en forma posterior a la liofilizacién.

Estos resultados se muestran en la Tabla 4 y se ilustran en la Figura 31.

d) Condrocitos con caridlisis
El porcentaje promedio de condrocitos con caridlisis fue de 24.02+1.07, en
forma previa a la liofilizacion y de 35.45+1.26, en forma posterior a la liofilizacion.

Estos resultados se muestran en la Tabla 4 y se ilustran en la Figura 31.

e) Lagunas vacias
El porcentaje promedio de lagunas vacias fue de 33.93+1.25, en forma previa
a la liofilizacion y de 43.86+1.16, en forma posterior a la liofilizacion. Estos

resultados se muestran en la Tabla 4 y se ilustran en la Figura 31.
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Tabla 4. Porcentajes promedio + EE de las diferentes morfologias celulares analizadas,
en forma previa y posterior a la liofilizacion de los segmentos traqueales (n=18 anillos) y
su valor de significancia (ANDEVA: p<0.05)

Morfologia celular

Pre-Liofilizacion Post-Liofilizacién  Significancia (p)

Valores promedio + EE (%)

Condrocitos sin 14.73+0.69 4.73+£0.45 0.00
alteraciones aparentes

Condrocitos con picnosis 26.37+£0.76 15.78+0.48 0.00
Condrocitos con cariorrexis 0.94+0.13 0.17+0.05 0.00
Condrocitos con caridlisis 24.02+1.07 35.45+1.26 0.00
Lagunas vacias 33.93£1.25 43.86+1.16 0.00

Porcentaje total

100.00+0.64 100.00+0.68

Porcentajes de las diferentes morfologias celulares
evaluadas en forma previa y posterior a la liofilizacion
de los segmentos traqueales (n=18 anillos)

50 -+
40 -
2
° 30 -
£
e 20 -
o
10 _J
0 .
Condrocitos
sin
alteraciones
aparentes

Condrocitos Condrocitos Condrocitos
con picnosis con cariorrexis con caridlisis

Morfologia celular

Lagunas
vacias

Pre-Liofilizacion
Post-Liofilizacion

Figura 31. Grafica de los porcentajes promedio de las diferentes morfologias celulares
evaluladas en forma previa y posterior a la liofilizacion de los segmentos traqueales (pre y
post-liofilizacién n=18 anillos), en todos los parametros evaluados (ANDEVA: p<0.05)

Al realizar la comparacion entre los porcentajes obtenidos en forma previa y

posterior a la liofilizacion de los segmentos traqueales (n=18 anillos), se

encontraron diferencias estadisticamente significativas en todas las morfologias

analizadas (ANDEVA: p<0.05), como se observa en los valores de significancia (p)

de la Tabla 3.
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Se observé que el porcentaje de condrocitos sin alteraciones aparentes, con
picnosis y con cariorrexis disminuyé significativamente (p<0.05) por efecto de la
liofilizacién y el porcentaje de condrocitos con caridlisis y de lagunas vacias,

aumento significativamente (p<0.05) después de la liofilizacion.

6.3.2. Evaluacién microscopica pre-liofilizacion, post-liofilizacién y de fin del
estudio (n=6 segmentos traqueales)

Los porcentajes obtenidos de condrocitos: a) sin alteraciones aparentes, b)
con picnosis, ¢) con cariorrexis, d) con cariolisis y e) de lagunas vacias,
encontrados en las cuatro evaluaciones realizadas para cada uno de los 6 anillos
de cartilago, obtenidos en forma previa y posterior a la liofilizacion de los
segmentos traqueales, asi como al finalizar el estudio (después de que fueron

utilizados como bioprotesis), se muestran en la Tabla 5.

Tabla 5. Se muestran los valores de los porcentajes de las cuatro evaluaciones realizadas
en los 6 segmentos traqueales: 6 anillos de cartilago previos a la liofilizacién, 6 anillos de
cartilago posteriores a la liofilizacién, asi como 1 anillo de cartilago al finalizar el estudio

Pre-Liofilizacion

Morfologia celular

Laminilla Evaluacion Condrocitos Condrocitos Condrocitos Condrocitos  Lagunas
sin con con con vacias
alteraciones picnosis cariorrexis cariolisis
aparentes

