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Resumen

El tratamiento de la obstruccion traqueal consiste en la reseccion de los anillos traqueales
afectados con anastomosis termino-terminal. Cuando la porcidon de la afeccion traqueal es
extensa y es necesario resecar 5 o 6 cm, la anastomosis no es viable ya que es sometida a
tension. En estos casos se ha planteado el trasplante traqueal como opcidn terapéutica, pero sin
obtener buenos resultados debido a la dificultad en relacion a la disponibilidad del 6rgano, la
histocompatibilidad, el alto grado de complejidad del procedimiento quirurgico asi como a las
caracteristicas histologicas y anatomicas vasculares de la traquea, predisponiendo a la necrosis
del implante o a la re-estenosis. Recientemente se ha implementado el trasplante por medio de
injertos generados por ingenieria tisular con resultados alentadores. El objetivo de este trabajo es
evaluar la viabilidad del trasplante de traquea en cerdos utilizando injertos procesados por
bioingenieria. Se utilizaron cinco cerdos Yorkshire para realizar los trasplantes con la técnica
convencional y sin inmunosupresion. Dos trasplantes con injertos descelularizados, uno con
injerto alogénico nativo criopreservado, otro con un injerto descelularizado reforzado con un
polimero y sembrado con células de la mucosa nasal y prostaglandinas y otro autodlogo. Los
primeros cuatro injertos fueron obtenidos de cerdos sacrificados con otros propoésitos y fueron
acondicionados en el epiplon de los cerdos y el ultimo del mismo cerdo receptor. Se evalud la
sobrevida de los trasplantes y las caracteristicas histoldgicas de los injertos pre y post-trasplante.
Los cinco animales fallecieron en los primeros ocho dias pos-trasplante presentando disnea
grave. En los cinco injertos la herida quirargica y la anastomosis estaban completamente
cicatrizadas y sin presentar fistulas. Los injertos previo al trasplante mostraron diferentes
caracteristicas anatdmicas en relacion a la traquea control, los descelularizados y el
criopreservado estaban reblandecidos. El descelularizado reforzado presentd gran rigidez,
reaccion inflamatoria y desprendimiento del polimero, y el autdlogo mostrd caracteristicas
nativas normales. En la evaluacion histologica, a pesar de la presencia de epitelio (no
respiratorio) y formacion de vasos habia presencia de alteraciones en la arquitectura. El
criopresevado presentd inflamacion con infiltracion de leucocitos y formacion de tejido de

reparacion en la luz. En el reforzado no se encontrd epitelio con infiltracion de células



mononucleares y el polimero desprendido. Los injertos a la evaluacion post-mortem perdieron

rigidez, y el injerto autdlogo presentd necrosis y re-estenosis.

El proceso de bioingenieria redujo la inmunogenicidad facilitd la revascularizacion pero por la
alteracion mecanica se colapsaron. La traquea criopreservada conservo sus cualidades
estructurales pero se estenosé debido a la respuesta inmune frente al tejido. En el caso del injerto
descelularizado reforzado con un polimero presenté inflamacion, necrosis como rechazo al
mismo. En el trasplante autdlogo hubo reblandecimiento y necrosis y el epitelio se conservé en
mejores condiciones. El fracaso del autdlogo demuestra que aun queda sin resolver la
revascularizacion y regeneracion del epitelio respiratorio y no dependen de las condiciones del

injerto previo al trasplante.

Palabras clave: Trasplante de traquea, estenosis traqueal, injertos.



Abstract

The treatment of tracheal obstruction consists in the resection of the affected
tracheal rings with terminoterminal anastomosis. When the portion of the tracheal
condition is extensive and it is necessary to resect 5 or 6 cm, the anastomosis is
not viable since it is under tension. In these cases, the tracheal transplant has been
proposed as a therapeutic option, but without obtaining good results due to
difficulties such as organ availability, histocompatibility, the high complexity of
the surgical procedure, as well as the histological and anatomical vascular
characteristics of the trachea, which predispose implant necrosis or re-stenosis.
Transplant has recently been implemented through grafts generated through tissue
engineering with encouraging results. The objective of this work is to evaluate the
viability of trachea transplantation in pigs using grafts processed with
bioengineering. Five Yorkshire pigs were used to perform the transplants with the
conventional technique and without immunosuppression. Two transplants with
decellularized grafts, one with cryopreserved native allogeneic graft, another with
a decellularized graft reinforced with a polymer and planted with nasal mucosa
and prostaglandin cells and another autologous. The first four grafts were
obtained from pigs slaughtered for other purposes and were conditioned in the
omentum of the pigs and the last of the same recipient pig. The survival of the
transplants and the histological characteristics of the pre- and post-transplant
grafts were evaluated. All five animals died in the first eight days post-transplant
showing severe dyspnea. In the five grafts the surgical wound and the
anastomosis were completely healed and without fistulas. The grafts prior to the
transplant showed different anatomical characteristics in relation to the control

trachea, the decellularized and the cryopreserved were softened. The



decellularized reinforced presented great rigidity, inflammatory reaction and
detachment of the polymer, and the autologous showed normal native
characteristics. In the histological evaluation, despite the presence of epithelium
(non-respiratory) and vessel formation, there were alterations in the architecture.
The cryopreserved graft presented inflammation with infiltration of leukocytes
and formation of repair tissue in the lumen. In the reinforced no epithelium with
infiltration of mononuclear cells and detached polymer was found. The grafts to
the post-mortem evaluation lost rigidity, and the autologous graft presented

necrosis and re-stenosis.

The process of bioengineering reduced the immunogenicity and facilitated the
revascularization but, due to the mechanical alteration, they collapsed. The
cryopreserved trachea retained its structural qualities but was stenosed due to the
immune response against the tissue. In the case of the decellularized graft
reinforced with a polymer, it presented inflammation, necrosis as a rejection
thereof. In the autologous transplant, there was softening and necrosis and the
epithelium was preserved under better conditions. The failure of the autologous
demonstrates that the revascularization and regeneration of the respiratory
epithelium is still not resolved and does not depend on the graft conditions prior

to transplantation.

Keywords: Transplant trachea, tracheal stenosis, grafts
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1. Introduccion

El trasplante de traquea como opcion terapéutica se plantea cuando la reseccion del segmento
traqueal supera una extension de 5 a 6 cm, ya que la anastomosis termino-terminal queda muy
tirante produciendo re-estenosis. La reseccion traqueal es necesaria en casos de obstruccion de
la via aérea por estenosis, esta es consecuencia de la lesion por intubacion oro-traqueal
prolongada cuando es necesaria la ventilacion asistida, existiendo otras causas menos
frecuentes como son las de origen traumatico, infeccioso, tumoral, etc. Como una opcion
paliativa en estenosis extensa y debido a la dificultad para realizar el trasplante se ofrecen
diversos procedimientos terapéuticos como la traqueostomia, terapia con laser, tratamientos
con electrocauterizacion y colocacion de endoprotesis de diversos materiales, todos estos

tratamientos con una elevada morbimortalidad (Delaere P, 2016).

El trasplante traqueal con injertos aldgenicos presenta multiples inconvenientes como la
disponibilidad del 6rgano, la histocompatibilidad, las caracteristicas histologicas y anatémicas
de la trdquea ya que es un tejido que cuenta con un sistema vascular complejo. Estos factores
predisponen a la necrosis del implante o a la re-estenosis, ademas de lo complicado del
procedimiento quirurgico. Con el fin de resolver estos planteamientos, recientemente se ha
implementado el trasplante utilizando injertos generados con matrices bioldgicas o sintéticas
procesadas por ingenieria tisular y regenerados con células madre con resultados realmente

alentadores (Udelsman B, 2018).

El objetivo de este proyecto es implementar y desarrollar el procedimiento quirargico de
trasplante de traquea en cerdos y evaluar su viabilidad utilizando injertos procesados por
bioingenieria, con el proposito de ser menos inmunogénicos y facilitar la revascularizacion y
reepitelializacion. Se ha elegido al cerdo como modelo animal, ya que las caracteristicas de la
traquea son muy similares al del humano principalmente su tamafio, con la finalidad de trasferir
posteriormente el procedimiento quirurgico y aplicarlo a la practica clinica. La cirugia de
traquea es un procedimiento complejo que necesita un entrenamiento especializado y debido a
lo frecuente de la patologia es imperativo el entrenamiento quirdrgico de quién trata dicha

patologia en los hospitales regionales.



2. Marco Teorico

2.1 Traquea

La trdquea es un 6rgano que pertenece al aparato respiratorio como una via aérea encargada de

conducir el aire hasta el pulmoén para llevar a cabo el intercambio gaseoso.

2.1.1 Anatomia

Traquea porcina

La traquea es 6rgano hueco, de 15 a 20 cm con forma de tubo membranoso, flexible revestido
de mucosa que descansa en cartilago formando 32 a 35 anillos, las extremidades de los anillos
cabalgan entre si formando anillos completos o incompletos dorsalmente unidos por un
ligamento anular ademdas de musculo traqueal. Es cubierta por una adventicia en el cuello o una
serosa en el torax, se unen al diafragma a través del ligamento pulmonar y al tejido conectivo

mediastinal.

Se extiende desde la laringe, a nivel de las vértebras C4-CS5 hasta la TS5, aqui se divide en los
bronquios principales izquierdo y derecho. Sobre el lado derecho a nivel del tercer espacio
intercostal sale un bronquio llamado bronquio traqueal al 16bulo superior del pulmén derecho
(Figura 1). A lo largo del mediastino superior y medio se relaciona por delante y por detras con
los vasos, nervios, linfaticos, mediastinicos. La irrigacion arterial de la trdquea se realiza por
ramas de la arteria cardtida y broncoesofagica. El drenaje venoso por las venas yugulares
interna y externa asi como por la vena acigos izquierda. Los linfaticos drenan a los ganglio
linfaticos cervicales profundos, mediastinico y traqueobronquial. La inervacion simpatica
proviene del ganglio cervical medio y tronco simpatico, y la parasimpatica de los nervios

laringeo recurrente y vago.



Figura 1. Anatomia del arbol traqueobronquial del cerdo
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Esquema de la anatomia de la traquea de cerdo, la cual presenta un bronquio traqueal (lobar

superior derecho) independiente, que no se encuentra en la traquea humana.



Traquea humana

La traquea es un conducto impar y medial, que comienza en la laringe y termina en el torax,
dando dos ramas de bifurcacion, los bronquios. Se extiende desde el borde inferior de la sexta
vertebra cervical hasta la cuarta vertebra toracica en el adulto. Es un tubo flexible y elastico,
que sigue a la laringe en sus movimientos y se deja desviar mas o menos a la izquierda o a la

derecha.

Tiene forma de tubo cilindrico aplanado en su parte posterior. La curvatura cilindrica no es
regular, esta aplanada transversalmente en su parte superior y antero posteriormente en su parte
inferior. Presenta depresiones mas o menos marcadas, de las cuales dos son constantes. Una
situada a la izquierda, denominada impresion o marca adrtica correspondiente al cayado de la
aorta por encima de su bifurcacion y la segunda, a la izquierda pero en la parte superior, que
corresponde a una compresion ejercida sobre la traquea por el 16bulo izquierdo del cuerpo de la
tiroides a nivel del segundo al quinto anillo traqueal y que recibe el nombre de impresioén
tiroidea. Al nivel de esta depresion los anillos son aplanados en su mitad izquierda, y el resto de

la traquea posee forma mas convexa.

Puede existir en la cara anterior de la trdquea una tercera depresion correspondiente al tronco

arterial braquiocefalico.

En lo que se refiere a la configuracion general de la traquea su didmetro aumenta gradualmente
de arriba abajo, por tanto no es un verdadero cilindro, sino que es en realidad una especie de

cono truncado, muy prolongado cuya base corresponde a su extremo inferior.

Desciende oblicuamente hacia abajo y hacia atras, siguiendo la linea media apartandose de la
superficie cutanea. Por esta direccion de la traquea, en su porcion cervical se encuentra a 18
mm de los tegumentos y a 45 mm en la horquilla esternal y de 7 cm en su extremo inferior.
Desde su origen hacia su bifurcacion, la traquea sigue un trayecto bastante rectilineo, que en

ciertos individuos con una trdquea mas curva se corrige con la hiperextension.

Su longitud es de 12 cm en el hombre adulto y 11 ¢cm en la mujer, pero no tiene una longitud



absolutamente fija; sino que se prolonga cuando la laringe se eleva o cuando la columna
cervical se inclina hacia atras. La diferencia que se observa entre su longitud maxima y minima

es de 3 0 4 cm, esto gracias a la membrana que separa los anillos traqueales (Figura 2).

El calibre traqueal es de alrededor de 12 mm en el hombre adulto vivo, mas estrecho en el
sujeto vivo que en el caddver y varia segin la edad y el sexo (Minnich D.J, 2007). También
cambia segln la tonicidad del musculo traqueal. Normalmente, las fibras musculares de la
traquea estan en contraccion; por lo que las extremidades de los anillos cartilaginosos llegan a

ponerse en contacto y el segmento posterior o segmento blando se dobla.

La traquea del recién nacido es blanda y es 6 veces mas distensible que la del adulto. En
estudios de la pared traqueal las fibras musculares transversas son uniformes, pero el musculo
longitudinal varia a lo largo de todo el 6rgano. Dicho musculo esta presente en el tercio inferior

de la traquea, donde preserva la estabilidad de la luz.

El crecimiento traqueal progresa de la nifiez a la pubertad, el largo de la trdquea cambia de 4
cm en el neonato a 12 cm. aproximadamente en el adulto. En el neonato, la laringe esta
localizada en una posicion alta y el cuerpo del hueso hioides esta situado aproximadamente a
nivel del disco intervertebral de la tercera y cuarta vértebras cervicales. A medida que crece el
lactante la glotis se mueve caudalmente. La posicion alta de la epiglotis y la laringe permite que
el lactante respire y degluta simultdneamente. En el lactante la direccion de la traquea es caudal
y posterior, mientras que en el adulto es medial y recta, consecuentemente, en el nifio la
aplicacion de presion en el cartilago cricoides es mas efectiva y mejora la vision de la glotis. En
el nifo, la distancia entre la carina y las cuerdas vocales es de tan solo 4 a 5 cm. (Figura 2).
Tras la pubertad los cartilagos en herradura no se expanden y el crecimiento resulta de los
musculos y ligamentos. No existen diferencias entre hombres y mujeres y el diametro

permanece constante a todo lo largo de la luz traqueal.

La trdquea esta rodeada en toda su extension por una capa de tejido celular laxo muy

abundante, que favorece sus movimientos funcionando como una membrana serosa.



La porcion cervical es relativamente superficial y esta contenida en un compartimiento visceral
relacionandose por delante con el istmo del cuerpo tiroideo que cubre el segundo, tercero y
cuarto anillo traqueal; mas abajo con la arteria tiroidea de Neubauer cuando ésta existe; con las
venas tiroideas inferiores, que son muy voluminosas y forman una red anastomoética que
desciende a nivel de la horquilla esternal y se unen con el tronco braquiocefalico izquierdo y
con los musculos infrahioideos. Los musculos esternotiroideo y esternohioideo estan separados
del contralateral por la linea blanca infrahioidea, que es cubierta por la aponeurosis cervical

media, aponeurosis cervical superficial, tejido celular subcutaneo y piel.

Hacia atras la pared membranosa de la traquea se une estrechamente con el esdéfago con un

tejido celular laxo.

Lateralmente esta en relacion con los l6bulos laterales tiroideos que se adhieren fuertemente al
primer anillo traqueal, con el paquete vasculonervioso del cuello mas abajo, con las arterias
tiroideas inferiores, con los nervios recurrentes que avanzan, el de la derecha, sobre la cara
posterior de la traquea y el de la izquierda, por el angulo que forman la traquea y el eséfago; y

con los ganglios de la cadena recurrencial.

La porcidon toracica se relaciona por delante en su parte superior con el tronco venoso
braquiocefalico izquierdo, y en un plano mas superficial con el timo (en el recién nacido). En
un plano mas inferior, con el tronco arterial braquiocefalico que la cruza y se dirige hacia arriba
y a la derecha; con la arteria carétida primitiva, y con el cayado aortico que se sitiia en su cara
antero lateral izquierda dejando en la traquea la impresion aortica. Por detrds contintia con su

estrecha relacion con el esofago.

Por los lados en relacion con las pleuras mediastinicas, en la derecha con la vena cava superior

y la vena 4cigos, y en la izquierda con el nervio recurrente y el cayado aortico.

En su bifurcacion esta relacionada con el pericardio y los atrios del corazén y rodeada tanto en
su parte posterior como anterior por un amplio plexo del nervio vago y del gran simpatico, y

ganglios linfaticos muy numerosos.



Figura 2. Arbol traqueobronquial humano

Esquema de la anatomia del arbol traqueobronquial humano, donde la traque que inicia en la

laringe y termina en el térax, dando dos ramas de bifurcacion, bronquios derecho e izqueirdo.



La estructura de la traquea esta constituida por dos tunicas:

-La tnica externa o fibrocartilaginosa. Formada por una vaina fibroelastica que envuelve y une
entre si a los cartilagos y por una capa de fibras musculares lisas que junto con fibras
transversas forman la cara posterior de la traquea conocida como pars membranosa. Los anillos
son cartilaginosos, formados por tejido hialino, en niumero de 16 a 20, los cuales son
incompletos en su parte posterior. Su altura varia de 2 a 5 mm, los cartilagos no son regulares y
dos de ellos, el primero y el Gltimo presentan una disposicion peculiar. El primero es mas alto y
se une al cartilago cricoides por medio de dos apofisis. El ultimo forma una especie de espolon

que al dividirse en su parte media da lugar a la carina traqueal (Furlow, P.W, 2018).

-La tanica interna cuenta con glandulas tubulares compuestas que poseen células muciparas y
células serosas las cuales secretan la mayor parte del moco que se produce en la traquea. Esta
tapizada por un epitelio pseudoestratificado que aparenta tener varias capas aunque todas las
células llegan a la membrana basal. La mayoria de las células son ciliadas pero existen células
caliciformes, asi como células basales que no llegan a la superficie, que son precursoras y que
se diferencian para formar las células mas especializadas del epitelio traqueobronquial. (Arce

Martinez)

La traquea se nutre en su porcion cervical principalmente de las arterias tiroideas inferiores que
a la vez son ramas de la arteria subclavia, mientras que la porcion tordcica es muy variable,
recibiendo ramos de las arterias timicas, de las mamarias internas (también provenientes de la

subclavia), de las bronquiales (ramas de la aorta toracica) y de la tiroidea inferior de Neubauer.

La microvascularizacion arterial traqueal se forma de arcos anastomoticos laterotraqueales. En
los espacios intercartilaginosos existen las arterias intercartilaginosas transversas,
anastomosandose en la parte anterior de la linea media de las arcadas laterales. Las arteriolas
forman un rico plexo capilar submucoso, cuyas mallas poligonales estan situadas debajo de la

membrana basal.

