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Trasplante experimental de traquea cervical
combinado con la aplicacion de factor de

crecimiento de fibroblastos

RESUMEN

Antecedentes: El trasplante traqueal de longitudes
mayores a 6 cm de longitud ha fallado por compli-
caciones isquémicas del injerto. Experimentalmente
se han utilizado factores de crecimiento y diferentes
técnicas quirtrgicas, como la de trasplante traqueal

dividido para favorecer la neoformacion

Palabras clave: de vasos sanguineos.

Alotrasplante de Objetivo: Evaluar la viabilidad, cambios
traquea cervical, macroscopicos y microscopicos del tras-
factor basico de plante de traquea cervical en perros al uti-
crecimiento de fi- lizar la técnica quirdrgica de trasplante tra-

broblastos.

queal dividido, combinando la aplicacion

Key words: Cervi- del factor basico de crecimiento para fibro-
cal tracheal allo- blastos en los sitios de las anastomosis.

transplant, basic Material y métodos: Se operaron 24 pe-
fibroblast growth rros que fueron divididos en 4 grupos de

factor.

estudio: Grupo | (n = 6): Trasplante de 9

anillos de traquea cervical con la técnica
convencional (TTCC); Grupo Il (n = 6): TTCC e ins-
tilacién topica de factor basico de crecimiento de fi-
broblastos (bFGF) en los sitios de anastomosis; Gru-
po lll (n = 6): Trasplante con la técnica de trasplante
dividido (TTCD) y Grupo IV (n = 6): TTCD y apli-
cacion de bFGF. Los animales recibieron triple inmu-
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ABSTRACT

Background: Tracheal transplantation of lesions lar-
ger than 6 cm fails due to ischemic complications.
Growth factors and different surgical techniques, in-
cluding the divided tracheal graft technique, have
been used experimentally to stimulate the neoforma-
tion of blood vessels.

Objective: Assessment of the viability and macro-
scopic and microscopic changes of the cervical trans-
planted trachea in dogs, using the divided tracheal
graft technique, combined with the application of
basic fibroblast growth factor (bFGF) on the anas-
tomotic site.

Material and methods: Twenty four mongrel dogs
were divided in 4 study groups: Group | (n = 6):
Transplantation of 9 cervical tracheal rings with the
conventional surgical technique (TCTC). Group Il
(n = 6): TCTC combined with topical instillation of
bFGF at on the anastomotic line. Group Il (n = 6):
Transplantation of cervical trachea using the divid-
ed tracheal graft technique (TCTD), and Group 1V
(n = 6): TCTD with topical application of bFGF. The
animals received triple immunotherapy (azathio-
prine, methylprednisolone, cyclosporine) and were
to have clinical, radiological and endoscopical eva-

Revista DEL INsTITUTO NACIONAL DE ENFERMEDADES RESPIRATORIAS

Julio-Septiembre 2006, Segunda Epoca, Vol. 19 N°3

www.iner.gob.mx


http://www.medigraphic.com/medi-artemisa
http://www.medigraphic.com/espanol/e1-indic.htm

nosupresion (azatioprina, metilprednisolona, ciclos-
porina). Se planearon evaluaciones clinica, radiol6-
gica y traqueoscopica durante 4 semanas. Al final
del estudio los injertos trasplantados se evaluaron
macroscopica y microscépicamente.

Resultados: Ningtn animal concluyé su tiempo de
estudio por disnea grave durante la primera sema-
na del estudio. Macroscopicamente todos los injertos
desarrollaron fistulas y necrosis. Microscépicamen-
te mostraron necrosis, inflamacion, vasculitis, hemo-
rragia y destruccion del cartilago.

Conclusion: En este estudio encontramos que el tras-
plante de traquea cervical mayor a 6 cm, tiene malos
resultados con la técnica quirtrgica convencional o
dividida e inmunosupresién, asi como con y sin la apli-
cacion de bFGF en los sitios de anastomosis.

INTRODUCCION

El tratamiento de las enfermedades traqueales
puede requerir de reseccion; sin embargo, esto
representa un problema ya que si el segmento re-
secado es largo, puede no haber tejido suficiente
para la reconstruccion y se tiene que utilizar una
prétesis o realizar un trasplante®.