(%) (%) (%) (%) (%)
7 1 20.20 18.80 5.40 4.80 50.80
7 2 14.20 19.60 1.60 6.00 58.60
7 3 17.40 23.00 0.00 13.40 46.20
7 4 15.40 23.40 0.00 6.60 54.60
8 1 18.00 25.20 2.80 17.40 36.60
8 2 18.80 27.20 1.60 14.20 38.20
8 3 11.00 12.60 1.00 25.00 50.40
8 4 12.20 14.00 0.60 25.00 48.20
9 1 15.60 23.20 2.20 21.00 38.00
9 2 11.20 27.00 2.20 21.40 38.20
9 3 11.00 14.20 1.00 24.20 49.60
9 4 10.00 12.60 1.00 21.40 55.00
10 1 15.00 25.20 2.00 21.80 36.00
10 2 13.60 26.40 2.20 20.20 37.60
10 3 9.00 13.40 2.00 27.00 48.60
10 4 8.00 16.00 1.00 21.40 53.60
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11 1 12.00 29.60 0.00 8.00 50.40
11 2 16.00 25.20 0.00 5.60 53.20
11 3 0.80 13.00 0.00 65.40 20.80
11 4 0.20 10.20 0.00 71.40 18.20
12 1 29.60 36.20 7.00 9.60 17.60
12 2 19.80 51.00 5.40 7.60 16.20
12 3 24.60 24.20 0.80 23.80 26.60
12 4 26.00 32.40 0.00 14.00 27.60
Post-Liofilizacion
Morfologia celular
Laminilla Evaluacion Condrocitos Condrocitos Condrocitos Condrocitos ~ Lagunas
sin con con con vacias
alteraciones pichosis cariorrexis cariolisis
aparentes
(%) (%) (%) (%) (%)
25 2 14.20 20.40 0.20 18.40 46.80
25 3 14.60 18.60 0.00 15.40 51.40
25 4 11.40 15.60 0.00 18.20 54.80
26 1 9.20 27.60 1.20 14.00 48.00
26 2 7.40 26.40 0.40 9.40 56.40
26 3 0.00 6.00 0.00 72.80 21.20
26 4 0.00 8.20 0.00 65.20 26.60
27 1 1.60 25.80 0.00 4.60 68.00
27 2 3.60 22.40 0.00 5.60 68.40
27 3 0.40 4.20 0.00 52.00 43.40
27 4 0.60 7.40 0.00 36.60 55.40
28 1 4.20 17.80 0.00 43.00 35.00
28 2 3.00 18.00 0.00 36.20 42.80
28 3 3.80 15.00 0.00 42.80 38.40
28 4 2.60 17.80 0.00 37.60 42.00
29 1 11.40 24.60 0.80 11.20 52.00
29 2 12.00 24.20 0.80 11.60 51.40
29 3 6.60 14.00 0.00 50.40 29.00
29 4 7.80 12.60 0.00 57.00 22.60
30 1 19.20 33.00 0.60 12.20 35.00
30 2 18.20 30.60 0.40 15.80 35.00
30 3 0.40 0.40 0.00 78.80 20.40
30 4 0.60 1.40 0.20 84.20 13.60
Fin del estudio
Morfologia celular
Laminilla Evaluacion Condrocitos Condrocitos Condrocitos Condrocitos  Lagunas
sin con con con vacias
alteraciones pichosis cariorrexis caridlisis
aparentes
(%) (%) (%) (%) (%)
37 1 12.20 25.00 0.40 21.40 41.00
37 2 12.60 25.80 0.40 20.80 40.40
37 3 0.40 2.60 0.00 89.20 7.80
37 4 0.40 3.80 0.00 91.00 4.80
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Los promedios determinados por las cuatro evaluaciones realizadas en cada

uno de los 6 anillos de cartilago, en forma previa y posterior a la liofilizacion, asi

como al finalizar el estudio (después de que fueron utilizados como bioprétesis),

se calcularon a partir de la Tabla 5 y se muestran en la Tabla 6.

Tabla 6. Se muestran los valores de los promedios de cada uno de los 6 anillos de
cartilago previos a la liofilizacion, 6 anillos de cartilago posteriores a la liofilizaciéon y 1
anillo de cartilago al finalizar el estudio

Laminilla

Laminilla

25
26
27
28
29
30

Laminilla

37

Condrocitos
sin
alteraciones
aparentes
(%)
16.80
15.00
11.95
11.40
7.25
25.00

Condrocitos
sin
alteraciones
aparentes
(%)
13.95
415
1.55
3.40
9.45
9.60

Condrocitos
sin
alteraciones
aparentes
(%)
6.40

Pre-Liofilizacion

Morfologia celular

Condrocitos Condrocitos Condrocitos
con con con
pichosis cariorrexis cariolisis
(%) (%) (%)
21.20 1.75 7.70
19.75 1.50 20.40
19.25 1.60 22.00
20.25 1.80 22.60
19.50 0.00 37.60
35.95 3.30 13.75
Post-Liofilizacion
Morfologia celular
Condrocitos Condrocitos Condrocitos
con con con
picnosis cariorrexis cariolisis
(%) (%) (%)
18.00 0.15 17.45
17.05 0.40 40.35
14.95 0.00 24.70
17.15 0.00 39.90
18.85 0.40 32.55
16.35 0.30 47.75
Fin del estudio
Morfologia celular
Condrocitos Condrocitos Condrocitos
con con con
picnosis cariorrexis cariolisis
(%) (%) (%)
14.30 0.20 55.60

Lagunas
vacias

(%)
52.55
43.35
45.20
43.95
35.65
22.00

Lagunas
vacias

(%)
50.45
38.05
58.80
39.55
38.75
26.00

Lagunas
vacias

(%)
23.50

Total

(%)
100.00
100.00
100.00
100.00
100.00
100.00

Total

(%)
100.00
100.00
100.00
100.00
100.00
100.00

Total

(%)
100.00
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El porcentaje promedio * error estandar (EE) de condrocitos: a) sin
alteraciones aparentes, b) con picnosis, ¢) con cariorrexis, d) con caridlisis y €) de
lagunas vacias, se calcul6 a partir de los valores de los promedios de la Tabla 6,
para asi obtener el porcentaje total de las diferentes morfologias celulares
evaluadas. Los resultados se muestran en los siguientes incisos, tomando en
cuenta para todos los casos, que de los 18 segmentos traqueales que fueron

sometidos a liofilizacién, 6 fueron utilizados en una reparacion quirurgica.

a) Condrocitos sin alteraciones aparentes

El porcentaje de condrocitos sin alteraciones aparentes fue de 14.57+1.48 en
forma previa a la liofilizacion, de 7.01£1.10 después de la liofilizaciéon y de
6.40+2.54 al finalizar el estudio. Estos resultados se muestran en la Tabla 7 y se

ilustran en la Figura 32.

b) Condrocitos con pichosis

El porcentaje de condrocitos con picnosis fue de 22.65+1.53 en forma previa
a la liofilizacion, de 17.06+£0.77 después de la liofilizacién y de 14.30+£1.41 al
finalizar el estudio. Estos resultados se muestran en la Tabla 7 y se ilustran en la

Figura 32.

c) Condrocitos con cariorrexis

El porcentaje de condrocitos con cariorrexis fue de 1.66+0.23 en forma previa
a la liofilizacion, de 0.21+0.06 después de la liofilizacién y de 0.20+0.12 al finalizar
el estudio. Estos resultados se muestran en la Tabla 7 y se ilustran en la Figura
32.

d) Condrocitos con cariélisis

El porcentaje de condrocitos con caridlisis fue de 20.68+2.41 en forma previa
a la liofilizacion, de 33.78+2.36 después de la liofilizacion y de 55.60+£2.75 al
finalizar el estudio. Estos resultados se muestran en la Tabla 7 y se ilustran en la

Figura 32.
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e) Lagunas vacias

El porcentaje de lagunas vacias fue de 40.45+2.52 en forma previa a la

liofilizacion, de 41.93+2.30 después de la liofilizacién y de 23.50+2.71 al finalizar el

estudio. Estos resultados se muestran en la Tabla 7 y se ilustran en la Figura 32.