Todas las arterias traqueales son de tipo terminal.



Pequetias venas salen de la red submucosa y de las glandulas y corren de delante a atras por los
intervalos de los anillos cartilaginosos. Al llegar a la pared posterior desembocan en unos
pequetios troncos colectores submucosos, y de ahi a las venas esofagicas y las tiroideas

inferiores.

La inervacion de la traquea tiene dos origenes: el nervio vago, también conocido como
neumogastrico y el gran simpatico. Los ramos nerviosos del vago proceden del plexo
pulmonar, del laringeo superior, y en parte de los recurrentes. Los ramos del simpatico emanan

de los ganglios cervicales y de los dos o tres primeros ganglios toracicos.

Los vasos linfaticos nacidos de las redes mucosas y submucosas se vierten en los ganglios de
las cadenas recurrentes hacia arriba y en los ganglios peritraqueobronquiales hacia abajo.

(Arce, Libro virtual de formacion en ORL)

2.1.2 Embriologia

Como consecuencia del plegamiento céfalo caudal y lateral del embrion, una porcion de la
cavidad del saco vitelino que se encuentra revestida por endodermo, se incorpora al embrion
para formar el intestino primitivo. Las otras dos porciones, saco vitelino y alantoides quedan en
posicion extraembrionaria. El intestino primitivo forma un tuvo ciego, y queda dividido en

cuatro partes:

1. Intestino faringeo: desde la membrana bucofaringeo hasta el diverticulo
traqueobronquial.

2. Intestino anterior: caudal al faringeo y que llega hasta el esbozo hepatico.

3. Intestino medio: a continuacion del anterior.

4. Intestino posterior.

La formacion del esofago y de la trdquea provienen de un diverticulo ventral del intestino
anterior que dara origen en su porcion ventral, a la traquea; y en su porcidon dorsal, al esofago.
Esto ocurre al rededor de las cuatro semanas de edad del embridon, donde el diverticulo

respiratorio (esbozo pulmonar) en la pared ventral del intestino anterior. Cuando se extiende en



direccion caudal, queda separado por la aparicion de dos rebordes longitudinales, los rebordes

traqueoesofagicos, que al fusionarse mas tarde formaran el tabique traqueoesfagico.

En el curso de su separacion del intestino anterior, el esbozo pulmonar forma la tradquea y dos
evaginaciones laterales, los esbozos bronquiales. Una vez separado el primordio pulmonar del
esofago, sigue comunicado con la faringe a través del orificio laringeo, formado por tejido de
los arcos faringeos cuarto y sexto. El esbozo pulmonar se desarrolla en dos bronquios
principales derecho e izquierdo que mas tarde formaran los bronquios secundarios y la cavidad
pleural y pulmones. En tanto que se forman estas subdivisiones, los pulmones adoptan una
posicion mas caudal y en el momento del nacimiento la bifurcacion de la trdquea se encuentra a

la altura de la cuarta vértebra toracica.

2.1.3 Histologia

Como hemos mencionado anteriormente, la trdquea es una estructura cilindrica, aplanada de la
parte posterior, que tiene unos 10 a 12 cm de longitud y 1.5 a 2 cm de diametro que va desde el
cartilago cricoides de la laringe hasta su zona de bifurcacion en los dos bronquios principales.
Esta forma de la traquea se debe a la presencia en su pared de 15 a 20 cartilagos traqueales en
forma de C, dispuestos horizontalmente y abiertos hacia atras, que le dan la rigidez necesaria

para impedir que se colapse su luz.

En la pared traqueal se distinguen tres capas: la mucosa, la submucosa y la adventicia.

Capa mucosa

La capa mucosa traqueal estd formada por el epitelio de revestimiento y la lamina propia,

separados por una lamina basal mas gruesa de lo habitual.

Este epitelio de revestimiento respiratorio es el que tapiza toda la porciéon conductora del
aparato respiratorio, desde la cavidad nasal hasta los bronquiolos, con la excepcion de la
mucosa olfatoria y de alguna zona de la laringe. Es un epitelio cilindrico pseudoestratificado

ciliado de unas 30 micras de espesor y que contiene diversos tipos celulares:
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- C¢élulas ciliadas (30%). Son prismaticas altas con el ntcleo en la mitad inferior de la célula,
en su polo apical tiene unos 100 a 200 cilios moviles de 5 a 7 micras que baten hacia
nasofaringe, hacia la que desplazan la capa de moco superficial, también hay algunas
microvellosidades. La porcion apical del citoplasma tiene abundantes mitocondrias.

- C¢élulas caliciformes (30%). Son similares a las que hay en otras localizaciones, el moco que
producen (junto con el que producen las células mucosas de las glandulas seromucosas de la
submucosa) atrapa las particulas de suciedad inspiradas.

- Células basales (30%). Son las células precursoras del resto de las células del epitelio (salvo
las enddcrinas), son células mas bajas: su superficie apical no alcanza la luz traqueal.

- C¢élulas endocrinas (3-4%). Son similares al resto de las células del sistema endocrino difuso
del que forman parte, son células bajas similares en tamafio a las células basales (no se
distinguen con las tinciones convencionales de microscopia Optica). Parece haber dos tipos
diferentes de células: unas producen hormonas y otras producen catecolaminas que, en ambos
casos, se almacenan en granulos secretorios visibles con el M. E. Algunas veces estas células
estan agrupadas y estan inervadas por terminales nerviosos colinérgicos formando cuerpos
neuroepiteliales: son quimiorreceptores sensibles al oxigeno.

- Células intermedias. Son células de aspecto piramidal que, como las células basales y
endocrinas no alcanzan la superficie, parecen células inmaduras que acabaran transformandose
en células ciliadas o en células caliciformes.

- C¢élulas serosas. Son células similares a las células serosas que se encuentran en los acinos de
las glandulas compuestas de la capa mucosa-submucosa. En la zona apical contienen granulos
secretorios electrodensos.

- C¢élulas en cepillo. Son células prismaticas delgadas con microvellosidades en su superficie
apical, contienen granulos secretorios pequefios de tipo mucoso, no se conoce su significado
funcional pero pueden ser: células caliciformes que han vaciado su contenido o células
provenientes de la proliferacion y diferenciacion de células basales que todavia no han
alcanzado la madurez. Como a veces se asocian con terminales nerviosas pueden tener una
funcion sensorial.

- C¢élulas no residentes : se pueden encontrar células del sistema inmunitario como linfocitos

dispersos entre las células del epitelio respiratorio (Furlow, P.W, 2018).
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Lamina propia. Esta formada por tejido conectivo laxo rico en fibras elasticas, tejido linfoide
(nodulos linfoides, linfocitos), algunas gldndulas compuestas seromucosas y una lamina

elastica con una densa capa de fibras elasticas que delimita la mucosa de la submucosa.

Capa submucosa (capa fibromusculocartilaginosa)

La submucosa traqueal estd formada por un tejido conectivo rico en fibras elasticas y con gran
cantidad de glandulas compuestas seromucosas. En esta capa se distinguen dos zonas: zona

cartilaginosa y zona membranosa.

- La zona cartilaginosa comprende la porcién anterior y las laterales de la pared traqueal
ocupada por 15 a 20 cartilagos hialinos en forma de herradura, dispuestos horizontalmente y
equidistantes uno del otro. Los cartilagos vecinos estan unidos entre si por una membrana
fibroelastica (ligamento anular) que se inserta en el pericondrio de los bordes del cartilago. El

espacio que queda entre las piezas de cartilago estd ocupado por glandulas seromucosas.

- La zona membranosa forma la pared posterior de la traquea donde se encuentra el musculo
traqueal, con una capa transversal interna de musculo liso que une los dos extremos del
cartilago traqueal y por fuera se sittian fasciculos musculares longitudinales de musculo liso

entre los cuales se encuentran abundantes glandulas traqueales (compuestos seromucosos).

Capa adventicia

La capa mas externa de la pared traqueal estd formada por un tejido conectivo laxo que se

continua con el tejido conectivo de las regiones vecinas. (Furlow, P.W, 2018)

2.1.4 Fisiologia

Funcion aérea v biomecanica

La traquea es un conducto permeable al aire durante todo el ciclo respiratorio, la circulacion de

aire endoluminal permite la hematosis sanguinea y la fonacion.
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Circulacion aérea en las vias respiratorias

El aire luego de pasar por la nariz y faringe se distribuye hacia los pulmones por la traquea,

bronquios y bronquiolos.

A la traquea se le llama via respiratoria de primera generacion.

Una de las funciones de las vias respiratorias es conservarla abierta para el pasaje de aire al

alveolo para evitar que la trdquea se colapse por medio de los cartilagos anulares.

El didmetro de la traquea clédsica disminuye un 50% en la espiracion y se deforma su pared
posterior musculofibrosa. Durante la inspiracion el fendmeno es inverso, el didmetro de la

traquea tordcica aumenta y el de la trdquea cervical disminuye.

La traquea junto con la cavidad nasal constituyen un eficiente sistema acondicionador del aire
que asegura que ¢ste llegue al pulmoén a la temperatura corporal y con una buena saturacion de
vapor de agua. Ademas, en el cerdo el aparato respiratorio tiene la funcion de termorregulacion
al eliminar el exceso de calor por evaporacion (polipnea térmica) ya que no tienen las glandulas

sudoriporas desarrolladas.

Cuando se produce la tos, la traquea se convierte en una hendidura semilunar debido a que la
porcidbn membranosa posterior se invagina dentro del anillo cartilaginoso, produciendo un
estrechamiento de la luz que a la vez provoca que el flujo aéreo se acelere significativamente,

permitiendo que el aire limpie la mucosa al salir.

El epitelio de la via aérea se encuentra protegido por el manto mucociliar. Los cilios que
tapizan la luz traqueal se mueven ritmicamente a una frecuencia de 160 a 1500 veces por
minuto, arrastrando la tinica del moco, junto con materiales extrafios a una velocidad de 16
mm por minuto. Ciertas situaciones afectan la accion ciliar, como la hipoxia, la hiperoxia y el
habito de fumar deteniendo esta accidon ciliar, importante en la depuracion y limpieza de

particulas inhaladas (Furlow PW, 2018).
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2.2 Estenosis traqueal

La estenosis traqueal es un padecimiento frecuente que se define como la disminuciéon anormal
del calibre de la trdquea por retraccidon cicatricial o aposicion de tejido patologico. Es una

patologia grave que cuando fallan las alternativas terapéuticas puede ser mortal. (Grillo, 2002)

2.2.1 Frecuencia

Es la principal causa de obstruccion cronica de la via aérea y se calcula que se produce en el 5-
20% de los pacientes intubados o traqueostomizados y en el 0,5 y 2% llevan a una disfuncion
respiratoria severa que requiere tratamiento quirargico, con una mortalidad del 10% (Fernandez

Vaquero MA, 2009).

Esta frecuencia probablemente se ha reducido por la introduccion de tubos endotraqueales de

baja presion para no inducir isquemia, ulceracion y estenosis sobre la pared traqueal.

Se han reportado que después de una traqueostomia se desarrollara estenosis en un 65% y en

un 19% por intubaciones orotraqueales (Stauffer JL, 1981).

En un estudio prospectivo y controlado de incidencia se reportd una estenosis mayor del 50%

de la luz por traqueostomias en un 12% y por intubaciones un 17% (Rumbak MJ, 2004).

2.2.2 Etiologia y clasificacion

Las causas de obstruccion por estenosis traqueal se debe al dafio ocasionado por la ventilacion
mecdnica prologada por el uso de sondas orotraqueales, nasotraqueales, canulas de
traqueostomia o por procedimientos endoscopicos. En el 5-20% de los casos, también puede ser
secundaria a cirugia traqueal cuando se realiza una reseccion de mas del 50 % de su longitud
por tension excesiva en la sutura anastomotica o diseccion de la trdquea con
desvascularizacion, otros factores importantes son el tipo de sutura o la dehiscencia de la

anastomosis (Vera Cruz P, 2003; Wain JC, 2003).
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Este tipo de estenosis estd causada por la cicatrizacion excesiva en la zona donde se ha

producido una lesion transmural, es circunferencial y puede ocurrir a diferentes niveles

1) Traqueal
Por lesion del balon del tubo endotraqueal o canula de traqueostomia
2) Estroma traqueal
Por traqueostomia
3) Subglotica
En la region del cricoides por el tubo endotraqueal
4) Glotis

Por la lesion en la comisura posterior de las cuerdas vocales

(Bhatia G, et al 2012)

Los factores que contribuyen son el tamafio de la canula, la duracion de la intubacion o la
reintubacion y el movimiento del paciente ya que la presion ejercida sobre las paredes de la
traquea, causan la disminucion de la perfusion y flujo sanguineo con dafio a la mucosa traqueal
(traqueitis). Con la ventilacion mecéanica en una situacion hemodinamica normal y sin
infeccion, si la presion del baloén del tubo excede 50 mmHg, durante las primeras 24 horas
genera edema con interrupcion del flujo capilar, después de 48 horas hay areas de isquemia
epitelial y necrosis. A las 72 horas se produce denudacién de submucosa y cartilago y después
de 5 dias hay necrosis cartilaginosa, cuando todo este proceso es en la circunferencia de la
traquea hay una probabilidad del 90% de estenosis. Los tipos de lesién que se pueden encontrar
son en forma de granulomas, como una reaccion inflamatoria hipertréfica en la mucosa como

tejido de granulacion y pueden ser tnicos, multiples, sésiles o pediculados.

Las estenosis por traqueostomia se ubican cercana a esta, independientemente de su tamafo y
localizacion. Se pueden presentar como membranas fibrosas llamadas diafragmas por ser
circulares y pueden tener una perforacion central o periférica, también pueden ser helicoidales
o en media luna, o simular una pseudo cuerda vocal y todas pueden variar en su grosor. Son la

consecuencia de la reaccién inflamatoria crénica con reparacion fibrosa en la mucosa y
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submucosa. Las estenosis postraqueotomia se puede producir en cuatro localizaciones como
complicacién a su colocacion, si se erosiona la pared anterior con una traqueostomia alta la
estenosis es proximal, cuando es causada por el balon se localiza a 1 a 1.5 centimetros por
debajo del estoma y afecta a 1.5-2 cm de pared traqueal y cuando es distal al tubo endotraqueal

es por el movimiento o presion excesiva del tubo.

Las lesiones cartilaginosas que afectan la estructura rigida de la trdiquea comprenden fracturas,
condritis y necrosis de los cartilagos, las fracturas pueden deberse a traumatismos externos,
internos (intubacidn, dilatacion) o quirtrgicos (traqueostomia). El cartilago fracturado protruye
a la luz cubierto de mucosa, cuando es por intubacion la necrosis de la mucosa y la ulceracion
deja descubierto el cartilago que sufre infeccion y sobreponen lesiones de condritis y necrosis
que son sustituidas por fibrosis retractil, que se visualizan como anillos cartilaginosos

denudados en la luz traqueal.

También puede ocurrir un colapso esclerocicatrizal con disminucion del didmetro interno y
externo de la traquea como consecuencia de una cirugia en donde hubo una hiperinsuflacion del
globo de la sonda de intubacidon con necrosis de los anillos y el tejido es remplazado por
fibrosis que puede manifestarse al principio como malacia y evolucionar a una contraccion

retractil de las capas de la traquea (Pineyro L, 2009).

En la traquestomia las infecciones y el uso material reesterilizado con 6xido de etileno generan

irritacion y pueden contribuir con el dafio al estroma.

Otras causas son de origen infeccioso como la tuberculosis que afecta la traquea distal y/o
bronquios principales y la estenosis es circunferencial por fibrosis submucosa dejando intactos
los cartilagos, para su tratamiento quirtrgico la infeccion debe estar controlada sin presencia de
bacilos. La histopalsmosis puede generar fibrosis mediastinica afectando la traquea distal,
carina y bronquios principales (BP) por compresion extrinseca y fibrosis interna y la traquea se
puede perforar. La difteria genera fibrosis de larga evolucion presentandose la estenosis afios
después de la infeccion. La murcomicosis necrotizante de la trdquea es frecuente en diabéticos

e inmunodeprimidos por diversas causas. En todos estos casos se debe controlar el proceso
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infeccioso y reseccion quirdrgica de la estenosis.

El origen inflamatorio por enfermedades autoinmunes como la sarcoidosis, Granulomatosis de
Wegener, policondritis recidivante, poliarteritis y esclerodermia o por inhalacion de sustancias
toxicas, otras causa puedn ser neoplasias benignas o malignas ya sean intrinsecas (amiloidosis)
o extrinsecas, exposicion a radiaciones ionizantes accidentales o terapéuticas, reflujo
gastroesofagico o enfermedades congénitas como traqueomalacia e idiopaticas (Walner DL,

1998; Koufman JA, 1991).

Cuando se desconoce la causa es una estenosis idiopatica y se presentan en mujeres entre 20 a
60 afios con inflamacion en la submucosa de la trdquea en su tercio superior o region subglética
y que continla con cicatrizacion y estenosis circunferencial, presentan disnea ligera de larga
evolucion con sibilacias o estridor confundiéndose frecuentemente con asma, se ha postulado la
influencia de lo estrégenos en esta patologia (Grillo HC, 2003; Garcia et al., 2004; Jorda C,
2007).

La historia natural de la enfermedad se desconoce y su evolucion no puede predecirse. La
estenosis puede progresar, estabilizarse o incluso regresar a una situacion de normalidad y

todas se acompafian de cierto grado de traqueomalacia.

A todas estas causas se puede afiadir la administracion de esteroides.

2.2.3 Manifestaciones clinicas

La sintomatologia por los diversos tipos de estenosis dependen del grado de obstruccion, si es
debida a una intubacién endotraqueal o traqueotomia y se manifiesta clinicamente 1 a 2 afios
después del procedimiento. Las manifestaciones clinicas son disnea inspiratoria, respiracion
ruda con estridor traqueal, tiros intercostales, taquipnea, retencion de secreciones y neumonias.
Si dichas lesiones producen obstruccion total puede conducir a la asfixia, por lo que su
diagnostico y tratamiento es urgente (Corona Mancebo SB 2003; Rocabado JL, 2007; Delgado
Pecellin JP, 2008; Fernandez Vaquero MA, 2009).
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El proceso obstructivo genera una insuficiencia respiratoria con la sintomatologia mostrada en

el siguiente cuadro (Cuadro 1).

Cuadro 1. Manifestaciones clinicas de insuficiencia respiratoria.

Manifestaciones clinicas relacionadas con la insuficiencia respiratoria

Alteraciones mentales Somnolencia o excitacion

Aumento del trabajo respiratorio Aleteo nasal,
Tiro intercostal, supraesternal,
supraclavicular
Uso de los musculos respiratorios
accesorios
Taquipnea

Respiracion paraddjica no sincronica

Cianosis Membranas mucosas (cavidad oral,
lengua)

Lechos ungueales.

Estrés Diaforesis
Taquicardia

Hipertension

(Casas Quiroga IC, 2008)

2.2.4 Diagnostico

Manifestaciones Clinicas

Se basa en las manifestaciones clinicas valorando los signos y sintomas que indican
obstruccion de la via aérea e insuficiencia respiratoria corroborando con estudios de imagen
como radiografia, tomografia axial computada o TC helicoidal con reconstruccion 3D. La
espirometria permite medir el flujo/volumen para poner en evidencia la obstruccion y es

importante realizar una exploracion con videofibrobroncoscopio para visualizar el tamafio, tipo
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y sitio de la estenosis (Cabezali Barbancho D, 2007).

Las manifestaciones clinicas que indican obstruccion de la via aérea son la disnea inspiratoria,
respiracion ruda con estridor traqueal, tiros intercostales, taquipnea, tos, retencion de
secreciones y neumonias. Dicha sintomatologia puede confundirse frecuentemente con cuadros

asmaticos o con enfermedad pulmonar obstructiva cronica (Hyo Yeong A, 2015).

La disnea es un sintoma subjetivo, con sensacion de dificultad para respirar, falta de aire o
ahogo de intensidad variable. Se genera ante el desequilibrio entre el impulso motor central y la
respuesta mecanica obtenida del sistema respiratorio de ventilacion, resultando en un sensacioén
de esfuerzo ventilatorio que se intensifica cuando aumenta el impulso central o demanda
ventilatoria, la carga muscular (impedimentos mecanicos a la contraccidon) o la relacion entre la
presion ejercida por los musculos y su capacidad maxima para generar presion (P/Pmax)

(American Thoracic Society, 1999; Scano G, 2002).

Durante el ejercicio se incrementan las demandas ventilatorias y con ella la intensidad de la
disnea, en caso de estenosis se incrementa la resistencia de la via aérea y el impulso central. La
intensidad de la disnea se puede clasificar segun la escala de Taussig en leve moderada o severa

(Cuadro 2).

Cuadro 2. Escala de Taussig.

0 | 2 3
'Estridlor  No  Leve = Moderada  Severo
Tiraje No Leve Moderada Severo
Ventilacion a la Normal Poco disminuida  Moderada Marcada
auscultacion disminucion disminucion
Coloracion de la piel Normal Normal Subcianosis Cianosis
Nivel de conciencia Normal Irritable al Ansioso Depresion del
explorarlo sensorio
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La escala de Taussig clasifica la intensidad de la disnea como, crisis leve con 6 puntos o

menos, con 7 a 8 puntos crisis moderada, con 9 o mas puntos crisis severa.

Neumonias recurrente

La presencia de dos o mas episodios de neumonia en un afio o mas de tres neumonias en
cualquier tiempo y debe haber normalizaciéon radioldgica entre los episodios. Es una neumonia
que aparece en la misma localizacion radiologica debido a la obstruccidon y son infecciosas con

presencia de fiebre, mal estado general (Andrés Martin A, 2017).

Espirometria

Es la principal prueba de funciéon pulmonar necesaria en las enfermedades respiratorias, se
recomienda en personas con algin sintoma respiratorio, se tolera bien, existen pocas
limitaciones para su realizacion, sin embargo existen contraindicaciones absolutas y relativas
cuando existen otras comorbilidades que hay que tener en cuenta. Debe realizarse sin la
utilizacioén de broncodilatadores, la estenosis produce aumento de las resistencia de la via aérea
con disminucion del flujo en la espiracion, dependiendo de la severidad se pueden encontrar
signos de atrapamiento de aire, por aumento del volumen residual (VR), de la capacidad
pulmonar total (CPT), del volumen de gas intratoracico (VGIT) y de las relaciones VR/CPT y
VGIT/CPT. Cuando hay atrapamiento de aire importante (aumento de VR, CPT, VGIT) puede
encontrarse en la espirometria o en la curva de flujo / volumen, disminucion de la capacidad

vital (CV).

La obstruccion desvia la curva presion volumen a la izquierda reflejando los cambios de
volumen que se requieren para generar cambios grandes de presion por la distensibilidad

disminuida (Garcia Rio F, 2013).

Gasometria

Permite interpretar el estado metabolico y/o respiratorio del intercambio gaseoso (oxigenacion,

ventilacion y equilibrio dcido-basico) de sangre arterial, para analizar la necesidad de oxigeno
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suplementario o ventilacion no invasiva en caso de insuficiencia respiratoria.

La gasometria mide los gases disueltos en la sangre, cuantificando pH, presion parcial de
dioxido de carbono (pCO;), presion parcial de oxigeno (PaO;) saturacion arterial de oxigeno
(Sa0,) bicarbonato sérico (HCO;-), lactato y electrolitos séricos como sodio (Na), potasio (K)

y cloro (CI).

Cuando se habla de insuficiencia respiratoria es un concepto gasométrico, en el caso de
estenosis traqueal se interfiere con el intercambio gaseoso por falta de volumen corriente
debido a la resistencia aumentando la frecuencia respiratoria en forma compensatoria, la
primera alteracion es la hipercapnia seguida de hipoxemia, puede ser aguda o crénica, con las

manifestaciones clinicas (Cuadro 2).

La insuficiencia respiratoria se define como una hipoxemia arterial (PaO, entre 60 y 80
mmHg), en reposo, a nivel del mar y respirando aire ambiental, acompafiado o no de

hipercapnia (PaCO, mayor de 45 mmHg).

La pulsoximetria se basa en las caracteristicas espectrofotométricas de la hemoglobina segun su
estado y las diferencias de absorcion de luz de diversas longitudes de onda, es el método para
valorar la hipoxemia, detecta precozmente la hipoventilacion durante el postoperatorio
inmediato en pacientes que se encuentran respirando espontaneamente sin oxigeno

suplementario

Cuando los valores de saturacion de oxigeno con pulsometria son de 90% a 95% estos
equivalen a una PaO, de 60 a 80 mmHg indicando hipoxemia y si es de 90% equivale a una
PaO, de 60 mmHg reflejando insuficiencia respiratoria (Vazquez-Garcia JC, 2000; Halstead D,
2001; Davis MD, 2013).

La videofibroendoscopia

Utilizando el endoscopio rigido y flexible bajo anestesia general permite visualizar y clasificar

la estenosis de acuerdo a su morfologia, longitud, niimero, localizacidén y su asociacion con
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acalacia (Cuaadro 3). Deben valorarse las cuerdas vocales (modviles o paraliticas), si existen
ulceras, granulomas o cicatrices en la comisura posterior y si existe luxacion de aritenoides en
la luz gldtica o faldones mucosos. Esta evaluacion permite decidir el tratamiento adecuado que
puede realizarse en el mismo evento quirurgico dilatando y permeabilizando la via aérea, con la

aspiracion de las secreciones (Bocca Ruiz X, 2010).

Cuadro 3. Clasificacion de la estenosis traqueal

Tipo de Morfologia Longitud Numero Localizacion

estenosis

Tipo I Granulomatosa o <1 cm Unicas Variable
diafragmatica que no

destruyen la pared

traqueal
Tipo 11 Difusa < 3 cm compromete Unicas Variable o
Lesion en cuello de varios anillos cartilago cricoides

botella con destruccion
de anillos traqueales

con hundimiento de la

pared

Tipo 111 Difusa >3 cm Multiples Variable
Traqueomalacia mas de 6 anillos
Fistulas traqueales

Clasificacion de las estenosis traqueales segin Rocabado (Rocabado JL, 2007).

Los estudios de imagen con TAC helicoidal, reconstruccion 3D permiten clasificar la estenosis
traqueal (Cuadro 3), evaluando la extension y localizacion de la estenosis, longitud de la
trdquea sana y estudiar la relacion con los oOrganos vecinos. Se pueden identificar los
engrosamientos o adelgazamientos de la pared traqueal, fibrosis de la submucosa o destruccion
de anillos traqueales, pueden mostrar calcificaciones, y demostrar el estado de aritenoides y

cricoides, con la finalidad de tomar decisiones en el tratamiento (Godoy M, 2014).

22



2.2.5 Tratamiento

La eleccion del procedimiento para tratar la obstruccion depende del tipo, forma, niimero,
tamafio, extension, localizacion y grado de estenosis. El tratamiento definitivo consiste en la
reseccion traqueal con anastomosis termino-terminal siempre y cuando la estenosis abarque
menos de 6 cm de extension, el fracaso de este tratamiento se ha reportado en un 5 a 15% de

los casos, y la mortalidad es del 1,8 a 5% (Tarrazona V, 1988; Grillo HC, 1992).

La primera reseccion traqueal la realizé Kuester en 1884 y el primer trabajo reportado en
América fue por Fairchail y se presentd en la Sociedad de Cirugia de Norteamérica en 1927.
Bhatia y Andrews, han sido los precursores del conocimiento patogénico de esta afeccion y su
tratamiento (Andrews MJ, 1971; Blank VF, 1974; Fairchild M,1985; Pefia Garcia JF, 1994;
Bhatia G, 2012).

Cuando la longitud de la estenosis, la presencia de malacia, y las comorbilidades
(cardiologicas, respiratorias, neurologicas), impiden la cirugia, se indican terapias paliativas
con laser, dilataciones neumaticas peridodicas o colocaciéon de endoprotesis, estos
procedimientos son agresivos y repetitivos que contribuyen a extender el area afectada, no
ayudan y pueden complicar una reparacion quirurgica (Sheski FD 1998; Brichet A, 1999;
Corona Mancebo SB, 2000; Ashiku SK, 2004).

Estas terapias se realizan con intervenciones endobronquiales endoscopicas con broncoscopio
rigido, que aporta el apoyo ventilatorio y un acceso estable a la via aérea al introducir el
broncoscopio flexible y aplicar ya sea terapias térmicas con el electrocauterio, coagulacion con
plasma de argon o laser y terapias mecéanicas como la traqueoplastia, dilatacion neumatica o
colocaciéon de endoprotesis. Estos tratamientos paliativos se pueden combinar, como la
reseccion endoscopica y vaporizacion por ablacion térmica de tejido de granulacion o cicatriz

obstructiva y tener una via de minima resistencia para realizar dilataciones.

Cuando hay una contra indicacion a la cirugia y en una estenosis idiopatica tipo membrana de

localizacion subglética o es proximal se introduce por fibroendoscopia un baldn para dilatar la
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estenosis, con balones graduados que se inflan por encima del quintuple de la presion

atmosférica, se pueden realizar periddicamente, y tienen baja morbimortalidad.

El laser de Neodimio, Yitrio, Aluminio Granate (Nd:YAG) vaporiza el tejido y penetra
profundamente porque es mal absorbido por el agua y la hemoglobina, con el riesgo de
perforacion, incendio o lesion que causa obstruccidn permanente, no estd indicado en

traqueomalacia (Garcia Estrada I, 2012).

El electrocauterio (diatermia), utiliza el flujo de electrones a través del tejido generando calor y
debido a la alta resistencia dentro del tejido puede tratar y extirpar polipos y granulomas
evitando la vaporizacién sin peligro de incendio, la profundidad de la penetracion de la lesion
térmica depende del tiempo de contacto con el tejido. La coagulacion con plasma de argén
utiliza este gas ionizado para llevar los electrones al tejido, es el mismo tratamiento que el
anterior pero sin contacto, el gas fluye libremente viajando no linelamente hasta la diana y los
tejidos aumentan su resistencia a medida que se coagulan lo que redirige el haz de argon a

tejidos adyacentes y es apropiado para lesiones muy superficiales (Bollinger C, 2006.)

Las formas mas complejas como cicatriz asimétrica, mas densa, con malacia o mas larga y que
tienden a la reestenosis no se resuleven con estos métodos ya que pueden complicarse con

rotura de la via aérea (Sheski FD, 1998, Mayse ML, 2004).

La rotura se produce debido a que la parte membranosa es el punto de minima resistencia. En
estos casos sobre todo en presencia de malacia esta indicada la colocacion de endoproétesis, que
sostienen las estructuras pero provocan complicaciones relacionadas con su migracion, (con
oclusion y asfixia), impactacion mucosa, formacion de tejido de granulacion o reaccion de
cuerpo extrafio. Se pueden desplegar como tratamiento primario en malacias o como adyuvante

después de una ablacion, los mas adecuados son las endoprotesis de silicona.

Endoprotesis

Son utiles para mantener la via aérea permeable como una medida paliativa y mejorar su

calidad de vida las mas utilizadas son de silicona, protesis de Dumon y tubo en T de
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Montgomery también existen protesis metalicas fenestradas de Gianturco, tipo Wall-Stent,

Ultraflex o Poliflex.

El uso de endoprotesis traqueales estd ampliamente extendido para tratar estenosis malignas, y
su uso es mas controvertido en las estenosis benignas. Las de silicona requieren broncoscopia
rigida y anestesia general para su insercion y se debe medir la via aérea con TAC 3D para
elegir su tamafio. La administracion de corticoesteroides es importante para inhibir el
broncoespasmo y los mucoliticos por nebulizacion facilitan la expectoracion de las secreciones
para evitar su retencion y la sobreinfeccion. Las endoprotesis metalicas se pueden introducir
con relativa facilidad a través del canal de trabajo con el broncoscopio flexible y luego
expandirse hasta alcanzar el didmetro requerido, sin embargo, tienen problemas de migracion,
fractura por fatiga de los materiales, produccion de granulomas y encapsulamiento por fibrosis
que impide su retiro, para evitar sus complicaciones se han cubierto de polimeros, como las
recuperables construidas con doble malla de nitinol son una alternativa terapéutica en lesiones
benignas traqueales ya que les permite permanecer en arbol traqueobronquial por varios meses
y recuperarse con fibrobroncoscopio rigido, se han descrito lesiones epiteliales en los extremos
proximal y distal e importantes trastornos en el transporte ciliar (Dumon F.A. 1990; Murthy SC
2004; Schweinfurth JM, 2006; Rampey AM, 2007; Serrano C, 2013; Chen G, 2013; Zhou GW,
2015).

La traqueostomia se puede colocar por debajo de la estenosis como una urgencia, pero suele

agravar y dificultar la solucion quirtrgica posterior, ain colocandola un experto. Si es

permanente tiene multiples complicaciones como las infecciones, fonacion y socializacion.

La solucion de las estenosis traqueal consiste en resecar la zona afectada o evitar la obstruccion
de la luz, sin embargo los buenos resultados dependen de un diagnoéstico correcto, precoz para
una preparacion quirdrgica y realizando una cirugia impecable, con seguimiento adecuado del
postoperatorio. Los tratamientos paliativos pueden en ocasiones resolver la obstruccion pero en
la mayoria de los casos presentan altos indices de morbimortalidad. En estos casos seria util el

trasplante para sustituir la porcion afectada y restituir la funcion del 6rgano (Delaere PR, 2012).
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Tratamiento médico

El tratamiento médico en los pacientes con estenosis traqueal, es multidisciplinario, ya que se
basa en mejorar las condiciones generales del paciente tratando las comorbilidades antes de ser
sometido a cirugia y mejorar la permeabilidad de la via aérea. Sobre todo esta enfocado en
tratar la insuficiencia respiratoria con el aporte adicional de oxigeno, administrado por medio
de diferentes dispositivos como cédnula nasal o mascarillas, la efectividad de cada uno esta
determinado por su capacidad de proveer la cantidad de oxigeno requerido de acuerdo al patron
respiratorio (gasometria y pulsoximetria) y lograr la saturacién de oxigeno por encima de 93%,
manteniendo el bienestar cardiovascular y mental. También se puede utilizar la ventilacion
mecanica no invasiva con presion positiva con mascara (CPAP) en insuficiencia respiratoria
reduce el trabajo y la fatiga respiratoria por incremento del volumen corriente, tiene sus

indicaciones y contraindicaciones muy definidas (Moretti M, 2000; Snow V, 2001).

La utilizacion de corticoesteroides es controvertido, ya que son utiles para disminuir el proceso
inflamatorio, pero después de realizar la cirugia terapéutica pueden retrasar el proceso de
cicatrizacion. Es importante prevenir infecciones y facilitar la expectoracion de las secreciones

por medio de antibiodticos y nebulizaciones (Branson R, 2004; Fu E, 2004).

Tratamiento quiruargico

Reseccion traqueal con anastomosis termino terminal

Se administra anestesia general, y premedicacion sin deprimir la ventilacion, intubando con
canula adecuada (5 o 6) si el paciente tiene traqueostomia se cambia la canula por un
flexmetélico. La via de abordaje quirtrgico puede ser cervical para acceder a laringe y traquea
cérvico-toracica o abordaje cervical con esternotomia parcial para traquea toracica baja y

toracotomia derecha para las estenosis en carina traqueal.

Se localiza la estenosis y se libera la traquea cerca de la pared para evitar lesionar los nervios
recurrentes. Se contintia con la seccion de la traquea por debajo de la estenosis con intubacién

para mantener la ventilacion con jet y posteriormente con la seccion de la traquea por arriba de
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la estenosis y aproximacion de los extremos con sutura reabsorbible, y sutura continua en la
pars membranosa y con puntos sueltos en el resto. Cuando se anudan los puntos de la cara
anterior se flexiona la cabeza del paciente para disminuir la tension de la sutura. Se protege la
la linea de sutura sobreponiendo la tiroides y/o el timo, se pueden colocar drenajes Redon o

Blake (Finlayson G 2009; Slinger PD, 2010).

En el pos-operatorio se deben administrar antiinflamatorios esteroideos para evitar el edema,
los analgésicos para disminuir el dolor, y para reducir la posibilidad de broncoaspiracioén se
recomienda alimentacién por sonda nasogastrica por 8 o 10 dias. Se debe favorecer la
eliminacion de las secreciones con nebulizaciones y disminuir la tension excesiva en la sutura
traqueal con flexion cervical durante 7-15 dias. Los antibioticos se deja bajo el criterio del
cirujano, no se aconseja realizar fibrobroncoscopias, a menos que se produzcan atelectasias o

sospecha de dehiscencia de la sutura y como control al mes de la intervencion.

Las complicaciones més frecuentes se exponen en el siguiente cuadro, sus causas, sintomas y
tratamiento. La mortalidad se presenta entre un 2,4 - 4,5%, la principal causa es la dehiscencia
de la sutura y las mediastinitis con o sin fistula traqueoarterial y otras complicaciones generales

(Cuadro 4).