Tabla 7. Porcentajes promedio + EE de las diferentes morfologias celulares analizadas,
en forma previa y posterior a la liofilizacion de los segmentos traqueales y al finalizar el
estudio (pre y post-liofilizacién: n=6 anillos, fin del estudio: n=1 anillo)

Morfologia celular

Pre-Liofilizacion Post-Liofilizacion Fin del estudio

Valores promedio + EE (%)

Condrocitos sin 14.57+1.48 7.02+1.10 6.40+2.54
alteraciones aparentes

Condrocitos con picnosis 22.65+1.53 17.06+0.77 14.30+£1.41
Condrocitos con cariorrexis 1.66+0.23 0.21+0.06 0.20+0.12
Condrocitos con caridlisis 20.68+2.41 33.78+2.36 55.60+2.75
Lagunas vacias 40.45+2.52 41.93+2.30 23.50+2.71
Porcentaje total 100.01+1.63 100.00+1.32 100.00+1.90
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50
40
30
20
10

Promedio

Porcentajes de las diferentes morfologias celulares

liofilizacion, asi como al finalizar el estudio de los

= T II

evaluadas en forma previa y posterior a la

segmentos traqueales (n=6 anillos)

Condrocitos Condrocitos Condrocitos Condrocitos Lagunas
sin con picnosis con cariorrexis con caridlisis vacias
alteraciones

 Pre.l iofilizacic
aparentes Pre-Liofilizacion

Post-Liofilizacion
Morfologia celular Fin del estudio

Figura 32. Grafica de los porcentajes promedio de las diferentes morfologias celulares

evaluadas en forma previa y posterior a la liofilizacion, asi como al finalizar el estudio de
los segmentos traqueales (pre y post liofilizacion: n = 6 anillos, fin del estudio: n=1 anillo)
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Al realizar la comparacion entre los porcentajes obtenidos en forma previa y
posterior a la liofilizacion, asi como al finalizar el estudio de los segmentos
traqueales, se encontraron diferencias significativas en las morfologias analizadas,

cuyos resultados se muestran en la Tabla 8.

Tabla 8. Valores de significancia (p) para cada una de las comparaciones realizadas de
las morfologias analizadas (pre y post-liofilizaciéon: n=6 anillos, fin del estudio: n=1 anillo,
ANDEVA+Tukey: p<0.05)

Morfologia Anillos Pre-Liofilizacion Anillos Pre-Liofilizacion  Anillos Post-Liofilizacion
celular VS VS VS
Anillos Post-Liofilizacion Anillos Fin del estudio Anillos Fin del estudio

Condrocitos sin

. 0.000 0.050 0.982
alteraciones aparentes
Condrocitos con 0.004 0.026 0.653
picnosis
Condrocitos con 0.000 0.004 1.000
cariorrexis
Condrocitos con 0.001 0.000 0.002
cariolisis
Lagunas 0.896 0.022 0.012
vacilas

Con respecto al porcentaje de condrocitos con caridlisis, éste se incremento
de manera significativa debido a la liofilizacion, asi como al finalizar el estudio, pre-

liofilizacidn vs post-liofilizacion vs fin del estudio (ANDEVA + Tukey: p<0.05).

Al realizar la comparacion entre los porcentajes obtenidos en forma previa y
posterior a la liofilizacién, se encontraron diferencias estadisticamente
significativas en los condrocitos sin alteraciones aparentes, con picnosis y con
cariorrexis, ya que estos disminuyen significatevamente por efecto de la
liofilizacién, pre-liofilizacién vs post-liofilizacion (ANDEVA + Tukey: p<0.05). Al

finalizar el estudio estos porcentajes no se modifican de manera significativa.

Con respecto al porcentaje de lagunas vacias, éste disminuyd
significativamente al finalizar el estudio, pre y post liofilizaciéon vs fin del estudio,
pero no se modificé por efecto de la liofilizacion (ANDEVA+Tukey: p<0.05).
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6.3.3. Integridad y degeneracion celular

Se obtuvo el porcentaje de condrocitos sin alteraciones y de condrocitos con
alteraciones (picnosis, cariorrexis y caridlisis), presentes en los extremos derecho
e izquierdo, asi como en la region central de los 18 anillos de cartilago en forma

previa y posterior a la liofilizacién de los segmentos traqueales.

En forma previa a la liofilizacion de los segmentos traqueales, los porcentajes
de células sin alteraciones fueron 19.75, 15.21 y 26.91%, respectivamente, para
los extremos derecho, izquierdo y region central de los anillos de cartilago,
mientras que los porcentajes de células con alteraciones fueron 80.25, 84.79 y
73.09% para los extremos derecho, izquierdo y region central de los anillos de

cartilago.

En forma posterior a la liofilizacion de los segmentos traqueales, los
porcentajes de células sin alteraciones fueron 6.68, 3.93 y 9.20%,
respectivamente, para los extremos derecho, izquierdo y regidon central de los
anillos de cartilago, mientras que los porcentajes de células con alteraciones
fueron 93.32, 96.07 y 90.80% para los extremos derecho, izquierdo y region

central de los anillos de cartilago.