Cuadro 4. Complicaciones del tratamiento quirargico

Complicacion Etiologia Sintomas Tratamiento

Edema en la Trauma quirurgico Disnea Corticoterapia

sutura, edema Intubacion temporal

subglético

Granulomas Trauma quirurgico Disnea Extirpacion de los
Reaccion a la sutura puntos
Hipoperfusion Terapia laser
sanguinea Dilatacion

Dehiscencias Infeccion Estridor y enfisema Antibioticoterapia
Tension de la sutura  cérvico mediastinico Cirugia urgente
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Fistula traqueo- Dehiscencia pequefia Esputos hemoptoicosy  Antibioticoterapia
arterial e infeccion hemoptisis masiva Insuflacién con
(tronco balon
braquiocefalico) Cirugia
Reestenosis Necrosis Disnea, estridor Antibioticoterapia
inflamacion, Terapia laser
infeccion, tension, en Dilatacion
la sutura, dehiscencia Cirugia
Disfunciones Paralisis del Disfonia Intubacion,
Laringeas recurrente uni o Tos Traqueostomia
bilateral, temporal o temporal
permanente Tuboen T
Broncoaspiracion Alimentacion SNG
Aplastamiento Intubacion
laringeo y luxacion Nasotraqueal
de aritenoides

2.3 Trasplante de traquea

El tratamiento definitivo en estenosis traqueal extensa es el reemplazo del segmento afectado o
trasplante de traquea, el trasplante alogénico no ha tenido éxito (Boglioneet al., 1997), debido a
que repetidamente se ha trasplantado en forma convencional como si fuera un 6rgano unico y
avascular, lo cual ha llevado inevitablemente a la necrosis del tejido injertado (Delaere, 2010),
aun con el uso de promotores del crecimiento y de la vascularizacion (Olmos et al., 2006). El
trasplante de traquea debe ser considerado un trasplante de tejido compuesto, con reparacion de
tejidos complejos, lo cual implica reparar la irrigacion sanguinea y el manejo de
inmunosupresores (Delaere, 2010). Aln considerando lo anterior, la revascularizacion de la
traquea envuelta en tejido vascularizado no es posible debido a la movilidad permanente del

organo y la exposicion directa de la via aérea al medio ambiente (Salmeron et al., 1998).
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Se demostrd, que la tnica forma de lograr revascularizacion de la traquea es colocandola
inmersa en un tejido vascularizado inmévil de un huésped adecuadamente inmunosuprimido
(Genden et al., 2002). Esto implica tomar una traquea de donante aldégrafo, implantarla en la
fascia del antebrazo de receptor previamente inmunosuprimido, implantar células de la lengua
en forma periddica en la mucosa de la porcion de traquea implantada, y cuatro meses después
se traslada el injerto a la region cervical. De esta manera el procedimiento descrito por Delaere
es muy complicado e implica un largo periodo de tiempo con consecuencias en el pronostico

(Deleare, 2010).

Recientemente se ha logrado el trasplante de traquea por medio de la ingenieria de tejidos,
utilizando traquea de donante descelularizada y células madre del receptor. Este procedimiento
ha revolucionado los conceptos existentes, aportando una opcidn viable en el tratamiento de la

estenosis traqueal extensa (Birchall et al., 2008).

Se han implementado tecnologias en ingenieria de tejidos que ya han generado remplazos de
distintos 6rganos (Schenke-Layland et al., 2011) y tejidos, por medio de las cuales se obtienen
matrices bioldgicas o artificiales para ser utilizadas como andamiaje para crecimiento y
revestimiento de células madre del receptor (Atala et al., 2006). La ingenieria de tejidos debe
conservar las caracteristicas originales anatomicas y funcionales de los 6rganos generados en
caso de la traquea debe ser rigida en sus paredes laterales, flexible (Neville et al., 1990),
también tiene que ser hermética y que no colapse durante los cambios de presion ejercidos

durante la ventilacion y que cuente con su epitelio ciliado.

En la década de los 90 se usaron materiales sintéticos poliméricos o de hidrogel para crear
cartilago, con malos resultados preclinicos ya que inducen una potente respuesta inflamatoria
(Britt et al., 1998). Se implant6 una estructura compuesta de un stent tubular de silicio envuelto
con un injerto epitelial obtenido de la mucosa interna de la oreja, una malla de polipropileno
para sustituir el cartilago traqueal y fascia toracica lateral como suministro vascular con buenos
resultados en las primeras 2 semanas, sin embargo, se presentaron complicaciones a largo plazo
con el desarrollo de estenosis, crecimiento de glandulas, y la acumulacién de secreciones

mucosas debido a la falta de funcién mucociliar (Okumus et al., 2005). Se ha propuesto
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(Kanzaki et al.,2006).

2.3.1 Trasplante en México

En estos momentos en México diversos centros hospitalarios son capaces de tratar la estenosis
traqueal con reseccion y anastomosis con mucho €xito pero aun asi la extension y densidad
poblacional requiere que se atienda esta patologia en otras regiones del pais. A pesar del
desarrollo en estos hospitales la estenosis traqueal extensa sigue sin solucion y no existen
evidencias en los ultimos afos del desarrollo de las nuevas tecnologias en ingenieria de tejido
para generar injertos viables para trasplante en esta patologia de las vias respiratorias,
probablemente este silencio se debe a la implementacion de esta tecnologia en estudios
experimentales en el area, para posteriormente pasar a su aplicacion clinica (Garrido-Cardona

RE, 2015).

En el Instituto Nacional de Ciencias Médicas y de Nutricién Salvador Zubiran los Doctores
Jaime Villalba y Patricio Santillan Doherty junto con los investigadores Rogelio Jasso Victoria,
J. Ratl Olmos (Olmos et al., 2004) Zudiga, J. Alfredo Santibanez Salgado, Avelina Sotres
Vega, (Sotres et al., 2006) Miguel Gaxiola Gaxiola y Matilde Baltazares Lipp, han formado un
equipo y han realizado contribuciones en la promocioén de la cicatrizacion con el uso de
moduladores para la cicatrizacion, y preservacion de injertos en trasplante traqueal (Olmos et

al., 2007).

2.3.2 Tipos de injertos

Autoinjertos

Son los injertos obtenidos del mismo individuo colocandolo en el mismo sitio o implantandolos

en otro sitio o nicho.

En trasplante traqueal se han utilizado tejidos autdlogos, como sustitutos pero la complicacion
mas comun es la recidiva de la estenosis. Con injertos de cartilago de las costillas y parche

pericardico no se ha logrado restaurar la traquea funcional estable (Jacobs JR. 1988; Birchall
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M, 2008).

Otros injertos se han construido con tejidos como colgajos miocutaneos en el que se insertaron
cuatro eslingas de condrocartilago cada 2 cm subdérmicamente, este colgajo se coloco
alrededor de una protesis traqueal de silicona en forma de Y (Novatech), sustituyendo un
segmento resecado de 12 cm. se colocd una traqueotomia en la unidn entre la traquea nativa y
la nueva trdquea y la endoprotesis se elimind al dia nueve. La aspiracion del arbol
traqueobronquial fue necesaria durante seis semanas para prevenir la obstruccion bronquial y la
neumonia debido a la descamacion de la piel y la falta de aclaramiento endoluminal. La
traqueotomia se mantuvo por dos afios. Se formo una estenosis en la union entre el colgajo y la
trdquea nativa requiriendo la extraccion del primer anillo de cartilago traqueal con
reanastomosis, el paciente no ha necesitado endoprotesis, inmunosupresion o traqueotomia,
pero si es indispensable la fisioterapia debido a la falta del revestimiento luminal y la resitencia
de los anillos de cartilago (Brichet A, 1999; Acosta L, 2004; Grillo HC, 2009; Leboulanger N,
2018).

Aloinjertos

Son los érganos, tejidos, células obtenidos de un individuo genéticamente diferente pero de la
misma especie. Es importante en estos casos la compatibilidad del grupo sanguineo y de las
moléculas HLA, debido a que no pueden ser iguales al 100 %, en estos caso es indispensable la

terapia inmunosupresora.

La antigenicidad de los injertos traqueales no esta clara se han realizado trasplantes alogénicos

histocompatibles sin inmunosupresores con cierto éxito (Liu 'Y, 2001).

Otros investigadores reportan en trasplantes alogénicos poco ¢éxito en injertos de nueve anillos
traqueales con el desarrollo de inflamacion, estenosis, vasculitis, necrosis, fistulas, hemorragia
y destruccion del cartilago con insuficiencia respiratoria y la muerte del animal (Kushibe

K,2001; Olmos JR, 2006).

Materiales sintéticos
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Se ha intentado el reemplazo del segmento traqueal con multiples materiales sintéticos pero

inducen infeccion, extrusion o estenosis.

Se utiliz6 un stent tubular de silicio revestido en la porcidn interna con mucosa de la oreja, y la
superficie externa envuelta con una malla de polipropileno para sustituir el cartilago traqueal,
cubierto con fascia toracica lateral como suministro vascular, con buena evolucion durante las
primeras semanas, presentindose complicaciones a largo plazo por el desarrollo de estenosis,
crecimiento de glandulas, y la acumulacion de secreciones debido a la falta de funcion
mucociliar (Okumus et al., 2005). Con la finalidad de reestructurar el epitelio traqueal se han
implantado sobre mallas artificiales células de epitelio respiratorio de conejos, logrando su
proliferacion en las zonas cercanas a la sutura de anastomosis, pero no en la parte central del

injerto (Kanzaki et al.,2006).

Injertos generados por bioingenieria

La bioingenieria genera injertos funcionales de distintos oOrganos y tejidos sin respuesta
inmunolégica, utilizando matrices biologicas o artificiales que funcionan como estructura o
andamio para el crecimiento de células del receptor, en trasplantes (Atala et al., 2006; Schenke-
Layland et al., 2011). Los injertos producidos deben preservar las caracteristicas anatomicas y
fisiologicas de los 6rganos nativos. En el caso del injerto traqueal este debe conservar su
rigidez en las paredes laterales y ser flexible longitudinalmente para no colapsar durante la
ventilacion, debe ser hermético y contar en el lumen con un epitelio cilindrico ciliado
pseudoestratificado. Los materiales utilizados deben biocompatibles, no toéxicos, no antigénicos
y sus caracteristicas estructurales han de evitar la colonizacion bacteriana y facilitar su

implantacion quirargica (Neville et al., 1990; Barrera-Ramirez E, 2016).

Las matrices son una red tridimensional con porosidad y microambiente adecuado para permitir
la implantacion, adhesion, crecimiento y diferenciacion de las células del receptor para su
regeneracion. Pueden ser bioldgicas de un donador de la misma especie (matrices alogénicas),
de un donador de diferente especie (matrices xenogénicas), sintéticas o combinadas (Conconi

MT, 2005).
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Las matrices bioldgicas son obtenidas de un tejido traqueal donado, eliminando las c€lulas para
no desencadenar una respuesta inmune y de rechazo, debido a que la descelularizacion no es

completa se puede montar el rechazo en algunos casos (Bayrak A, 2010; Badylak SF, 2012).

Durante el proceso de eliminacidon celular se pueden dafiar las estructuras de coldgena, las
fibras elasticas, los proteoglicanos y glucosaminoglicanos perdiendo sus caracteristicas de
resistencia y rigidez (Schenke-Layland K 2003; Baiguera S, 2010; Schaefer L, 2010; Hinderer
S, 2012).

Los injertos deben esterilizarse antes de implantarse y preservarse en congelacion teniendo en
consideracion el deterioro de su estructura por la proteolisis activada a 4°C. Las matrices son
regeneradas en biorreactores, como dispositivos necesarios para la interaccion con células y
moléculas, en las condiciones ideales, controlables y reproducibles. Es uno de los factores
determinantes en la distribucion de las células en el andamio, el suministro de nutrientes y la
eliminacion de productos de excrecion. También provee de fuerzas de tension que contribuyen
en el desarrollo y diferenciaciéon del tejido (epitelio y funcion ciliar), angiogénesis y actividad
metabolica. El éxito en la regeneracion o acondicionamiento depende de los tipos de células
utilizadas, las condiciones en el biorreactor y las propiedades de la matriz. Las células madre de
médula 6sea, sangre periférica y tejido graso son las mas ttiles en estos procesos ya que tienen
una gran capacidad de diferenciacion. Los condrocitos para regenerar el cartilago se obtienen
del cartilago auricular, costal, del tabique nasal, hueso y articulaciones. Para la regeneracion de
las células epiteliales de las vias respiratorias se obtienen células de la mucosa traqueal o nasal,
ya que es indispensable como barrera fisica para evitar la proliferacion bacteriana y mantener
las funciones metabdlicas y reguladoras de la via respiratoria, ya se ha logrado construir
injertos traqueales por medio de esta tecnologia (Vacanti CA, 1994; Walles T, 2004;
Pfenninger C, 2007; Go T, 2010).

Se han realizado injertos con matrices que nos son traqueales como segmentos de yeyuno
porcino descelularizados y sembrados con células musculares y fibroblastos humanos para
reemplazar el tejido conectivo con ausencia de rechazo (Jungebluth P, 2009). También se han

utilizado matrices de aorta y endoprotesis hasta su regeneracion (Martinod E, 2018).
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Las matrices sintéticas construidas con diferentes biomateriales como polimeros o hidrogeles se
han utilizado para crear cartilago, con malos resultados preclinicos ya que inducen una potente
respuesta inflamatoria (Britt et al., 1998). Frente a estos inconvenientes se han propuesto
materiales alternativos como polipropileno monofilamentoso reforzado con Dacron (polimeros
sensibles a la temperatura) que facilitan la adherencia de las células epiteliales a la luz del

injerto traqueal (Kanzaki M, 2006).

Las matrices bioldgicas frente a las sintéticas tienen amplias ventajas como su composicion
anatomica natural, no liberan productos toxicos, y desempefian un papel activo en la funcion de

la proliferacion, migracion y diferenciacion celular (Kim BS, 2000; Schmidt CE, 2000).

Actualmente se fusionan matrices bioldgicas con materiales sintéticos (biopolimero de poly-¢-
caprolactona) parar fortalecer los injertos, sembradas con células madre autdlogas, aplicando
factor transformador del crecimiento [ para generar injertos y tratar estenosis traqueal
congénita realizando un seguimiento clinico durante dos afios sin complicaciones (Sato T,

2008; Elliott MJ, 2012).

2.3.3 Técnica quirurgica del trasplante de traquea

Se administra anestesia general previa premedicacion con el objetivo de permeabilizar la via
aérea, interfiriendo lo menos posible con la actividad quirtrgica. Dependiendo del grado de
estenosis se pueden utilizar varias técnicas, como la intubacion por encima de la estenosis con
ventilacion jet de baja frecuencia, la intubacion retrograda a nivel del cartilago cricotiroideo o
la cricotiroidotomia percutanea por dilatacion. Si la via aérea aun es permeable se intuba a
través del estoma introduciendo el fibrobroncoscopio para pasar una guia metéalica atraumatica
de 0.98 mm, por la obstruccion traqueal (funciona como conductor para intercambiar
posteriormente los tubos) colocando un tubo orotraqueal 6.0 hasta el segmento distal por

encima de la carina.

Se realiza la reseccion del segmento traqueal con estenosis, se retira el tubo orotraqueal hasta

las cuerdas vocales, se coloca un tubo orotraqueal 5.0 con balén de 30 cm a través del injerto
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donado y se intuba el segmento traqueal distal para ventilacion y para su anastomosis junto con

los troncos arteriales y venosos de cuello y torax (Figura 3). Se continua con la sutura del

segmento proximal de la traquea, avanzando el tubo orotraqueal que estaba en las cuerdas

vocales al segmento trasplantado con cuidado de no lesionar la sutura distal, habiendo retirado

el anterior (Figura 4).

Figura 3. Reseccion traqueal

Seccibn Wﬁae/ve
A‘-’J/Tﬂe e g

El esquema muestra la reseccion del segmento traqueal afectado y la colocacién del tubo

orotraqueal para conservar la ventilacion.
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Figura 4. Implantacion de injerto y sutura de anastomosis proximal y distal

El esquema muestra la sutura proximal con puntos separados del injerto traqueal y las suturas

de referencia que indican los estremos para realizar la anastomosis distal del injerto.
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Al finalizar se procede a la extubacién en quir6fano el paciente debe respirar espontaneamente,
por el riesgo de isquemia y reestenosis de la traquea trasplantada, cumpliendo con los criterios
de extubaciéon (Cuadro 5), evaluando los gases arteriales, volumen corriente, frecuencia
respiratoria y presiones en la via aérea. Se deja un intercambiador de tubos o guia metalica en
la via aérea, para facilitar su permeabilizacion en caso de ser necesario en el posoperatorio

retirdndose después de 24 horas (Ihra G, 2000; Mentzelpoulos SD, 2002).

Cuadro 5. Criterios de Extubacion

Criterios de extubacion

Estabilidad hemodinamica PAM mayor de 70 mmHg
FC menor de 100 latidos/min (sin vasopresores)
Paciente consciente Evitar la broncoaspiracion
Frecuencia respiratoria < 20/min
Gases arteriales PIP >15 cmH,0O

PEEP <5 cmH,0

Fuga aérea Fibroscopia ausencia de edema y fuga

(Rivera EG, 20006)

Se debe pasar al paciente a terapia intensiva, es importante vigilar los liquidos para no generar
edema y obstruccion de la via aérea y la integridad de la sutura (Hautmann H, 2000; Brodsky

JB, 2001).

La revascularizacion

La revascularizacion del injerto traqueal es un elemento indispensable para el éxito de la
cirugia ya que cuando no es adecuada promueve la re estenosis y se puede utilizar la manera

directa e indirecta (Nakanishi R, 1993; Delaere PR, 1995).

En la vascularidad del injerto traqueal de manera directa la arteria tiroidea superior proporciona

el 80% de la irrigacion, nutre 13 anillos traqueales y es suficiente para la supervivencia del
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tejido. La parte distal del injerto depende de la arteria subclavia, intercostal, mamaria interna y

bronquiales (Khalil-Marzouk JF, 1993).

La irrigacion de la traquea es en segmentos penetrando los pequefios vasos entre los cartilagos
por lo que una transferencia microvascular no es posible, para promover la irrigacion de la

traquea trasplantada se puede recurrir a la forma indirecta (Hondt MD, 2016).

Por este motivo para mejorar la revascularizacion de manera indirecta en este trabajo se
implementé el acondicionamiento del injerto, colocandolo en un lecho vascular como el
epiplon del cerdo receptor para transferirlo sin manipular el suministro de sangre, mediante el
crecimiento de capilares en la fascia del receptor que se unen con los de la adventicia del

injerto (Yao ST 1982; Pribaz JJ. 1994).

En algunos casos se ha reportado un buen resultado en trasplantes realizados sin el suministro
sanguineo directo o indirecto y sin administar terapia inmunosupresora (Yun L, 1993; Delaere

P, 2016).

Se ha implementado una técnica quirargica llamada trasplante dividido de la traquea dividiendo
el injerto traqueal en su porcion media, facilitando el crecimiento de los vasos sanguineos sin

presentar isquemia o estenosis después de 2 meses (Grillo HE, 1983;Yokomise H, 1996).

Para mejorar la irrigacion del tejido en diversas patologias y en otros trasplantes, se promueve
la vasodilatacion, utilizado la administracion de PGD E1. En trasplante de traquea no hay
reportes de su aplicacidon sin embargo en este trabajo se aplicard sobre la capa interna de uno de
los injertos para mejorar la irrigacion y mejorar la sobrevida de las células reduciendo su

apoptosis (Zeng K, 2015; Bharathan VK 2016; Gezginci-Oktayoglu S, 2016; Maida K, 2016).

PGD E1

Las prostaglandinas son productos del acido araquidénico (4cidos grasos esenciales de 20
carbonos), llamados eiccosanoides que se sintetizan y liberan localmente con una vida media

corta, no se almacenan, siempre se sintetizan de novo, y son degradados rapidamente en
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higado, pulmoén o riiidon. El acido araquiddnico se almacena formando parte de los fosfolipidos
de la membrana celular y se obtienen de la dieta o derivan del metabolismo del 4cido linoleico
con muy pequeila concentracion libre en la célula. Con estimulos fisicos, quimicos o mecéanicos
son metabolizados por la ciclooxigenasa, obteniendo prostaglandinas, tromboxanos y
prostaciclina (prostanoides), por las lipoxigenasas, se producen leucotrienos y lipoxinas y la

citocromo P-450, origina los productos de la via epoxigenasa.

Las prostaglandinas de las series 1,2,3 difieren en la cantidad de las uniones dobles (3,4,5) en la
cadena lateral de sus carbonos. En el ser humano predomina la serie 2. La 1 y 3 son importantes
en animales maritimos, y son abundantes en esquimales, por el tipo de alimentacion (Funds

Dissemination Committee 1995, Frolich JC, 1997).

Existen isoformas de la enzima ciclooxigenasa, la 1 (COX-1), 2 (COX-2) y 3(COX-3). La
COX-1 esta presente en la mayoria de las células del organismo y media las funciones basales,
como la citoproteccion gastrica frente a irritantes exdgenos y enddgenos, su inhibicién ocasiona
dafio de la mucosa. En cambio, la expresion de la COX-2 es inducida por citocinas, factores de
crecimiento y otros producidos en procesos inflamatorios. Su sintesis puede inhibirse por
glucocorticoides y antiinflamatorios no esteroideos (Goodman and Gilman's, 2012; Clark WG,

1993).

El catabolismo de las prostaglandinas por omegahidroxilacion en tejido pulmonar es muy
rapido y un solo paso basta para inactivar el 90% de una dosis exdégena de PGE1, PGE2 o
PGF2. La deshidrogenacion en el rifién, pulmoén y utero en C15 es el mecanismo fisiologico
mas rapido e importante en la inactivacion de las prostaglandinas; en tanto, la PGI2 es la nica

que pasa por la circulacion pulmonar sin inactivarse (Melmon KL, 1992).

Las poderosas acciones biologicas de las prostaglandinas (biologicas o sintéticas) son
aprovechadas terapéuticamente en diversas patologias como citoprotectores gastricos,
vasodilatadores y promotores de la constriccion del musculo liso (dilatacion del conducto
arterial en el recién nacidos, induccién del parto, expulsion del feto muerto, induccion de

aborto, circulacion extracorporea (derivacion, didlisis, hemoperfusion) en isquemia de los
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miembros inferiores y embolia pulmonar (Herschman HR. 1996; Fernandez Duharte J, 2015).

La PGE1 favorece la vasodilatacion prolongada y por tanto aumenta el flujo sanguineo en la
microcirculacion, y potencia la accion de otros mediadores, como la bradicinina y serotonina,
capaces de incrementar ain mas la permeabilidad vascular y activar las terminaciones nerviosas

(Rang HP, 1992).

La prostaglandina E1 o alprostadil (prostavasin) se utiliza para fines terapéuticos en las
enfermedades oclusivas graves de las arterias periféricas. La dosis inicial ordinaria es de 50-
100 ng/kg/min en infusion intravenosa (IV), y a continuacion se reduce lo mas posible la dosis,
pero se mantienen los efectos deseados. Las reacciones adversas mas frecuentes son rubor,
apnea, hipotension, bradicardias o taquicardias, fiebre y convulsiones. También se han descrito
paros cardiacos, edema, diarrea, coagulacion intravascular diseminada y trastornos motores de
origen nervioso. Esto efectos desaparecen con rapidez al suspender el tratamiento. También es
util en la enfermedad de Raynaud con infusiones de 0,1 g/kg/min. (Pérez Herndndez BG,

2002).

Reinervacion

La reinervacion del injerto traqueal implica multiples dificultades, y se puede recuperar la
sensibilidad logrando la inervacién simpdtica y parasimpatica que siguen a los grandes vasos

recobrandose después de tres meses el tono en los pliegues del tejido.

La reinervacion implica la reanastomosis de los nervios laringeos recurrentes seccionados sitio
donde se forma un neuroma con pérdida de fibras nerviosas y unidades motoras, incluso se
produce una mala direccion de las fibras que se regeneran y aunque se recuperen parcialmente

sus funciones, su actividad es disinérgica (Rose KG, 1979; Balderman SC, 1987).

Inmunosupresion

Se utilizan inmunosupresores, en trasplantes traqueles con injertos alogénicos para evitar el

rechazo, principalmente el tacrolimus asociado a esteroides y micofenolato de mofetilo. En
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algunos casos se utilizan anticuerpos monoclonales o policlonales (Khalil-Marzouk JF, 1993;

Grillo HC, 1995).

Complicaciones

El rechazo del injerto en el trasplante traqueal puede generar un proceso inflamatorio mediado
por la respuesta inmune, ocluyendo la via aérea ameritando la intubacion guiada por
fibroendoscopia para conservar el flujo aéreo sin lesionar la suturas. La reestenosis es frecuente
y es necesario mantener la via aérea permeable por medio de la colocacion de endoprotesis

(Natalini G et al, 2000; Biro P et al., 2000; David I, et al., 2001).

La dehiscencia de las suturas hace casi imposible recuperar la via aérea, la isquemia y necrosis
también impide la sobrevivencia del injerto y es necesario realizar como medida de rescate la
colocacioén de una traqueostomia permanente. El sangrado de las anastomosis arteriales de la
arteria carétida, innominada y/o mamaria o de las venosas hace complicada la introduccion del
fibrobroncoscopio debido a que la sangre inunda el campo visual y el paciente entra en choque
hipovolémico y paro cardiorrespiratorio requiriendo la reintervencion quirurgica inmediata.
Otras situaciones que pueden complicar la evolucion son las infecciones acumulacion de
secreciones y broncoespasmo (Grillo HC, 1990; Arroyave Paramo HD, 2008; Baiguera et al.,

2010).

41



3. Metodologia

3.1 Diseiio de la investigacion
Investigacion experimental, correlacional
3.2 Descripcion de los procedimientos metodoldégicos

Para realizar el trasplante se obtuvieron los injertos de traqueas de cerdos sacrificados con otros
propositos. Las traqueas se entregaron al laboratorio de ingenieria tisular asi como células
epiteliales de mucosa nasal para obtener los injertos y realizar los siguientes trasplantes sin

Inmunosupresion:

Trasplante 1: injerto alogénico descelularizado acondicionado (IAD)

Trasplante 2: injerto alogénico descelularizado acondicionado (IAD)

Trasplante 3: injerto alogénico nativo criopreservado acondicionado (IANC)

Trasplante 4: injerto alogénico descelularizado reforzado acondicionado (IADR)

Trasplante 5: injerto autdlogo (IAUT)

El trasplante se realizo sin dafar a los animales cumpliendo con la norma NOM-0062-Z0O099
para su manejo, asi como la autorizacion por el comité de Bioética del Instituto de Ciencias
Biomédicas de la Universidad Autonoma de Ciudad Juédrez. Después de realizar el trasplante se

evaluo6 la evolucion, sobrevivencia y caracteristicas de los injertos.
3.3 Animales de experimentacion

Cinco cerdos Yorkshire, (peso aproximado de 23 a 35 kg) de ambos sexos y entre 4 y 5 meses
de edad, asignados al azar y que se utilizaron como receptores de los injertos de traquea, los
cuales recibieron todos los cuidados en el aérea de la unidad de cirugia experimental
cumpliendo con los espacios y cuidados reglamentarios de acuerdo a la norma NOM-0062-
70099 (Cuadro 6). Los cerdos son el modelo mas apropiado debido a que el tamafio y las

caracteristicas de la traquea son las mas parecidas a las del humano.
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Cuadro 6. Animales de experimentacion

Animales

Cerdo 1 M 23.8 kg 4 meses
Cerdo 2 M 35 kg 5 meses
Cerdo 3 M 33.8 kg 4 meses
Cerdo 4 H 31.2 kg 4 meses
Cerdo 5 M 27.8 kg 4 meses

3.4 Infraestructura

El procedimiento se realiz6 en el quirdfano de la Unidad de Cirugia Experimental del Instituto

de Ciencias Biomédicas de la Universidad Autonoma de Ciudad Judrez
3.5 Material quirurgico
Se utiliz6 un paquete quirtrgico (ropa e instrumental) para cirugia mayor (Cuadro 7).

Cuadro 7. Instrumental quirargico

Mango de bisturi nam. 3 (hojas 11 y 15) Pinzas de diseccion con dientes (15 cm)
Tijeras Littauer (14 cm) Pinzas Allis (15 cm)

Tijeras Lister (14 cm) o tijeras Bergmann (23 cm) Pinzas Foerster (18 cm)

Tijeras Mayo rectas (15 cm) Portaagujas Hegar-Mayo (16 cm)
Tijeras Metzembaum Rifidon o bandeja rectangular metalico
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Pinzas Kelly (14 cm) Pinzas herinas,
Pinzas Halsted curvas (12.5 cm) Separadores Farabeuf.
Pinzas Rochester-Pean (14 cm) Jeringa Asepto

Pinzas de diseccion sin dientes (15 cm)

Suturas Otros |

Vicryl 3-0 Jeringas desechables 5ml
Vicril 2-0 Tubo endotraqueal 4Fr
Nylon 3-0 (monofilamento)

3.6 Obtencion de los injertos

Las cuatro traqueas utilizadas como injertos se obtuvieron de cerdos sacrificados con otros
propositos, se retird todo el tejido hasta dejar las traqueas limpias y se entregaron al laboratorio
de ingenieria tisular para su procesamiento. Las traqueas fueron descelularizadas y

acondicionadas.

El proceso de descelularizacion se llevo a cabo en una traquea con el método de triton 100x y
con dos traqueas se utilizo el método enzimdtico con desoxicolato, una de estas fue reforzada
con un polimero de caprolactona por la superficie externa y revestido en la superficie interna
con c¢lulas del epitelio nasal del cerdo receptor (Manchen G, 2017). Una traquea no fue tratada
y solo fue preservada en congelacion. Estos tejidos fueron esterilizados y criopreservados a -

80°C antes del acondicionamiento.

Acondicionamiento

El acondicionamiento consistid en colocar las traqueas descelularizadas y la nativa
criopreservada previamente descongeladas en el epipléon abdominal del cerdo receptor del

injerto (Klepetko W, 2004).

En todos los casos, se realizd el mismo procedimiento en el quirdfano, el cerdo 1 recibid el

injerto alogénico descelularizado con triton 100x, el cerdo 2 el injerto alogénico
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descelularizado con desoxicolato, el cerdo 3 el injerto alogénico nativo criopreservado y el

cerdo 4 el injerto alogénico descelularizado y reforzado.

Se premedic6 a los cerdos con Clorohidrato de ketamina 3.5 mg/kg (Anesket, PiSA),
Clorohidrato de xilacina a 5 mg/kg (Rompun, Bayer) I.M y fueron canalizados con solucion
Hartman (500 mL). Se anestesiaron con propofol 1.9 mg/kg (Recofol 200mg/20 mL PiSA), y
se vigilo el volumen de liquidos y la oxigenacidén. Se colocaron en posicion decubito supino, se
realizd asepsia y antisepsia de la region abdominal, colocando los campos quirurgicos estériles
delimitando el abdomen. Se practicé una incision longitudinal media, disecando hasta llegar a
la cavidad abdominal se localizando el epiplon envolviendo el injerto fijandolo con puntos de
sutura de vycril 3-0 y se procedi6 al cierre de la pared, suturando la aponeurosis con vycril 3-0
y piel con puntos de Sarnoff con nylon monofilamento 3-0, cubriendo la herida pasando a los
animales a recuperacion bajo vigilancia estrecha hasta salir de la anestesia. Se aplicaron 1.5 mL
de moxifloxacino intramuscular (Avelox sol 400 mg amp 250 mL, Bayer lot BX68221 oct
2015) 10 mg de prednisona cada 12 hrs via oral (Meticorten tab 5 mg, Schering-Plough), y
analgésico carprofeno 5% 1.2 mL intramuscular cada 24 horas por dos dias (Centrovet, 100
mL/5g, Ehlinger) y caprofeno via oral 1 tab cada 24 hrs (Carprobay 50 mg Bayer) hasta su
siguiente procedimiento, aplicando moxifloxcino diariamente intramuscular (Avelox sol 400
mg amp 250 mL, Bayer lot BX68221 oct 2015) (Remlinger, 2010). Vigilando diariamente los
signos vitales y la herida en el area de cirugia experimental en condiciones y espacio
adecuados. Transcurridos 15 dias en el cerdo 1 se obtuvo el injerto y en los cerdos 2, 3 y 4 se
retird después de 8 dias para finalizar el acondicionamiento y realizar el trasplante (Martinod,

2013).

Biopsia mucosa nasal

En el quir6fano de la unidad de cirugia experimental bajo anestesia general, se aplica
antiséptico local, solucion de superoxido (Microdacyn, More Pharma) y se toma una muestra
de la mucosa nasal colocandola en un tubo de 5ml, se canaliza con solucion fisiologica al cerdo
receptor del injerto, y se coloca en la posicion adecuada para tomar un biopsia de mucosa nasal

y se proporciona al laboratorio de ingenieria tisular para su procesamiento (Conconi et al.,
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2005). Se utilizaron las células para colocarlas en la porcion interna del injerto durante su

proceso de acondicionamiento para favorecer la reepitelailizacion durante su implante.

3.7 Trasplante de traquea con técnica convencional sin inmunosupresion

Para realizar los trasplantes se obtienen los injertos acondicionados del epiplon de cada cerdo

para utilizarlo en los trasplantes utilizando el mismo método en cada caso (Cuadro 8).

Cuadro 8. Injertos utilizados en los trasplantes

Trasplante Animales Injertos Tiempo de

acondicionamiento

Trasplante 1 Cerdo 1 Injerto alogénico descelularizado 8 dias
acondicionado (IAD)

Trasplante 2 Cerdo 2 Injerto alogénico descelularizado 8 dias
acondicionado (IAD)

Trasplante 3 Cerdo 3 Injerto alogénico nativo criopreservado 8 dias
acondicionado (IANC)

Trasplante 4 Cerdo 4 Injerto alogénico descelularizado 15 dias
reforzado acondicionado (IADR)

Trasplante 5 Cerdo 5 Injerto autodlogo (IAUT) 0 dias

Obtenciodn del injerto acondicionado

En el quir6fano, se pre medicaron a los cerdos y fueron canalizados con solucion Hartman (500
mL). Se anestesiaron con propofol 1.9 mg/kg (Diprivan 200mg/20 mL al 1% Astra Zeneca),
vigilando el volumen de liquidos y la oxigenacion. Se colocaron en posicién decubito supino
con hiperextension cervical, se coloc6 sonda endotraqueal numero 4 se realizd asepsia y

antisepsia en la region cervical y abdominal, colocando los campos quirurgicos estériles
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delimitando el abdomen. Se practicé incision longitudinal media, disecando hasta llegar a la
cavidad abdominal, para obtener el injerto acondicionado cortando los puntos que lo fijaban
despegando cuidadosamente el tejido para liberarlo, posteriormente se lava y se deja en
solucion fisioldgica y se procede a cerrar la pared abdominal, a continuacion se colocaron
campos nuevos en la region cervical para proceder con el trasplante.

Trasplantes

En el mismo tiempo quirtrgico-anestésico y después de obtener los injertos, se colocan los
campos quirurgicos a la region cervical con previa asepsia y antisepsia realizando una incision
transversa en region anterior del cuello, disecando tejido celular subcutaneo, planos
musculares, hasta la region anterior de trdquea y caras laterales con diseccion roma de la cara
posterior, separando la pars membranosa de la cara anterior del es6fago con una extension de 6
cm., se coloca un penrose nimero 18 rodeando la traquea, se ponen puntos laterales de
referencia con vicryl 2.0 (Gauria, 2006). Se procedi6 a seccionar la traquea a 7 cm por debajo
del cartilago cricoides y se introduce canula traqueal para ventilacion en la porcidon distal
cambiando la ventilacidon con ambu a dicha canula y se continud con la seccion la porcion
proximal de la traquea a 1 cm del cartilago cricoides, extrayendo la porcién traqueal disecada.
Después de la extraccion traqueal, se procede a implantar el injerto. En el caso del
autotrasplante solo se retiro el segmento resecado, se lavo en solucion fisiologica y
transcurridos 5 min se volvio a colocar. Al injerto reforzado antes de su implante se infiltré con
PGE1 con 5 ml de Prostavasin (Alprostadil 20 mcg Reg 057M201 ucb) aplicando sobre toda la
superficie con una aguja y jeringa, con la finalidad de aumentar el riego sanguineo (Scheffler P,

1989).

En todos los casos se practicd anastomosis de la porcion proximal con el injerto por medio de
puntos simples con separacion de 1 mm entre punto y punto con sutura absorbible tipo vycril 3-
0. Se retira la canula de la porcion distal y se desplaza la cdnula orotraqueal a lo largo de la luz
del injerto y de la trdquea distal suturando la porcion distal del injerto con la porcion distal de la
traquea del receptor con puntos simples separados Imm con sutura absorbible tipo vycril 3-0
corroborando aerostacia después de lo cual se procede al cierre quirirgico por planos con el

cierre del plano muscular hasta piel, cubriendo la herida con gasa estériles.
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Los animales trasplantados se pasaron a recuperacion bajo vigilancia estrecha hasta salir de la
anestesia. Durante los siguientes 10 dias se administraron antibidticos de amplio espectro y
analgésicos y antiinflamatorios como sigue: Ciprofloxacino 400 mg solucion 0,2% L.V
(Ciproxina Bayer Schering Pharma lote XB1047F cad oct 2014) 10 mg de prednisona cada 12
hrs via oral (Meticorten, tab 5 mg Schering-Plough), analgésico carprofeno 5% 1.2 mL
intramuscular cada 24 horas por dos dias (Centrovet, 100 mL/5g, Ehlinger) y caprofeno via oral
1 tab cada 24 hrs (Carprobay 50 mg Bayer)vigilando diariamente sus condiciones generales. La
herida se cura y cubre diariamente con apdsitos estériles en el area de cirugia experimental, en
las condiciones y espacio referido en la norma NOM-0062-ZO099. Transcurridos 7 dias se

retiraron los puntos (Delaere PR, 2012).