Estos resultados se muestran en la Tabla 9 y se ilustran en la Figura 33.

Tabla 9. Porcentaje de condrocitos sin alteraciones y con alteraciones, en los extremos
izquierdo y derecho y region central de los anillos de cartilago, pre y post-liofilizacion, asi
como su valor de significancia (ANDEVA: p<0.05)

Morfologia Pre-Liofilizacion (%) Post-Liofilizacion (%) Significancia

celular Ext. izq Ext. der Centro Ext.izq Ext. der Centro (p)

Condrocitos sin
_ 15.21 19.75 26.91 3.93 6.68 9.20 0.020
alteraciones

Condrocitos con
84.79 80.25 73.09 96.07 93.32 90.80 0.020
alteraciones

Porcentaje total 100.00 100.00 100.00 100.00 100.00 100.00
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Porcentaje de condrocitos sin y con alteraciones en
los 18 anillos traqueales, previos y posteriores a la
liofilizacion

Extremo Extremo  Regidon | Extremo Extremo  Region
izquierdo derecho  central |izquierdo derecho  central

100%
80%
60%
40%

Porcentaje

20%

0%

Pre-Liofilizacion Post-Liofilizacion

Condrocitos sin alteraciones m Condrocitoscon alteraciones

Figura 33. Grafica del porcentaje de condrocitos sin y con alteraciones, analizados en los
extremos y en la regién central de los anillos de cartilago, pre y post-liofilizacién

Al realizar la comparacion entre los porcentajes obtenidos de condrocitos sin
alteraciones en forma previa y posterior a la liofilizacion, asi como de condrocitos
con alteraciones en forma en forma previa y posterior a la liofilizacion de los
segmentos traqueales (n=18 anillos), se encontraron diferencias estadisticamente
significativas (ANDEVA: p<0.05), como se observa en los valores de significancia
(p) de la Tabla 9.

Se observo que los porcentajes de condrocitos sin alteraciones evaluados en
tres zonas de los anillos de cartilago (extremo izquierdo, extremo derecho y region
central) disminuyen significativamente por efecto de la liofilizacidn. Los porcentajes
de condrocitos con alteraciones evaluados en tres zonas de los anillos de cartilago
(extremo izquierdo, extremo derecho y regién central) aumentan significativamente

después de la liofilizacion.

De igual forma, se obtuvo el porcentaje de condrocitos sin alteraciones y de
condrocitos con alteraciones (picnosis, cariorrexis y caridlisis), presentes en los
extremos derecho e izquierdo y en la region central de los 6 anillos de cartilago, en
forma previa y posterior a la liofilizacion de los segmentos traqueales, asi como al

finalizar el estudio después de que fueron utilizadas como bioprotesis.
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En forma previa a la liofilizacion de los segmentos traqueales, los porcentajes
de células sin alteraciones fueron 18.58, 16.74 y 33.43%, respectivamente, para
los extremos derecho, izquierdo y region central de los anillos de cartilago,
mientras que los porcentajes de células con alteraciones fueron 81.42, 83.26 y
66.57%, para los extremos derecho, izquierdo y region central de los anillos de

cartilago.

En forma posterior a la liofilizacion de los segmentos traqueales, los
porcentajes de células sin alteraciones fueron 6.55, 536 y 14.43%,
respectivamente, para los extremos derecho, izquierdo y regidén central de los
anillos de cartilago, mientras que los porcentajes de células con alteraciones
fueron 93.45, 94.64 y 85.57%, para los extremos derecho, izquierdo y region

central de los anillos de cartilago.

Al finalizar el estudio, después de que los segmentos traqueales fueron
utilizados como bioprotesis, los porcentajes de células sin alteraciones fueron
15.91, 0.00 y 13.40% respectivamente para los extremos derecho, izquierdo y
region central de los anillos de cartilago, mientras que los porcentajes de células
con alteraciones fueron 84.09, 100.00 y 86.60%, para los extremos derecho,

izquierdo y region central de los anillos de cartilago.

Estos resultados se muestran en la Tabla 10 y se ilustran en la Figura 34.

Tabla 10. Porcentaje de condrocitos sin alteraciones y con alteraciones, en los extremos
izquierdo y derecho y regidén central de los anillos de cartilago, previos a la liofilizacion,
posteriores a la liofilizacion, asi como al finalizar el estudio

Morfologia Pre-Liofilizacion (%) Post-Liofilizacion (%) Fin del estudio (%)

celular Ext.izq Ext.der Centro Ext.izq Ext.der Centro Ext.izq Ext.der Centro

Condrocitos sin

. 16.74 18.58 33.43 5.36 6.55 14.43 0.00 15.91 13.40
alteraciones

Condrocitos con

. 83.26 81.42 66.57 94.64 93.45 85.57 100.00 84.09 86.60
alteraciones

Porcentaje total 100.00  100.00 100.00 100.00 100.00 100.00 100.00 100.00 100.00
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Porcentaje de condrocitos sin y con alteraciones en
los 6 anillos traqueales, previos y posteriores a la
liofilizacion, asi como al finalizar el estudio

100%
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60%

40%

Porcentaje

20%

0%

Extizq Extder Centro|Extizq Extder Centro|Extizq Extder Centro

Pre-Liofilizacion Post-Liofilizacion Fin del estudio

E Condrocitos sin alteraciones Condrocitoscon alteraciones

Figura 34. Grafica del porcentaje de condrocitos sin y con alteraciones, analizados en los
extremos derecho e izquierdo y region central de los anillos de cartilago, pre y post-
liofilizacion, asi como al finalizar el estudio

Al realizar la comparacion entre los porcentajes obtenidos de condrocitos sin
y con alteraciones en forma previa y posterior a la liofilizacién, asi como al finalizar
el estudio, no se encontraron diferencias estadisticamente significativas, como se

observa en los valores de significancia (p) de la Tabla 11.

Tabla 11. Valores de significancia (p) para cada una de las comparaciones realizadas
entre condrocitos sin alteraciones y condrocitos con alteraciones en tres zonas de los
anillos de cartilago (pre y post-liofilizacion: n=6 anillos, fin del estudio: n=1 anillo, ANDEVA
+ Tukey: p<0.05)

Morfologia  Anillos Pre-Liofilizacion  Anillos Pre-Liofilizacion Anillos Post-Liofilizacion
celular VS VS VS
Anillos Post-Liofilizacion  Anillos Fin del estudio Anillos Fin del estudio

Condrocitos
sin 0.144 0.176 0.987
alteraciones
Condrocitos
con 0.144 0.176 0.987

alteraciones
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Se observo que los porcentajes tanto de condrocitos sin alteraciones como
de condrocitos con alteraciones, evaluados en tres zonas de los anillos de
cartilago (extremo izquierdo, extremo derecho y regidén central), no se modifican
significativamente ni por efecto de la liofilizacién, ni cuando fueron utilizados en

una reparacién quirurgica.

6.3.4. Tincién con hematoxilina-eosina

Del total de anillos traqueales analizados (100.0%, n=37), en forma previa
(n=18) y posterior (n=18) a la liofilizacién y uno al finalizar el estudio, a la tincién
con hematoxilina-eosina y con respecto a la coloracion basdfila del cartilago, el

62.2% (n=23/37) no presentaron alteraciones en la tincion del cartilago.

El 37.8% (n=14/37) si presentd cambios en la tincion basdfila del cartilago
con hematoxilina-eosina caracterizados, tanto por una intensa captacién del
colorante denotando un cartilago hipertefido (5 anillos), como por una tenue

captacion del mismo denotando un cartilago débilmente tefido (9 anillos).

Estos porcentajes indican que la liofilizacibn provocod alteraciones
significativas en la tincion del cartilago (23 anillos sin alteraciones vs 14 anillos con

alteraciones: t-student, p<<0.05).

Las condiciones de liofilizaciéon para los segmentos traqueales establecidas
en este proyecto y con respecto a la tincion baséfila del cartilago normal “sin
liofilizacién” provocaron alteraciones significativas en la captacion del colorante
(tincion basofila control vs hipertincion, tincion baséfila control vs tincién livida, t-
student, p<0.05)

Al finalizar el estudio, después de que los segmentos traqueales liofilizados
fueron utilizados como bioproétesis, de seis anillos esperados, unicamente se
obtuvo uno (16.7%) que presentd una tincidn tenue del cartilago, dado que cinco

de los animales (83.3%) presentaron necrosis y fue imposible recuperar los anillos

61



RESULTADOS

traqueales correspondientes. Estos resultados sugieren que las alteraciones
ocasionadas en el cartilago por efecto de las condiciones de liofilizacién
establecidas en este proyecto disminuyen la utilidad de los segmentos traqueales

como bioprotesis en una reconstruccion traqueal.

Estos resultados se resumen en la Tabla 12 y se ilustran en la Figura 35.

Tabla 12. Resultados de la tincidon con hematoxilina-eosina de los anillos de cartilago

Cartilago traqueal Intensa Captacion Débil captacion
(Hematoxilina-Eosina) captacién de normal de de colorante
(10X) colorante colorante

n (%) n (%) n (%)
Anillos n=5/37 n=23/37 n=9/37
(13.5%) (62.2%) (24.3%)
Pre-Liofilizacion n=5/18 (27.8%) n=11/18 (61.1%) n=2/18 (11.1%)
Post-Liofilizacion n=0/18 (0.0%) n=12/18 (66.7%) n=6/18 (33.3%)
*Fin de estudio n=0/1 (0.0%) n=0/1 (0.0%)  n=1/1 (100.0%)

*Al finalizar el estudio, Unicamente se obtuvo una de las seis muestras esperadas ya que
cinco de los animales presentaron necrosis
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Tincidon con hematoxilina-eosina
100%

50%

Porcentaje

0%

Pre-Liofilizacion Post-Liofilizacion
Tincion Hipotefida
Anillos M Tincion normal
B Tincion hiperteiida

Figura 35. Resultados de la evaluacion de la tincibn con hematoxilina-eosina en los anillos
de cartilago

6.3.5. Tincion tricromica de Masson

La evaluaciéon del cartilago con la tincién tricromica de Masson, se realiz6
con base en la ocurrencia de cambios evidentes en la coloracion del cartilago por
efecto de la liofilizacion y al concluir el estudio. Del total de anillos traqueales
analizados 100.0% (n=37), el 89.2% (n=33/37), no presenté cambios en la tincién
del cartilago. De éstos, el 48.6% (n=18/37), correspondieron a los anillos
obtenidos en forma previa a la liofilizacién de los segmentos traqueales y el 40.5%
(n=15/37), correspondieron a los anillos obtenidos después del proceso de

liofilizacion.

Unicamente el 10.8% de los anillos analizados (n=4/37) presentaron cambios
en la tincion del cartilago, 3 de ellos por efecto de la liofilizacién y el Unico que fue

obtenido al finalizar el estudio.