3.8 Evaluacion de la evolucion de los trasplantes

En cada trasplante se registro el procedimiento realizando un informe quirurgico y fueron
evaluadas las condiciones de la herida de los cerdos trasplantados y su evolucion clinica

durante el transoperatorio, el postoperatorio inmediato, mediato y tardio.

3.8.1 Transoperatorio

En todos los trasplantes se evaluaron las condiciones de la anastomosis, la presencia de fuga
aérea, sangrado, compromiso vascular, ventilacion, recuperacion de la anestesia del los cerdos

trasplantados.

3.8.2 Postoperatorio inmediato (24 horas), mediato (24 a 72 horas) y tardio (después de
72 horas)

Se observaron diariamente las condiciones de la herida quirurgica evaluando en todos los casos
la presencia de enfisema subcutaneo, sangrado, infeccion, inflamacidn, sutura y necrosis. Se
registro la evolucion clinica de los cinco cerdos, con la presencia o ausencia de disnea, estridor,

secreciones y las condiciones generales (capacidad de ponerse en pie, comer).
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3.9 Evaluacion del tiempo de sobrevida de los trasplantes
Se registro el tiempo de sobrevida del animal en horas o dias.
3.10 Evaluacion histologica pre-trasplante y post-mortem

3.10.1 Macroscopica

Se realiza una evaluacion histologica macroscopica de cada injerto a temperatura ambiente
observando la condiciones de la superficie interna, especificamente la luz traqueal asignando
+++++ a las dimensiones de la luz traqueal nativa, disminuyendo si se restringe la luz. De la
superficie externa del injerto, se observa su integridad, los vasos sanguineos presentes tomando
como control una traquea nativa con +++++ , si disminuyen, también decrecen las cruces y la

presencia de necrosis en cualquier zona del injerto (Cuadro 9).

Cuadro 9. Modelo de evaluacién histologica macroscopica de los injertos

Traquea Luz traqueal Necrosis Vasos sanguineos
Control A+ - PR
100 % 0% 100 %
++++ + ++++
80 % 4 % 80 %
+++ ++ +++
60 % 8 % 60 %
++ +++ ++
40 % 12 % 40 %
+ ++++ +
20 % 16 % 20 %
- -+ -
0% 20 % 0%
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El cuadro muestra los valores asignados en cruces y el porcentaje equivalente en relacion a la
traquea nativa como control que tiene la luz traqueal totalmente permeable asignando +++++
que equivale al 100%, el tejido control no presenta necrosis asignando un 0% y con los vasos

sanguineos adecuados se asignan +++++ con un 100%.
3.10.2 Microscopica

Se realiza la evaluacién microscopica tomando una biopsia de cada injerto y colocandola en
formol para posteriormente embeberla en parafina y realizar los cortes, fijacion en laminillas y
tincidn con eosina y hematoxilina para observarlos en microscopio 6ptico (10x). La evaluacion
microscopica consiste en registrar las condiciones de la superficie interna, (mucosa, presencia
de epitelio respiratorio), las condiciones de la submucosa, el cartilago, los vasos sanguineos, la
presencia de inflamacion, fibrosis y necrosis en cruces tomando como referencia la traquea
nativa. De la superficie externa interesa la presencia de tejido adiposo o inflamatorio y la
integracion de tejidos ya que los injertos se generaron por ingenieria tisular. Para la evaluacion

mas objetiva se utilizo la siguiente valoracion (Cuadro 10).

Cuadro 10. Modelo de evaluacion histoldgica microscopica de los injertos

Traquea Epitelio Cartilago Vasos Inflamacion Fibrosis Necrosis
sanguineos

Control ++H+++ +++++ 4+ - - -
100 % 100 % 100 % 0 % 0 % 0 %
44+ 4+ 4+ + + +
80 % 80 % 80 % 20 % 20 % 4%

+++ +++ +++ ++ ++ ++
60 % 60 % 60 % 40 % 40 % 8%
++ ++ ++ +++ +++ +++
40 % 40 % 40 % 60 % 60 % 12 %
+ + + 4+ ++++ 4+
20 % 20 % 20 % 80 % 80 % 16 %
- - - 4+ 4+ F+++
0 % 0 % 0 % 100 % 100 % 20 %
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El cuadro muestra los valores asignados en cruces y el porcentaje equivalente en relacion a la
traquea nativa como control si esta presente el epitelio en toda la superficie interna de la
traquea se le asignan +++++ que equivale al 100%, el cartilago si se encuentra integro es el 100
%, la presencia de los vasos en el tejido nativo (+++++). En la trdquea control no hay
inflamacion, fibrosis y necrosis 0%, si estdn presentes se asigna un valor en cruces y

porcentaje.

3.11 Analisis de los resultados
Se realizd el analisis casuistico correlacionando la sobrevivencia en tiempo y condiciones

clinicas de los trasplantes con los diferentes tipos de injertos.

4. Resultados

4.1 Implementacion de la técnica quirurgica de trasplante traqueal

Figura 5. Trasplante con la técnica quirtirgica convencional

En la fotografia A se muestra el corte en la porcion superior de la traquea, y la B muestra la

sutura proximal del implante y en la C se observa el injerto trasplantado.
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4.1.1 Informe quiruargico trasplante 1: Injerto alogénico descelularizado (IAD)

Bajo anestesia general con intubacion oro-traqueal, en posicion de decubito supino y
hiperextension cervical, previa asepsia, antisepsia y colocacion de campos estériles, se practica
incision transversa en region anterior e inferior del cuello de 10 cm de longitud, disecando por
planos dérmico, subcutaneo y muscular hasta llegar a la region anterior de la traquea, liberando
en forma roma las caras laterales y separando la pars membranosa que corresponde a la pared
posterior de la traquea de la cara anterior del es6fago en su tercio superior, teniendo estricto
cuidado en que la porcidn disecada corresponda a la porcion de traquea que se extirpd, cortando
el extremo superior a nivel del tercer cartilago traqueal con bisturi. Al igual que el extremo
inferior a nivel del octavo cartilago traqueal extrayendo la porcion de traquea disecada
intubando la porcion distal de la trdquea para mantener la ventilacion. Se procede a preparar el
injerto traqueal alogénico descelularizado, observando que las paredes estan reblandecidas, por
lo que se procede a efectuar la anastomosis proximal telescopada con puntos separados de
vicryl 3-0 (polyglactin 910), buscando disminuir el colapso de la porcion central del injerto,
con separacion de 1 mm entre cada punto para evitar fuga aérea entre los puntos de sutura. Se
utilizd la misma técnica en la anastomosis distal, debiendo retirar la canula de ventilacion
colocada en la porcion distal de la traquea, y desplazando distalmente la canula oro-traqueal
mas alla de la zona de anastomosis distal. Se corrobora hemostasia y aerostasia después de lo
cual se procede a realizar cierre de la herida quirurgica por planos hasta piel con sutura
absorbible de vicryl 3-0 para planos muscular y subcutaneo, y piel con puntos separados de
Zarnoff con nylon monofilamento de 3-0, dando por terminado el procedimiento sin

complicaciones. La recuperacion de la anestesia se lleva a cabo de manera apropiada.

4.1.2 Informe quiruargico trasplante 2: Injerto alogénico descelularizado (IAD)

Se somete al segundo cerdo a anestesia general con intubacion oro-traqueal en posicion de
decubito supino con hiperextension cervical, efectuando asepsia, antisepsia y colocacion de
campos estériles, incidiendo con escalpelo sobre la cara anterior y tercio distal del cuello,
disecando por planos hasta la cara anterior de la traquea, disecando en forma roma las caras

laterales y posterior de la misma. Se procede a extirpar cinco anillos traqueales del tercio
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superior, intubando la porcion distal de la trdquea para su asistencia ventilatoria, realizando
anastomosis telescopada proximal y distal por observar el mismo reblandecimiento de las
paredes de la traquea alogénica descelularizada, las cuales se suturan con puntos separados de
vicryl 3-0 (polyglactin 910) a 1 mm de separacion entre los puntos. Se realiza hemostasia y se
corrobora que no se presente fuga aérea y se procede a efectuar cierre de herida quirtirgica por
planos hasta piel. No se presentaron complicaciones transoperatorias, por lo que se da por

terminado el procedimiento quirargico.

4.1.3 Informe quiruargico trasplante 3: Injerto alogénico nativo criopreservado (IANC)

El tercer trasplante se lleva a cabo con la técnica elegida, descrita en los dos casos anteriores,
con anestesia general, en decubito supino y hiperextension cervical, utilizando un injerto de

traquea alogénico nativo criopreservado finalizando sin complicaciones.

4.1.4 Informe quirdrgico trasplante 4: Injerto alogénico descelularizado reforzado

(IADR)

En el cuarto trasplante se lleva a cabo con la técnica descrita anteriormente, utilizando un
injerto de traquea reforzada con polimero y sembrada con células epiteliales nasales durante el
proceso de regeneracion por bioingenieria. Antes de su implantacion se realiza la aplicacion de
PGDE para favorecer la revascularizacion. Durante la anastomosis del injerto no hubo
necesidad de realizar el telecopamiento ya que el diametro de la trdquea receptora y del

implante coincidieron.

4.1.5 Informe quiruargico Trasplante 5: injerto autélogo (IAUT)

Durante el trasplante del injerto autodlogo se llevd a cabo la reseccion de la traquea, descrita
con la técnica mencionada en los casos anteriores, pero el segmento resecado se lavd en

solucion fisiologica y se procedid a su implantacion sin telescopamiento.

4.2 Evaluacion de la evolucion de los trasplantes
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4.2.1 Transoperatorio

Todos los animales sobrevivieron a la cirugia en todos los casos no presentaron alteraciones en
la anastomosis, no hubo fuga aérea sangrado o compromiso vascular. La ventilacion fue
adecuada durante el procedimiento y todos los cerdos se recuperaron de la anestesia (Cuadro

11).

Cuadro 11. Evaluacion del transoperatorio

Trasplante Anastomosis Fuga Sangrado Compromiso Ventilacion Recuperacion
aérea vascular Anestesia

1 IAD Sin tension No No No Adecuada Adecuada

2 TIAD Sin tension No No No Adecuada Adecuada

3 TANC Sin tension No No No Adecuada Adecuada

4 TADR Sin tension No No No Adecuada Adecuada

5 TAUT Sin tension No No No Adecuada Adecuada

Durante los procedimientos quirtirgicos de los trasplantes las anastomosis no presentaron
tension ya que los extremos se aproximaron con facilidad, no hubo fuga aérea verificando la
presencia de burbujas al irrigar con solucion fisioldgica el tejido, tampoco hubo hemorragia
profusa y al final de la cirugia la coloracion de los injertos era adecuada y sin compromiso
vascular. Durante los procedimientos la ventilaciéon se mantuvo sin problemas y los cerdos se

recuperaron bien de la anestesia incorporandose entre 3 a 4 horas después.

4.2.2 Postoperatorio inmediato primeras 24 horas

Durante el postoperatorio inmediato ningin animal presentd enfisema subcutaneo
(acumulacion de aire debajo de la piel), sangrado, infeccion o inflamacidén con enrojecimiento
de la herida, la sutura estaba integra y no hubo necrosis (Cuadro 12). La evolucion clinica de
todos los cerdos trasplantados hasta las 24 horas fue buena sin presentar disnea, estridor
secreciones y presentaron buenas condiciones generales ya que toleraban la dieta y se podian

incorporar (Cuadro 13).
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Cuadro 12. Evaluacién de la herida en el postoperatorio inmediato

Trasplante Enfisema Sangrado Infeccion Inflamacion Sutura Necrosis
subcutaneo
1 IAD No No No Ligera Integra No
2 IAD No No No Ligera Integra No
3 TANC No No No Ligera Integra No
4 TIADR No No No Ligera Integra No
5 TAUT No No No Ligera integra No

A las 24 horas después de los trasplantes las heridas no presentaron datos de anormalidad, la

inflamacion era ligera dentro de lo esperado.

Cuadro 13. Evaluacion clinica en el postoperatorio inmediato

Trasplante Disnea Cianosis Estridor Secreciones Condiciones
Generales
1 TAD No No No No Buenas
2 TAD No No No No Buenas
3 TANC No No No No Buenas
4 TADR No No No No Buenas
5 TAUT No No No No Buenas

A las 24 horas ninguno de los animales presentaron datos de insuficiencia respiratoria como
disnea, cianosis, estridor o secreciones. Las condiciones generales fueron buenas en todos los
casos toleraron bien la dieta, los cerdos se incorporaban, con miccidén evacuaciones normales

(American Thoracic Society, 1982; Olmos Zuniga J.R, 2006).
4.2.3 Postoperatorio mediato de 24 a 72 horas

En el postoperatorio mediato ninglin cerdo presentd cambios en la herida, no hubo enfisema
subcutaneo, sangrado, infeccion, inflamacidn, necrosis y la sutura estaba integra (Cuadro 14).
A las 48 horas el cerdo al que se le realizo el primer trasplante IAD tuvo disnea, cianosis y
estridor, las condiciones generales se deterioraron, no toleraba la dieta y se ponia de pie con

dificultad hasta que fallecid a las 48 horas. El cerdo que tuvo el trasplante 4 a las 48 horas
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presentd disnea y estridor leve y las condiciones generales del animal eran buenas, toleraba

bien la dieta y se incorporaba sin dificultad (Cuadro 15).

Cuadro 14. Evaluacién de la herida en el postoperatorio mediato

Trasplante Enfisema Sangrado Infeccion Inflamacion Sutura Necrosis
subcutaneo
1 IAD No No No Ligera Integra No
2 IAD No No No Ligera Integra No
3 TANC No No No Ligera Integra No
4 TADR No No No Ligera Integra No
5 TAUT No No No Ligera fntegra No

Cuadro 15. Evaluacién clinica en el postoperatorio mediato

Trasplante Disnea Cianosis Estridor  Secreciones Condiciones
Generales
1 TAD 48 hrs Severa Severo No No Muerte
2 IAD No No No No Buenas
3 TANC No No No No Buenas
4 TADR 48 hrs Leve Leve No No Buenas
5 TAUT No No No No Buenas

El cerdo del trasplante 1 a las 48 horas present6 disnea y estridor severo (se evalu6 de acuerdo
a la escala modificada como leve, disnea con esfuerzos moderados, la moderada, disnea con
esfuerzos leves, y la severa, disnea en reposo) no habia secreciones y presentd cianosis antes
de morir. Las condiciones generales de los trasplantes 2 y 3 eran buenas (dieta bien tolerada, el
cerdo estaba incorporado, con miccion y evacuaciones normales). El trasplante 4 presento a las

48 horas disnea y cianosis leve sin estridor o secreciones, con buenas condiciones generales.

4.2.4 Postoperatorio tardio a partir de 72 horas

Las condiciones de la herida quirrgica en todos los cerdos era normal excepto en el que se
realiz6 el trasplante autdlogo presentando ligera inflamacion en la herida (Cuadro 16). En el

postoperatorio tardio, al quinto dia del trasplante 2 (IADA) y el del autétogo los cerdos
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iniciaron con disnea, estridor y cianosis, falleciendo. Al octavo dia el cerdo con el injerto

IANCA tuvo la misma evolucion y también fallecio. El cerdo con el trasplante 4 al sexto dia

presento dificultad para respirar con estridor que lo llevé a la muerte (Cuadrol7). Todos

murieron el mismo dia que iniciaron con las alteraciones respiratorias.

Cuadro 16. Evaluacion de la herida en el postoperatorio tardio

Trasplante Enfisema Sangrado Infeccion Inflamacion Sutura  Necrosis
subcutaneo
1 IAD
2 TAD dia5 No No No Ligera fntegra No
3 TANC dia 8 No No No Ligera Integra No
4 TADR dia 6 No No No Ligera fntegra No
5 TAUT dia 5 No No No Ligera Integra No

Cuadro 17. Evaluacion clinica en el postoperatorio tardio

Trasplante Disnea Cianosis Estridor Secreciones Condiciones
Generales
1 TAD
2 TAD dia$s Severa Severa Severo No Muerte
3 TANC dia 8 Severa Severa Severo No Muerte
4 TADR dia 6 Severa Severa Severo No Muerte
5 TAUT dia 5 Severa Severa Severo No Muerte

Los cerdos en el postoperatorio tardio presentaron disnea y estridor severo con cianosis no

habia secreciones y los animales murieron.

4.3 Evaluacion del tiempo de sobrevida de los trasplantes

Cuadro 18. Tiempo de vida de los trasplantes

Trasplantes Tiempo de sobrevida
Trasplante 1 IAD 2 dias
Trasplante 2 IAD 5 dias
Trasplante 3 IANC 8 dias
Trasplante 4 IADR 6 dias
Trasplante 5 IAUT 5 dias
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Los cerdos trasplantados no sobrevivieron mas de 8 dias (Cuadro 18).
4.4 Evaluacion histologica pre-trasplante y post-mortem

4.4.1 Evaluacion histolégica pre-trasplante

Macroscopica

En la evaluacion macroscopica pre-trasplante todos los injertos acondicionados conservaron la
luz traqueal y vasos sanguineos con las diferencias mostradas en el siguiente cuadro.
Presentaron remodelacion (forma diferente al control) y neo formacion (presencia de tejido
nuevo en la superficie interna y externa) sin fistulas y necrosis, no se encontraron datos de

infeccion en relacion a una traquea control (Cuadro 19).

Cuadro 19. Evaluacion histologica macroscopica del injerto pre-trasplante

Trasplante Luz traqueal Vasos Necrosis
sanguineos

Control 100 100 0
1 IAD 60 20 0
2 IAD 40 40 0
3 TIANC 80 60 0
4 TADR 60 20 0
5 IAUT 100 100 0
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El injerto del trasplante 1 (IAD) presentaba epitelio en el centro de la luz traqueal con presencia
de membrana basal de tejido conectivo laxo, tejido de reparacion, tejido adiposos e
inflamacién, la submucosa tenia fibrosis con proliferacion de fibroblastos, el cartilago con
perdida de condrocitos menos denso, con vasculogénesis y en la superficie externa tejido
adiposo e inflamacion. El trasplante 2 (IAD) presentaba células alargadas de un epitelio no
tipico en la luz y tejido conectivo laxo con tejido de reparacion y tejido adiposo, en lugar de la
submucosa habia fibrosis, el cartilago estaba conservado, la formaciéon de vasos era mas
evidente y en la porcidén externa habia tejido adiposo e inflamacion. En el trasplante 3 (IANC)
el injerto en la pocidn interna el epitelio estaba presente en ciertas zonas , tejido de reparacion y
tejido adiposo, en la submucosa habia presencia de glandulas con cartilago preservado con
formacion de fibrosis y vasos y en la porcidén externa con tejido adiposo e inflamacion. El
injerto del trasplante 4 (IADR) no tenia epitelio, y en las luz habia tejido de reparacion y tejido
adiposo, la submucosa estaba ausente con el cartilago conservado con ligera fibrosis y
formacion de vasos, en la porcion externa el polimero sin buena integracidon, con tejido
adiposos e inflamatorio. En el trasplante 5 autologo (IAUT) se utilizdé la misma traquea del

cerdo con todas las caracteristicas de una traquea nativa (Cuadro 20).