6.3.6. Epitelio: Tinciones con hematoxilina-eosina y tricromica de Masson
Aunque el objetivo de este trabajo se basé en evaluar los cambios

microscopicos que ocurrieron en el cartilago traqueal por efecto de las

condiciones especificas de liofilizacidbn establecidas en este proyecto, sugeridas
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de una investigacion previa', también se realizé una evaluacion de la continuidad y
desprendimiento del epitelio respiratorio a lo largo de la mucosa traqueal, asi
como de la estructura de las glandulas seromucosas presentes en la submucosa
traqueal. Estas condiciones de liofilizacion provocaron destruccion de la
arquitectura glandular, mientras que con respecto al epitelio, se observaron zonas
del anillo de cartilago con epitelio conservado, zonas con desprendimiento

(minimo, moderado y severo) y zonas con pérdida total del epitelio (Figura 36).

. oo L

a) Tricromica de Masson (aumento 40X) b) Hematoxilina-eosina (aumento 40X)

/ £ ) S < 3 L e Y
¥ e /2 A i & /
c¢) Tricromica de Masson (aumento 10X) d) Tricromica de Masson (aumento 40X)

Figura 36. a) Epitelio respiratorio conservado (pre y post-liofilizacién), b) Minimo
desprendimiento epitelial, (pre y post-liofilizacion), c) Glandulas en la submucosa
conservadas (pre-liofilizacion) y d) Destruccion glandular por efecto de las condiciones de
liofilizacion estudiadas
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6.3.7. Fibras de colagena y de masculo liso: Tinciones con hematoxilina-
eosinay tricrémica de Masson

Las fibras, tanto de musculo liso como de colagena, se observaron

conservadas, aunque la liofilizacién provocé separacion de las fibras (Figura 37).

c¢) Tricromica de Masson (aumento 10X)

Figura 37. a) Fibras de colagena en la submucosa (pre-liofilizacion), b) Fibras de musculo
liso en la adventicia (pre-liofilizacion), c) Fibras de colagena en la submucosa (post-
liofilizacion) y d) Fibras de musculo liso y de colagena en la adventicia (post-liofilizacion)

6.3.8. Evaluacién de caspasa-3
Ninguno de los anillos traqueales (18 pre-liofilizaciéon + 18 post-liofilizacion +
1 de fin del estudio) presentd expresidén positiva para caspasa-3 en el cartilago

traqueal.
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6.3.9. Tiempo de sobrevida
El tiempo de sobrevida para los seis animales a los que se les practicé la
reparacion quirdrgica fue de 5, 8, 11, 15, 17 y 22 dias. Estos resultados se

muestran en la Tabla 13 y se ilustran en la Figura 38.

Tabla 13. Tiempo de sobrevida que presentaron los animales de experimentacion, a los
gue se les practico una reparacion quirdrgica, utilizando un segmento traqueal liofilizado

Tiempo de sobrevida de los animales de experimentacion

Animal de experimentacion Dias de sobrevida

22 dias

8 dias

11 dias

17 dias

5 dias

o g1 A~ W N P

15 dias

Tiempo de sobrevida de los animales de
experimentacion

60
50 ® Dias de sobrevida
40 -

30 -

20
10 A I
0]

1

Dias

2 3 4 5 6

Animales de experimentacion

Figura 38. Grafica del tiempo de sobrevida, para cada uno de los animales a los que se
les practicé una reparacion quirdrgica utilizando un segmento traqueal liofilizado de 10
anillos de longitud

66



DISCUSION

7. DISCUSION

El objetivo de este trabajo radic6 en evaluar los cambios macroscopicos,
microscopicos y la expresion de caspasa-3 que ocurren en el cartilago de
segmentos traqueales por efecto de las condiciones especificas de liofilizacion
establecidas en este proyecto y, después de que éstos fueron utilizados como
bioprétesis en una reconstruccion traqueal. Se propuso como hipétesis que el
proceso de deshidratacion inherente a las condiciones especificas a las que se
realizd la técnica de liofilizacién provocarian un incremento en el indice de muerte
celular en el cartilago de segmentos traqueales, sin afectar las caracteristicas
fisicas del mismo. Bajo estas condiciones de liofilizacion para segmentos

traqueales establecidas en el proyecto, los resultados fueron:

Hallazgos macroscopicos

Los segmentos traqueales sometidos al proceso de liofilizacion no
presentaron fracturas, tampoco pérdida de la continuidad estructural entre los
anillos, aunque se observo la ocurrencia de cambios en la textura, en la
consistencia y en la coloracién de todo el tejido traqueal. Sin embargo, tanto la
textura como la consistencia del tejido traqueal, se recuperaron cuando se
rehidrataron los segmentos traqueales liofilizados, aunque no ocurrié lo mismo con

respecto a la coloracion del cartilago.

Al finalizar el estudio, de los 6 segmentos traqueales que fueron utilizados
como bioproétesis en reparacion quirurgica, cinco presentaron necrosis, por lo que
unicamente en uno de ellos fue posible realizar las evaluaciones correspondientes.
Estos resultados sugieren que ocurrié pérdida de la continuidad, destruccion total
y reabsorcion del tejido traqueal liofilizado bajo las condiciones experimentales

establecidas en este estudio.

Hallazgos microscoépicos
Al analizar la morfologia celular en forma previa y posterior al proceso de

liofilizaciéon de los 18 segmentos traqueales, se observdo que el proceso de
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liofilizacion provocé una disminucién estadisticamente significativa en los
porcentajes de: a) condrocitos sin alteraciones aparentes, b) condrocitos con
picnosis y c¢) condrocitos con cariorrexis y un incremento significativo en los

porcentajes de condrocitos con caridlisis y de lagunas vacias.

Un comportamiento similar se observo al analizar la morfologia celular de los
seis segmentos traqueales que fueron utilizados como bioprétesis, en forma previa
y posterior al proceso de liofilizacién, con excepcidén del porcentaje de lagunas
vacias, que no se modificO de manera significativa por efecto de las condiciones

de liofilizacion establecidas en este estudio.