Cuadro 20. Evaluacion histoldgica microscopica del injerto pre-trasplante

Trasplante Epitelio Cartilago Vasos Inflamacion Fibrosis Necrosis
sanguineos

Control 100 % 100% 100 % 0 % 0 % 0 %
1 IAD 20 60 20 20 0 0

2 IAD 20 60 40 40 40 0
3 TANC 0 80 20 60 40 0
4TADR 0 40 20 40 20 0
5TIAUT 100 100 100 0 0 0
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4.4.2 Evaluacion histolégica post-mortem
Macroscopica

Pos mortem en los trasplantes 1, 2, 3 y 5 los injertos durante la necropsia la anastomosis
estaban completamente cicatrizadas, sin presentar necrosis, fistulas o estenosis. Los injertos
(IAD) después de disecarlas y resecarlas estaban reblandecidas, perdiendo totalmente la luz
traqueal. La traquea (IANC) criopreservada presentd reduccion de la luz por reestenosis con un
anillo fibrético en la porcion media del injerto. El injerto (IADR) reforzado el polimero del
trasplante 4 se encontrd desprendido en la zona de anastomosis con gran fibrosis alrededor de
toda la traquea (muy endurecida) y tejido inflamatorio. El injerto aut6logo se encontraba con
paredes flacidas, liquido inflamatorio rodeando el tejido y en ninguno habia datos de infeccion.
Las caracteristicas de los injertos post-mortem como la luz traqueal, necrosis, vasos sanguineos

y la superficie externa (Cuadro 21).

Cuadro 21. Evaluacion histoldgica macroscopica del injerto post-mortem

Trasplante Luz traqueal Vasos Necrosis
sanguineos

Control 100 100 0
1 IAD 20 40 0
2 IAD 20 20 8
3 TIANC 20 20 12
4 TADR 20 20 20
5 IAUT 20 40 8
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Microscopica

La evaluacion del injerto (IAD) del primer trasplante presentaba epitelio escamoso en los
extremos con ausencia en el centro, con infiltracion de polimorfonucleares y células
mononucleares y tejido adiposo. La submucosa presentaba glandulas y células mononucleares,
habia inflamacion en el pericondrio y fibrosis a ambos lados del cartilago el cual estaba
conservado los vasos estaban congestivos, presencia de hemorragias y vasculogénesis ligera y

en la porcion externa tejido conectivo mixoide, sin presencia de musculo.

El injerto del trasplante 2 (IAD) habia zonas con epitelio y necrosis, en la submucosa
formacion de glandulas, en el cartilago depdsito de calcio en algunas zonas e inflamacion
periférica, la fibrosis abundante con poca generacion de vasos y en la superficie externa con
inflamacion y tejido adiposo. El implante utilizado en el trasplante 3 (IANC) no presentaba
epitelio, en la submucosa habia glandulas, el cartilago estaba infiltrado con células
mononucleares con menos fibrosis y vasos y en la superficie externa con mucha inflamacion y
necrosis. En el trasplante 4 se utilizé un injerto reforzado (IADR) con epitelio ausente, necrosis
en la superficie interna e inflamacion, la submucosa sin glandulas y sustituida por fibrosis, con
restos de cartilago y pocos vasos sanguineos con mucha inflamacién externa y el polimero
despendido. El injerto autélogo presentaba epitelio, con fibrosis y poca vasculogénesis y

necrosis (Cuadro 22).
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Cuadro 22. Evaluacion histoldgica microscopica del injerto post-mortem

Trasplante Epitelio Cartilago Vasos Inflamaciéon  Fibrosis  Necrosis
Sanguineos
Control 100 100 100 0 0 0
1 IAD 20 40 40 40 40 0
2 IAD 0 40 20 40 80 8
3 IANC 0 40 20 40 60 12
4 TADR 0 20 20 60 20 16
STAUT 80 40 40 40 20 16

4.5 Analisis de los resultados

Correlacion entre las caracteristicas histologicas macroscopicas y microscopicas pre-trasplante

y post-mortem de los 5 trasplantes en relacion con la sobrevida de cada uno.
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4.5.1 Trasplante 1

Diferencias histologicas macroscopicas pre-trasplante y post-mortem

Figura 6. Diferencias histologicas macroscdpicas pre-trasplante y post-mortem del trasplante 1

En la figura, A se muestra el injerto IAD pre-trasplante acondicionado durante 15 dias, con los
anillos traqueales bien definidos y con presencia de vasos de sanguineos neoformados en la
superficie externa, con la luz traqueal permeable. En la figura B se muestra el injerto post
mortem con las suturas integras, sin presencia de fistulas o necrosis, el tejido colapso la luz por
la disminucion en su rigidez. En la figura C se muestra el mismo injerto con el colapso del

tejido por las alteraciones en su rigidez, sin presencia de necrosis o re-estenosis por fibrosis.
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Diferencias histologicas microscopicas pre-trasplante y post-mortem

Figura 7. Diferencias histologicas microscdopicas pre-trasplante y post-mortem del trasplante 1

En la figura A se muestra el corte
histologico (10x) del injerto
acondicionado IAD utilizado en el
trasplante 1, muestra un epitelio no
respiratorio con membrana basal,
fibrosis, vasculogénesis y perdida de
condrocitos en el cartilago con

inflamacion.

En la figura B se muestra el corte del
injerto post mortem después de 48
horas del trasplante, con un epitelio
escamoso, inflmacién y perdida de

cartilago.

En la figura A se muestra el corte histoloégico (10x) del injerto IAD acondicionado 8 dias y
utilizado en el trasplante 1. El epitelio no es respiratorio con presencia de membrana basal y
tejido conectivo laxo, en lugar de la submucosa se observa fibrosis y proliferacion de
fibroblastos con vasculogénesis (+) el cartilago se observa con perdida de condrocitos, tejido de
reparacion, tejido adiposo en la porcidon interna y externa e inflamacion. En la figura B se
muestra el corte del injerto post mortem después de 48 horas del trasplante, con un cambio del
epitelio a escamoso en la porcion central con membrana basal e infiltracion de

polimorfonucleares, mononucleares (+++) y tejido adiposo. En la submucosa hay presencia de
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glandulas y células mononucleares, con inflamacién en el pericondrio y fibrosis a ambos lados
del cartilago, el cual se encontraba con pérdida de condrocitos. Los vasos estaban congestivos
con presencia de hemorragias y vasculogénesis (++) y en la porcion externa habia tejido

conectivo mixoide, sin presencia de musculo.

4.5.2 Trasplante 2

Diferencias histoldgicas macroscopicas pre-trasplante y post-mortem

Figura 8. Diferencias histologicas macroscdpicas pre-trasplante y post-mortem del trasplante 2

En la imagen A se observa el injerto IAD acondicionado 8 dias en el epiplon del cerdo receptor
y utilizado en el trasplante 2. Mostrd poca rigidez y el colapso de la luz traqueal, con los anillos
traqueales no bien definidos y evidencia de vasos sanguineos en la superficie externa. En la
figura B se muestra el injerto post mortem después de 5 dias de la implantacién conservando la
luz traqueal pero con falta de rigidez, sin presencia de estenosis por fibrosis, fistulas en las

suturas o necrosis.
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Diferencias histologicas microscopicas pre-trasplante y post-mortem

Figura 9. Diferencias histoldgicas microscopicas pre-trasplante y post-mortem del trasplante 2

En la figura A se muestra el corte
histologico (10x) del injerto IAD
acondicionado, utilizado en el
trasplante 2, con presencia de células
epiteliales alargadas, vasos en la
submucosa y fibrosis, con el cartilago

conservado.

En la figura B se muestra el corte del
injerto post mortem después de 5 dias
del trasplante sin presencia de epitelio,
fibrosis, formacion de glandulas en la
submucosa, con inflamacién, con poca

vasculogénesis y destruccion del tejido.

En la figura A se visualiza el corte histologico (10x) del injerto IAD utilizado en el trasplante 2
acondicionado por 8 dias, presento un epitelio de células alargadas y tejido conectivo laxo y en
lugar de la submucosa tejido fibrético, con vasculogénesis (++), el cartilago estaba conservado
con tejido de reparacion y tejido adiposo en la porcion interna, con infiltrado inflamatorio (++).
La figura B muestra el corte histologico del injerto post-mortem, después de 5 dias del
trasplante, con un epitelio no respiratorio y zonas de necrosis en la submucosa con formacion
de glandulas, fibrosis y epitelio cubico simple. En el cartilago hay deposito de calcio en
algunas zonas e inflamacion periférica (+++), la fibrosis es abundante con poca generacion de

vasos (+) y con areas de destruccion de tejido.
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4.5.3 Trasplante 3

Figura 10. Diferencias histologicas macroscopicas pre-trasplante y post-mortem del trasplante 3

En la imagen A se muestra el injerto criopreservado (IANC) acondicionado 8 dias, obtenido del
epiplon del cerdo receptor. En la imagen B, el injerto previo al trasplante 3 presentaba
alteraciones en la rigidez del tejido, sin definicion de los anillos traqueales y con presencia de
vasos sanguineos noeformados en la supeficie externa. En la imagen C es el mismo injerto
obtenido post mortem después de 8 dias de la realizacion del trasplante, con presencia de
estenosis por fibrosis en la luz traqueal y falta de rigidez de las paredes de la traquea que
colapsaba el tejido, con necrosis en algunas zonas del tejdio, sin presencia de fistulas y con las

suturas integras.
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Diferencias histologicas microscopicas pre-trasplante y post-mortem

Figura 11. Diferencias histoldgicas microscopicas pre-trasplante y post-mortem del trasplante 3

En la figura A se muestra el corte
histologico (10x) del injerto IANC
acondicionado 8 dias utilizado en el
trasplante 3, No se observa epitelio, con
células inflamatoria en la submucosa y
formacion de vasos, con destruccion

del cartilago.

En la figura B se muestra el corte del
injerto post-mortem después de 8 dias
del trasplante, sin epitelio y destruccion
del tejdio, fibrosis y necrosis por falta

de formacion de vasos sanguineos.

En la figura A se muestra el corte histologico (10x) del injerto IANC pre-trasplante,
acondicionado por 8 dias, sin presencia de epitelio respiratorio y con un proceso de inflamacion
(+++), formacion de vasos sanguineos (++). El cartilago no se encuentra preservado y en la
porcién externa habia tejido adiposo. En la figura B se muestra el corte histologico del mismo
injerto después de 8 dias del fallecimiento del cerdo receptor, no se observa epitelio, con
destruccion del tejido y necrosis. El proceso inflamatorio (++) fue sustituido por fibrosis en

muchas zonas.
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4.5.4 Trasplante 4

Diferencias histologicas macroscopicas pre-trasplante y post-mortem

Figura 12. Diferencias histoldgicas macroscopicas pre-trasplante y post-mortem del trasplante 4

En la imagen A se muestra el injerto IADR acondicionado por 15 dias en el omentum del cerdo
recpetor. Se observa en la superficie externa el polimero de caprolactona con desprendimientos
en algunas partes de la traquea, sin definicion de los cartilagos y sin formacion de vasos
sanguineos en la porcion externa, con la luz conservada debido a la rigidez del polimero. En la
imagen B se observa el mismo injerto post-mortem después de 6 dias de haber realizado el
implante, el polimero estaba desprendido en algunas partes del tejido y con formacion de gran
cantidad de tejido inflamatorio que llega a obtruir la luz de la traquea, habia zonas de necrosis

con muy poca vasculogénesis.
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Diferencias histologicas microscopicas pre-trasplante y post-mortem

Figura 13. Diferencias histologicas microscopicas pre-trasplante y post-mortem del trasplante 4

En la figura A se muestra el corte
histologico (10x) del injerto TADR
acondicionado 15 dias, no se observa
epitelio, con pocos vasos sanguineos,
células inflamatorias, y el polimero

desprendido del tejido.

En la figura B se muestra el corte del
mismo injerto post-mortem, después de
8 dias del trasplante. Sin presencia de
epitelio, con presencia de fibrosis y sin

vasculogénesis.

En la imagen A se muestran las caracteristicas del corte histologico (10x) del injerto IADR, sin
observarse presencia de epitelio con pocos vasos sanguineos (+), y necrosis con presencia de
inflamacion (++), el polimero se encuentra desprendido del tejido y no se conserva el cartilago.
En la imagen B se muestra el corte histologico del mismo injerto post-mortem despues de 6
dias del trasplante, seguia sin presentar epitelio, la inflamacion fué sustituida por fibrosis en
muchas zonas y habia formacion de tejido inflamatorio en otras con pocos vasos sanguineos (+)

y el polimero estaba desprendido en la superficie externa.
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4.5.5 Trasplante 5

Diferencias histologicas macroscopicas pre-trasplante y post-mortem

Figura 14. Diferencias histoldgicas macroscopicas pre-trasplante y post-mortem del trasplante 5

En la imagen A se muestra el autoinjerto (IAUT) antes de su implante, con las caracteristicas
normales del tejido traqueal, con presencia de vasos sanguineos (+++++) y luz traqueal
(+++++) con los anillos cartilaginosos bién definidos. En la imagen B se observa el injerto 5
dias después del trasplante, con la sutura integra sin presencia de fistulas, con perdida de la

rigidez colapsando la luz traqueal y estenosis por tejido fibroso.
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Diferencias histologicas microscopicas pre-trasplante y post-mortem

Figura 15. Diferencias histoldgicas microscopicas pre-trasplante y post-mortem del trasplante 5

En la figura A se muestra el corte
histologico (10x) del autoinjerto IAUT
utilizado en el trasplante 5, mostrando
las caracteristicas normales del tejido
traqueal, con epitelio respiratorio,

submucosa y cartilago.

En la figura B se muestra el corte del
injerto post mortem después de 5 dias
del trasplante. Se perdi6 epitelio, con
inflamacion en la submucosa y el

cartilago con pérdida de condrocitos.

En la imagen A se muestra el corte histologico (10x) del autoinjerto IAUT utilizado en el
trasplante 5 mostrando las caracteristicas normales del tejido traqueal, con presencia de epitelio
respiratorio, submucosa, vasos sanguineos y cartilago. En la imagen B se muestra el corte
histologico del mismo injerto 5 dias después del trasplante, con epitelio presente infiltracion de
linfocitos y plasmocitos con muy poca formacion capilar (++) y trombosis, la serosa engrosada,
con presencia de microabscesos ¢ inflamacion (++). Se observa necrosis y alteraciones en el

cartilago.
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4.5.6 Relacion entre las caracteristicas histologicas de los injertos y la sobrevida de los

trasplantes

En todos los casos macroscopicamente la luz traqueal disminuy¢ sin relacion al tiempo de vida
del injerto y antes del trasplante todos los injertos, excepto el autdélogo ya presentaban una
reduccion de la luz. Los vasos sanguineos en los injertos no eran iguales a los del control y
aumentaron en un 20% en el IAD y disminuyeron mas del 20% en todos los demas sin relacion
con el tiempo de sobrevida. La necrosis no se presento en el IAD del primer trasplante, y en los

demas se genero en distintos porcentajes sin relacion al tiempo de sobrevida (Cuadro 23).

Cuadro 23. Evaluacion histoldgica macroscopica comparativa entre el injerto pre-trasplante y

post-mortem en relacion a la sobrevida del trasplante

Trasplante Luz traqueal Vasos sanguineos Necrosis Sobrevida
Dias
Control 100 100 0 -
Pre- Post- Pre- Post- Pre- Post
trasplante mortem trasplante mortem trasplante Mortem
1 IAD 60 20 20 40 0 0 2
2 TIAD 40 20 40 20 0 8 5
3 TANC 80 20 60 20 0 12 8
4 TADR 60 20 20 20 0 20 6
5 TAUT 100 20 100 40 0 8 5
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Grafica 1. Evaluacion histologica macroscopica comparativa entre el injerto pre-trasplante y

post-mortem en relacion a la sobrevida del trasplante.
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La grafica 1 muestra la evaluacion de las caracteristicas macroscopicas de forma comparativa
entre el injerto previo al trasplante y post-mortem en relacion de la sobrevida del injerto. El
IAD utilizado en el primer trasplante presentd un 60% de luz traqueal y disminuy6 un 20 % la
presencia de vasos sanguineos mejordo en un 20% y el tejido no sufrid necrosis y solo
sobrevivio 2 dias. El injerto IAD del segundo trasplante disminuy6 su luz en un 20% al igual
que los vasos sanguineos y tuvo necrosis en un 8% y sobrevivio 5 dias. El injerto IANC redujo
su luz en un 20% y en un 40% los vasos, con necrosis del 12% con sobrevida de 8 dias. El
injerto IADR tenia una luz pre-trasplante del 60% y se redujo en un 40%, los vasos se

encontraron en la misma proporcion y la necrosis se presentd en un 20% después del trasplante
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sobreviviendo 6 dias. El Autoinjerto se trasplanté con una luz igual a la del control del 100% y
disminuy6 hasta el 20% y los vasos llegaron a un 40%, presentando necrosis en un 8% con

sobrevida de 5 dias.

Cuadro 24. Evaluacion histologica microscopica comparativa entre el injerto pre-trasplante y

post-mortem en relacion a la sobrevida del trasplante.

Trasplante Epitelio Cartilago Vasos Inflamacion Fibrosis Necrosis Sobrevida
sanguineos Dias
Control 100% 100% 100 % 0 % 0 % 0 % -
Pre Post Pre Post Pre Post Pre Post Pre Post Pre Post

1TAD 20 20 60 40 20 40 20 40 0 40 0 0 2

21AD 20 0 60 40 40 20 40 40 40 80 0 8 5
3TIANC 0 0 80 40 20 20 60 40 60 40 0 12 8
4 TADR 0 0 40 20 20 20 40 60 20 20 0 16 6
5TAUT 100 80 100 40 100 40 0 40 0 20 0 16 5

El cuadro relaciona las caracteristicas microscopicas de los injertos pre y post-mortem en
relacion a la sobrevida del trasplante, como la presencia de epitelio, integridad del epitelio,

vasos sanguineos, inflamacion, fibrosis y necrosis.
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Grafica 2. Evaluacion histoldgica microscopica comparativa entre el injerto pre-trasplante y

post-mortem en relacion a la sobrevida del trasplante
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La grafica 2 correlaciona las caracteristicas microscopicas de los injertos pre-trasplante y post-
mortem y su tiempo de vida. El injerto IAD del primer trasplante conservo su epitelio antes y
después del trasplante en un 20% el cartilago estaba conservado en un 60% antes del trasplante
y se dafio 20% mas del tejido, los vasos sanguineos mejoraron en un 20% con presencia de
inflamacioén aumentando del 20 al 40% con fibrosis del 40% sin necrosis sobreviviendo 2 dias.