Al finalizar la investigacion, después de que los 6 segmentos traqueales
fueron utilizados como bioprotesis, hubo una disminucion significativa en los
porcentajes de condrocitos sin alteraciones, condrocitos con picnosis, condrocitos
con cariorrexis y de lagunas vacias y un incremento significativo en el porcentaje
de condrocitos con caridlisis. Es importante considerar que los resultados
obtenidos al finalizar el estudio (cuando se retird la bioprotesis) incluyeron

solamente uno de seis animales.

Los resultados anteriores indican que las distintas morfologias celulares
evaluadas incrementan o disminuyen en porcentaje debido al efecto de las
condiciones de liofilizacion en estudio y parecen mantenerse sin cambios desde

que se coloca la bioproétesis liofilizada hasta que ésta se retira.

El analisis de los resultados obtenidos al comparar el porcentaje de
integridad celular (condrocitos sin alteraciones) contra el porcentaje de
degeneracion celular (condrocitos con picnosis, con cariorrexis y con cariolisis),
ubicados tanto en los extremos como en la regidon central del anillo de cartilago,
indicaron que el proceso de liofilizacion provocé una disminucion significativa en el
porcentaje de condrocitos sin alteraciones y un incremento significativo en el

porcentaje de degeneraciéon celular. Este comportamiento se observé cuando se
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evaluaron los 18 anillos de cartilago procedentes de los 18 segmentos traqueales
pero no ocurrié lo mismo cuando se evaluaron unicamente los 6 anillos de
cartilago obtenidos de los 6 segmentos traqueales utilizados como bioproétesis en
donde las comparaciones realizadas no fueron estadisticamente significativas.
Estos resultados sugieren que el incremento en la degeneracion celular provocado
por efecto de la liofilizacidbn ocurre practicamente de igual forma a lo largo del

anillo de cartilago.

Por otra parte, es importante mencionar que los segmentos traqueales se
rehidrataron 60 dias después de someterlos al proceso especifico de liofilizacién,
en forma previa inmediata al momento de utilizarlos como bioprétesis en una
reconstruccion traqueal. La deshidratacion de las células y la reactivacion el
metabolismo celular, a la luz de los resultados, indican que aunque con el proceso
especifico de liofilizacion fue posible almacenar los segmentos de traquea como
ocurre en el caso de alimentos o de farmacos, la complejidad del tejido traqueal y
la presencia de células inmersas en una matriz extracelular pueden ser factores
que no favorecen la recuperacion del tejido traqueal sometido a estas condiciones
de liofilizacién. Habra que optimizar en el futuro las operaciones unitarias de este
proceso de liofilizacion para encontrar las mejores condiciones que minimicen el

dafno en el tejido traqueal.

Tomando en cuenta los resultados de la tincidon con hematoxilina-eosina la
mayor parte de los anillos que presentaron alteraciones en la tincion del cartilago
mostraron hipertincion y correspondieron a los anillos obtenidos en forma previa a
la liofilizacion, mientras que las alteraciones en la tincién provocadas por efecto de
la liofilizacién se caracterizaron por una disminucién en la captacion del colorante

en el cartilago.

Estos datos sugieren la ocurrencia de cambios en la produccion de los
compuestos caracteristicos de la matriz extracelular como glucosaminoglicanos y
proteoglicanos, observando una sobreproduccion (hipertincion) por efecto de la
procuracion y una disminucion (tincion tenue) por efecto de la liofilizacion. Con la

tincion hematoxilina-eosina® es posible indicar la presencia de compuestos
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quimicos, su distribucidn dentro de las células o espacios extracelulares con lo
que se pueden distinguir los cambios observados en la matriz extracelular del
cartilago. La captacion de colorante parece indicar una exposicion aumentada
(hipertincion) o disminuida (tincion tenue) de los grupos sulfato, fosfato y
carboxilo. Estos componentes son responsables de la consistencia del cartilago
(proteoglicanos, glucosaminoglucanos, acido hialurénico y colagena tipo IlI),
capaces de remodelar la matriz extracelular del cartilago ocasionando cambios

degenerativos.*

La liofilizacién a las condiciones que se realizd, parece no ser el proceso mas
adecuado para mantener viable el tejido traqueal. Aunque el objetivo de la tesis
radico en evaluar los cambios microscépicos relacionados con muerte celular en el
cartilago, al analizar los anillos traqueales se observdé también que estas
condiciones de liofilizacion provocaron desprendimiento del epitelio de la
submucosa traqueal y destruccidon de las glandulas. 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.***° Esto seria importante si los segmentos de traquea liofilizados
hubieran funcionado adecuadamente como bioprétesis en una reconstruccion; sin

embargo al finalizar el estudio fue evidente que ocurrié necrosis.

Esto indica que antes de proseguir con pruebas in vivo es necesario
optimizar los esquemas de tiempo y temperatura/presion mas adecuados para
realizar la congelacion y la deshidratacion en el marco del proceso de la
liofilizaciéon. En el caso especifico de la rehidrataciéon del tejido liofilizado se debe
incluir en el estudio, el tipo de solucion utilizada, ademas del tiempo y la
temperatura. Cabe mencionar que el proceso de esterilizacion posterior a la
liofilizacidn en una atmosfera de éxido de etileno, ha demostrado tener utilidad en
diferentes tejidos bioldgicos como pericardio bovino y arterias pulmonares con
fines de reconstruccion, sin alterar la integridad y conservando la esterilidad hasta

por diez afios.?®%’
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Hallazgos de la expresién de caspasa-3 en el cartilago traqueal