El injerto IAD utilizado en el segundo trasplante presentaba epitelio en un 20% previo al
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trasplante y no se presentd post-mortem, el cartilago se deterior6 en un 20% los vasos
sanguineos disminuyeron en un 20%, ya existia inflamacion en el mismo porcentaje y la
fibrosis que también ya estaba en el injerto aumentd 40% y la necrosis en un 8% y no existia
previamente. El injerto IANC al momento del trasplante no presentaba epitelio y tampoco post-
mortem, el cartilago se dafio un 40%, los vasos permanecieron en el mismo porcentaje, la
inflamacion disminuy6 20% vy la fibrosis se incrementd en un 20% observandose necrosis en un
12%, con sobrevida de 8 dias. El injerto IADR antes del trasplante ya no presentaba epitelio y
se encontraba el cartilago preservado en un 40% reduciéndose después del trasplante un 20%
los vasos se encontraron en el mismo porcentaje, la inflamacién aumenté un 20% la fibrosis
también permaneci6 en 20% generandose necrosis del 16% con sobrevida del 6 dias. El
trasplante autdlogo antes del procedimiento presentd las caracteristicas histologicas iguales al
control, post-mortem el epitelio solo se presentd en un 80%, el cartilago se deteriord en un 60%
al 1igual que los vasos, se presentd inflamacion en un 40%, fibrosis del 20% y necrosis del 16%

con sobrevida de 5 dias.

77



4.5.7 Relacion entre el tiempo de acondicionamiento de los injertos y la sobrevida de los

trasplantes

Los injertos que se utilizaron fueron acondicionados en el epiplon de los cerdos receptores del
trasplante, con la finalidad de promover la vascularizacién y la tolerancia. En la siguiente
grafica se muestra la relacion entre el tiempo que permanecieron en acondicionamiento y la

sobrevida de los trasplantes (Grafica 3).

Grafica 3. Relacion entre el tiempo de acondicionamiento de los injertos y la sobrevida de los

trasplantes.
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El injerto IAD utilizado en el trasplante 1, el IAD del trasplante 2 y el IANC del 3, con
caracteristicas diferentes tanto macroscopicas como microscopicas fueron acondicionados por 8
dias, y la sobrevida del primero fue de 2 dias, del segundo de 5 dias, y el IANC de 8 dias,
indicando que hay otros factores implicados en la permanencia del injerto. La grafica muestra
que el injerto IANC con acondicionamiento de 8 dias es el que mejor sobrevida tuvo. El [ADR
con acondicionamiento de 15 dias permanenci6 6 dias. El IAUT sin acondicionamiento con

caracteristicas ideales solo sobrevivid 5 dias.
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5. Conclusiones

5.1 Implementacion del procedimiento quirtrgico del trasplante de traquea en cerdos

El trasplante de traquea se ha planteado como una opcion en el tratamiento de patologias que
ameritan una reseccion mayor a 6 cm, pero su realizacion ha presentado multiples
complicaciones, como la isquemia que lleva a la mala cicatrizaciéon y necrosis asi como

infeccion cronica (Birchall, M 2008; Baiguera S, 2010; Delaere P, 2016).

El objetivo general del proyecto se cumplié al implementar y desarrollar el procedimiento
quirurgico convencional del trasplante de traquea en cinco cerdos utilizando injertos
procesados por ingenieria tisular y evaluar su evolucion y viabilidad, en ningiin caso se

presentaron complicaciones debido al procedimiento quirurgico.

5.2 Injertos

Intentando resolver los problemas planteados en el trasplante de traquea aldgenica
convencional como la isquemia, necrosis, infecciéon e histocompatibilidad se utilizaron tres
injertos procesados por bioingenieria. El procesamiento por bioingenieria del tejido traqueal
consistidé en reducir la inmunogenicidad al eliminar las células y la expresion del complejo
mayor de histocompatibilidad con la finalidad de no utilizar inmunosupresion durante el
trasplante (Reza E, 2018). Se mantuvo una traquea sin tratamiento solo en criopreservacion ya
que se ha reportado que reduce la inmunogenicidad, pero fue sometida al acondicionamiento

para mejorar la revascularizacion y como control se utilizé un autoinjerto

Los injertos fueron acondicionados colocandose en el epiplon abdominal de los cerdos
receptores antes del trasplante con el propdsito de inducir tolerancia y promover la
vascularizacion para reducir la isquemia durante el trasplante y favorecer su viabilidad (Liu Y,
2000; Klepetko W, 2004; Nakanishi R, 2007; Delaere PR, 2012; Heng WL, 2013; Hyunjo K,
2013). Se implemento6 en el epiplon ya que es un tejido ricamente vascularizado, los injertos
acondicionados antes del trasplante presentaban formacion de nuevos vasos y tejido pero

estaban reblandecidos excepto el reforzado con el polimero que ademdas se encontraba muy
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rigido, en ninguno habia epitelio respiratorio. Se gener6 tolerancia al injerto ya que no hubo

ningln dato de rechazo o infeccion durante el acondicionamiento.

5.3 Evaluacion de la evolucion del trasplante en relacion con las caracteristicas del injerto

y el tiempo de sobrevida

Durante el transoperatorio la evolucion de los animales fue satisfactoria, todos los animales
sobrevivieron no presentaron alteraciones en la anastomosis, no hubo fuga aérea sangrado o
compromiso vascular. La ventilacién fue adecuada durante el procedimiento y todos los cerdos
se recuperaron de la anestesia. En las primeras el 24 horas después de la cirugia en el
postoperatorio inmediato ningun animal presentd enfisema subcutdneo, sangrado, infeccion,
inflamacion con la sutura integra. Ninguno presento disnea, estridor, secreciones y estaban en
buenas condiciones tolerando bien la dieta y se podian incorporar, indicando que la técnica
quirtirgica y la anestesia fue adecuada independientemente del tipo de injerto. Las
complicaciones se presentaron durante el postoperatorio tardio relacionado con las

caracteristicas del injerto, rechazo y vasculogénesis.

5.3.1 Trasplante 1

El cerdo que recibid el injerto IAD tuvo a las 48 horas disnea, cianosis y estridor, las
condiciones generales se deterioraron, no toleraba la dieta y se ponia de pie con dificultad
falleciendo por insuficiencia respiratoria. La disnea en una fase tan temprana se debid a la falta
de rigidez del injerto encontrdndose colapsado durante la autopsia, la anastomosis estaba
completamente cicatrizada sin fistulas, necrosis o estenosis. El injerto antes de su implantacion
para el acondicionamiento ya presentaba alteraciones en su rigidez disminuyendo la luz
traqueal con presencia de vasos que evitaron la necrosis en las primeras horas.
Histoldgicamente presentaba antes del trasplante epitelio en la porcidon central de la traquea, el
cual desapareci6 y se generd epitelio escamoso en los extremos con presencia de
polimorfonucleares, células mononucleares y tejido adiposo sin observarse fibrosis o estenosis.
La membrana basal fue conservada y se regenerd la submucosa con glandulas y células

mononucleares, en donde previamente habia tejido fibroso. El cartilago presentaba perdida de
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condrocitos antes del trasplante y después del trasplante presentaba inflamacion en el
pericondrio y fibrosis en ambos lados. Post mortem se encontrd vasculogénesis pero los vasos
estaban congestivos con presencia de hemorragias y en la porcidén externa se generd tejido
conectivo mixoide. El tiempo de evolucion fue muy corto para valorar la formacién de
estenosis, pero ya se insinuaba el proceso de fibrosis e inflamacioén y el mayor inconveniente

fue el colapso del tejido durante la respiracion.

5.3.2 Trasplante 2

El cerdo que recibid el injerto IAD presenté muy buenas condiciones generales y de la herida,
sanando completamente hasta el quinto dia en el que fallecid, en la autopsia se encontro la
traquea sin rigidez colapsando durante la respiracion provocando la disnea, el estridor y la
cianosis con la muerte del animal por insuficiencia respiratoria (Partington L, 2013; Sun F,

2015).

Las alteraciones mecanicas previas al trasplante se debieron probablemente al proceso de
bioingenieria. Previo al trasplante la luz traqueal del injerto era reducida y la vascularizacion
era menor en relacion al control. Presentaba células alargadas de un epitelio no tipico en la
mucosa y tejido conectivo laxo con tejido de reparacion, tejido adiposo y en lugar de la
submucosa habia fibrosis, el cartilago estaba conservado, y en la porcion externa habia tejido
adiposo e inflamacion. Post mortem la anastomosis estaba completamente cicatrizada, sin
presentar fistulas o estenosis, habia zonas con epitelio y necrosis, en la submucosa formacion
de glandulas, en el cartilago depdsito de calcio en algunas zonas e inflamacion periférica, la
fibrosis abundante con poca generacion de vasos y en la superficie externa con inflamacion y
tejido adiposo. Sin embargo fueron menos inmunogénicos que el injerto criopreservado o el
reforzado no presentando un proceso inflamatorio tan intenso. El injerto sobrevivido mas tiempo
presentando un colapso mas tardio a pesar de su falta de rigidez debido probablemente a la
regeneracion parcial de la submucosa, o ha las mejores condiciones del cartilago y a su
calcificacion o a la fibrosis que se presentd en la porciéon mas externa del tejido. El fracaso de
la revascularizacion del injerto se hizo evidente con las zonas de necrosis y esto no favorecio la

re-epitelializacién aunque si la hubo parcialmente pero no por epitelio respiratorio.
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5.3.3 Trasplante 3

En este trasplante se realizo el implante del injerto alogénico criopreservado, al octavo dia se
presentd disnea, estridor y cianosis, con la muerte del cerdo. El injerto pre-trasplante
conservaba la luz traqueal mejor que los otros injertos, pero con menos presencia de
vascularizacion, el epitelio estaba presente en algunas zonas, con tejido de reparacion y tejido
adiposo, en la submucosa habia presencia de glandulas con el cartilago preservado con
formacion de fibrosis y en la porcidon externa con tejido adiposo e inflamacion pero también
estaba reblandecido, el injerto postmortem presentd reduccion de la luz por reestenosis con un
anillo fibrético en la porciéon media del injerto con paredes flacidas, liquido inflamatorio
rodeando el tejido, no presentaba epitelio, en la submucosa habia glandulas, el cartilago estaba
infiltrado con células mononucleares con menos fibrosis y vasos y en la superficie externa con
mucha inflamacion y necrosis. La disminucion de la irrigacion llevo a la necrosis, la infiltracion
de células mononucleares refleja inflamacioén y la falta de epitelio demuestran el rechazo
inmunologico al tejido con destruccion y fibrosis con la subsecuente reestenosis traqueal, a
pesar de lo anterior es el cerdo que sobrevivid mas tiempo, ya que la muerte se debio a la
asfixia por la estenosis. El injerto es la version de un trasplante alogénico criopreservado, que
se ha sugerido que disminuye su inmunogenicidad, este se mantuvo acondicionado 8 dias para
mejorar la vascularizacion e inducir tolerancia y a pesar de los cambios de rigidez del tejido
después de este proceso, fue el que mejor sobrevida tuvo. En un siguiente trabajo se puede
implementar el acondicionamiento para mejorar la vascularizacion de manera que no se pierdan
las caracteristicas mecanicas y se debe ayudar a reducir la inmunogenicidad, con inmuno-

Supresores.

5.3.4 Trasplante 4

El trasplante se realizo con el injerto IADR, a las 48 horas presentd disnea y estridor leve y las
condiciones generales del animal eran buenas, toleraba bien la dieta y se incorporaba sin
dificultad pero al sexto dia se incrementaron los sintomas falleciendo por insuficiencia
respiratoria. Al momento del trasplante el injerto presentaba una adecuada luz sin epitelio a

pesar de la implantacion de células epiteliales antes del acondicionamiento, con tejido de
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reparacion y adiposo, la submucosa estaba ausente con el cartilago conservado con ligera
fibrosis con presencia de vasos escasos en la superficie externa y se encontraba recubierta con
el polimero sin buena integracion, con tejido adiposo e inflamatorio. Postmortem el injerto
continud sin epitelio sin su regeneracién, tampoco se encontrd la neoformacion de vasos
provocando necrosis, a pesar de la aplicaciéon de PGD E para promoverla, la inflamacion puso
en evidencia el rechazo al polimero con destruccion del cartilago, que inici6 de forma temprana
por la sintomatologia a las 48 horas y continu6 con la formacion de tejido fibrdtico sobretodo
en la zona de anastomosis con reestenosis reduciendo el flujo de aire y disnea que le llevo a la
muerte. En la superficie externa habia tejido fibrético como reaccién a cuerpo extrafio

desencadenada por el polimero, por lo mismo nuca se integro a los tejidos.

5.3.5 Trasplante 5

Consistid en un autotrasplante utilizando la misma traquea del animal, seccionandola
totalmente y lavandola en solucion fisiologica antes de la reanastomosis. Las caracteristicas
histoldgicas eran totalmente adecuadas, al obtener el injerto se cortd totalmente la irrigacion y
después de realizar la anastomosis superior e inferior no fue restablecida la irrigacion sanguinea
debido a que no es posible la anastomosis de los vasos ya que es un plexo de vasos pequeios.
Debido a la falta de vasculogénesis el injerto sufrid reestenosis por fibrosis con necrosis, y el
cerdo murié por insuficiencia respiratoria al 5 dia, y el epitelio se conservdé en mejores

condiciones.

5.4 Consideraciones finales

Los trasplantes no sobrevivieron mas de 8 dias, en el trasplante 1 y 2 (IAD) la traquea se
colaps6 durante la respiracion provocando la disnea y la muerte del animal debido a que no
tenian las caracteristicas mecanicas adecuadas antes de implantarlos en el trasplante, debido al
proceso que se utilizd en ingenieria tisular, o al acondicionamiento (Partington, L et al., 2013;
Sun F et al., 2015). Bajo estas condiciones seria util el uso de endoproétesis para conservar la luz
y permitir la permanencia del injerto para su regeneracion y revascularizacion (Elliott MJ,

2017). Esta técnica de acondicionamiento buscaba la tolerancia, reducir la inmunogenicidad y
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promover la vascularizacion. No se presentd un proceso inflamatorio importante y se logré la
vascularizacion pero no la reepitelializacion, condicion indispensable para evitar la reestenosis

y la colonizacion bacteriana (Garcia J et al. 2004).

En el trasplante 3 (IANC) con el injerto criopreservado no hubo colapso debido a que preservo
mejor sus caracteristicas mecanicas y estructurales antes de su implantacion pero se estenoso
debido a la respuesta inmune frente al epitelio que se conservé a pesar del acondicionamiento

para generar tolerancia (Qu N, 2015).

En el trasplante 4 el injerto reforzado con un polimero, células epiteliales nasales y aplicacion
de PGD E (IADR) no presentd colapso y conservd su rigidez, pero por la presencia del
polimero no hubo revascularizaciéon y reepitelializacion generando una gran respuesta

inflamatoria y de rechazo al material sintético (Manchen G, 2017; Ikonen TS, 2000).

En el trasplante 5 autologo el injerto se fibrosd y necroso debido a la falta de revascularizacion,
problema que atn queda sin resolver, condicion fundamental para el éxito del trasplante ya que
al extraer el segmento de traquea se interrumpe toda su irrigacion, y no puede sobrevivir,

incluso si es colocada nuevamente y de manera inmediata (Delaere P 2018).

Al implementar un método indirecto para mejorar el suministro de sangre por medio del
acondicionamiento en el epiplén de los cerdos receptores por diferentes tiempos no influyo
significativamente en la sobrevida de los injertos pero provoco la disminucién de su rigidez,

colpsando la via aérea durante la respiracion.

En el siguiente proyecto se disefiara una endoprotesis reabsorbible que se colocard en los

injertos para mejorar la rigidez hasta logarar la permanencia y tolerancia del tejido.

La técnica quirurgica del trasplante de trdquea fue implementado con éxito y puede ser
trasnferido a la practica clinica, también ha sido til como entrenamiento en cirugia de traquea

para realizar en pacientes la reseccion y anastomosis termino-terminal en casos necesarios.
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Anexos

Anexo I. Modelo para valorar las caracteristicas macroscopicas de los injertos
traqueales

Se desarroll6 un modelo de evaluacion histologica macroscopica de los injertos

Traquea Luz traqueal Necrosis Vasos sanguineos
Control -+ - -
100 % 0 % 100 %
4+ + -+
80 % 4% 80 %
+++ ++ +++
60 % 8% 60 %
++ +++ ++
40 % 12 % 40 %
+ 4+ +
20 % 16 % 20 %
- -+ -
0% 20 % 0%

El cuadro muestra los valores asignados en cruces y el porcentaje equivalente en relacion a la
traquea nativa como control que tiene la luz traqueal totalmente permeable asignando +++++

ue equivale al 100%, el tejido control no presenta necrosis asignando un 0% y con los vasos
que ¢q ) p g y

sanguineos adecuados se asignan +++++ con un 100%.
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Anexo II. Modelo para valorar las caracteristicas microscopicas de los injertos

traqueales

Se desarrolld un modelo de evaluacion histologica microscopica de los injertos

Traquea Epitelio Cartilago Vasos Inflamacion Fibrosis Necrosis
sanguineos
Control ++H+++ +++++ 4+ - - -
100 % 100 % 100 % 0 % 0 % 0 %
+H++ ++++ ++++ + + +
80 % 80 % 80 % 20 % 20 % 4%
+++ +++ +++ ++ ++ ++
60 % 60 % 60 % 40 % 40 % 8%
++ ++ ++ +++ +++ +++
40 % 40 % 40 % 60 % 60 % 12 %
+ + + ++++ +H++ ++++
20 % 20 % 20 % 80 % 80 % 16 %
- - - +H+++ -+ +H+++
0 % 0 % 0 % 100 % 100 % 20 %

El cuadro muestra los valores asignados en cruces y el porcentaje equivalente en relacion a la

trdquea nativa como control si esta presente el epitelio en toda la superficie interna de la

traquea se le asignan +++++ que equivale al 100%, el cartilago si se encuentra integro es el 100

%, la presencia de los vasos en el tejido nativo (+++++). En la trdquea control no hay

inflamacion, fibrosis y necrosis 0%, si estdn presentes se asigna un valor en cruces y

porcentaje.
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