La expresion de caspasa-3 en las células del cartilago fue nula, no se
modificé ni por efecto de la liofilizacion ni cuando se retird la bioprétesis y, por lo
tanto, no se correlaciond con ninguno de los parametros evaluados en este
trabajo, incluyendo el tiempo de sobrevida. Roach, Aigner y Kouri** reportan que
aunque en los cultivos de condrocitos las células que muestran las caracteristicas
tipicas de la muerte celular por apoptosis, s6lo se trata de células aisladas. No
ocurre lo mismo cuando se trata de condrocitos in vivo. Al parecer, en éstos no se
efectua la muerte celular por apoptosis de la manera clasica tradicional y definen
el término “condroptosis” como una variante de la muerte celular por apoptosis.
Esta caracterizada por expansion del reticulo endoplasmico rugoso y del aparato
de Golgi, salida de material celular al espacio extracelular y desintegracion de los
remanentes celulares con autodestruccion del condrocito dentro de la laguna. Esto
se traduce en un incremento en el numero de lagunas vacias, aunque tanto en la
apoptosis clasica como en la condroptosis se observa condensacion del nucleo,
de la cromatina y expresion de caspasas. En este trabajo, el numero de lagunas
vacias se incremento significativamente por efecto de la liofilizacion pero no se
observo expresion de caspasa-3. Estos hallazgos pudieran explicarse por el
incremento significativo en el porcentaje de condrocitos con cariélisis, aunado a la
disminucién en el porcentaje de condrocitos sin alteraciones aparentes en los
extremos del anillo de cartilago que ocurrié por efecto de la liofilizacion. Ademas,
debe considerarse la posibilidad de que la expresiéon de caspasa-3 ocurra desde
antes de la procuracién traqueal dado que esta reportado que la ventilacion
mecanica con volumenes corrientes altos incrementa la permeabilidad, el dafio a
las células epiteliales alveolares® vy altera la elastina*’, incrementando la

generacién de mediadores inflamatorios*#°

y la expresion de caspasa-3 en las
células bronquiales.48 En este disefio experimental, los animales fueron intubados
manteniendo una frecuencia respiratoria de 20 respiraciones/min, un volumen
corriente de 15 mL/kg y una FiO, del 100% en forma previa a la obtencion de las

traqueas.
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8. CONCLUSIONES

Bajo las condiciones experimentales establecidas en este proyecto, la

congelacion de los segmentos traqueales a -70°C durante 24 horas, seguido de

liofilizacién a -55°C también durante 24 horas y esterilizacion en una atmadsfera

con oOxido de etileno después de empaquetarlas para su almacenamiento a

temperatura ambiente, permite concluir lo siguiente:

1)

La liofilizacién, desde el punto de vista macroscépico; mantiene la continuidad
estructural entre los anillos y aunque provoca cambios en la textura y en la
consistencia, éstos se recuperan por efecto de la rehidratacion con solucién
salina fria (4°C, 0.9% NaCl) durante 30 min, pero no ocurre lo mismo con la
coloracién del tejido, que no recupera su color rosado y permanece

blancuzco.

La liofilizacién, desde el punto de vista microscépico:

a) en el tejido cartilaginoso provoca una disminucion en el porcentaje de
condrocitos sin alteraciones y un incremento en el porcentaje de condrocitos
con alteraciones, ademas de alteraciones en la captacion de colorante en el
cartilago. Estas observaciones sugieren que si disminuye la viabilidad celular
y aumenta la degeneracion celular, ocurren alteraciones que disminuyen la
produccion y el metabolismo de los componentes de la matriz extracelular

caracterizadas por una tincién livida (cartilago débilmente tefiido) y

b) en el tejido epitelial: provoca desprendimiento de las células de la mucosa
traqueal y altera la integridad estructural de las glandulas traqueales. Si se
considera que la exfoliacion del epitelio y la destruccion glandular disminuyen
la antigenicidad del segmento liofilizado utilizado en la reconstruccion, resulta
un hallazgo benéfico. Esto, aunado al mantenimiento estructural de las fibras
de colagena y de musculo liso hace que se mantengan conservados, aunque

se observa separacion entre ellos.
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La liofilizacion no incrementa la expresion de caspasa-3 en el cartilago, ya
que las células del cartilago no expresaron caspasa-3 ni antes ni después de

liofilizar los segmentos traqueales.

Considerando que al finalizar el estudio (después de retirar la bioprotesis
traqueal) se observaron fenomenos de destruccion, reabsorcion y necrosis
del tejido traqueal, se concluye que los segmentos traqueales liofilizados bajo
las condiciones experimentales en este proyecto no tienen utilidad funcional

como bioprotesis en la reparacion de lesiones traqueales mayores a 7 cm.

Los resultados obtenidos en este trabajo proporcionaron informacién util para
los investigadores relacionados con el area, invitandolos a estudiar las
condiciones de liofilizacién del tejido traqueal que permitan asegurar la
integridad estructural del tejido cartilaginoso y la destruccién del tejido epitelial

(mucosa y glandulas).
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9. PERSPECTIVAS

Con base en los resultados reportados por diferentes autores'’, asi como
los obtenidos en este proyecto no proporcionan las condiciones Optimas para la
liofilizacion de segmentos traqueales, en futuros experimentos con traqueas, se
sugiere que se empleen diferentes esquemas de temperatura y tiempo, tanto para
la congelacion como para el secado en la liofilizacion, asi como condiciones de
empaquetado, hasta encontrar aquellas que ocasionen el menor dano posible a la

viabilidad celular.

Es necesario también probar diferentes combinaciones de rehidratacion de
los segmentos traqueales (el tipo de solucion, el tiempo y temperatura para la
rehidratacion) hasta encontrar aquella en la que los segmentos traqueales
aparezcan microscopica y macroscopicamente similares a los segmentos
traqueales nativos “sin liofilizacion”. Una vez que se tengan las condiciones
oOptimas sera posible evaluar la bondad de la tecnologia de preservacion
(liofilizacion-rehidratacion) en los disefios experimentales de liofilizacion-

rehidratacion-implante de los segmentos traqueales en modelos animales “in vivo”.
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