Se han utilizado protesis de titanio, polietileno,
silicon, marlex y teflén, sin el buen éxito desea-
do debido a que permiten fugas de aire, se co-
lapsan y/o no permiten movilizar las secreciones
bronquiales’.

El trasplante traqueal se ha dificultado por tres
causas: preservacion, inmunosupresion y revascu-
larizacion de injerto, esta Ultima, porque al llevar
a cabo el trasplante se suprime el aporte sangui-
neo originado por plexos y se altera el proceso de
cicatrizacién de la traquea.

Experimentalmente se ha observado que la
maxima longitud traqueal que se puede resecar
sin complicaciones son 4 cm (4 6 5 anillos), pero
el trasplante de injertos mayores a 6 cm de lar-
go (8-10 anillos) muestra necrosis, retraso de la
cicatrizacion, estenosis o malacias por isquemia®*2.
Para tratar de resolver este problema se han uti-
lizado, experimentalmente, colgajos de omento
para cubrir los injertos traqueales trasplantados
(omentopexia), pero no ha funcionado para tras-
plantes mayores de 6 cm, debido a que sélo se
revascularizan las lineas de sutura, pero no la por-
cién media del injerto®. También se ha evaluado

Trasplante de traquea cervical combinado con factor de crecimiento de fibroblastos

luation during 4 weeks. At the end of the study,
macroscopic and microscopic evaluations of the
transplanted grafts were done.

Results: No animal completed the study time due to
severe dyspnea during the first postoperative week.
Macroscopically all grafts showed necrosis and fistu-
lae formation. Microscopically we observed necrosis,
inflammation, vasculitis, hemorrhage and destruction
of cartilage in all the grafts.

Conclusion: In this study, tracheal allotransplanta-
tion longer than 6 cm with either surgical technique,
with immunosuppression, with or without bFGF, is
unsuccessful.

la revascularizacion directa sin buenos resultados,
ya que los vasos anastomosados se obstruyen y el
injerto se necrosa'®,

Yokomise reportd buenos resultados al realizar
trasplantes traqueales de segmentos de 10 anillos,
utilizando la técnica quirdrgica de trasplante tra-
queal dividido combinado con omentopexia, la
cual consiste en dividir el injerto por trasplantar en
dos segmentos a través de su porcion media para
estimular los vasa vasorumy, posteriormente, rea-
lizar tres anastomosis de manera convencional
(proximal, media y distal) insertando un colgajo de
epiplon en la porcion media y las dos anastomo-
sis terminales queden envueltas en éste'®.

Otros estudios mencionan que la adicion de
factores de crecimiento en la zona de las anasto-
mosis tienen buenos resultados, debido a que
éstos son potentes promotores de la angiogénesis
y su aplicacién incrementa la revascularizacion del
injerto’®7,

Con base en lo anterior se penso en realizar
trasplante de traquea cervical mayor a 6 cm con
la técnica de trasplante traqueal dividido, combi-
nado con la aplicacion tépica del factor béasico de
crecimiento de fibroblastos (bFGF) para mejorar
la viabilidad del injerto.

Objetivo. Evaluar la viabilidad, cambios ma-
croscépicos y microscopicos del trasplante de
nueve anillos de traquea cervical en perros al uti-
lizar la técnica quirdrgica de trasplante traqueal
dividido, combinando la aplicacién del bFGF en los
sitios de las anastomosis.
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MATERIAL Y METODOS
Animales de experimentacién

Se utilizaron 24 perros mestizos de 15 a 18 kg
gue fueron manejados de acuerdo con las Espe-
cificaciones Técnicas para el Cuidado y Uso de
Animales de Laboratorio de la Norma Oficial
Mexicana®® y la Guide for the Care and Use of
Laboratory Animals de Estados Unidos?®.

Grupos de estudio
Los animales fueron divididos en cuatro grupos:

e Grupo | (n= 6): trasplante de traquea cervical
con la técnica convencional de trasplante tra-
gueal (anastomosis término-terminal).

e Grupo Il (n= 6): trasplante de traquea cervi-
cal convencional; se instil6 bFGF en los sitios
de anastomosis.

e Grupo Il (n= 6): trasplante de traquea cervi-
cal con la técnica de trasplante dividido
(anastomosis término-terminal y medial).

e Grupo IV (n= 6): trasplante traqueal cervical
dividido, con aplicacion de bFGF en los sitios
de anastomosis.

Técnicas quirargicas

Se operaron simultaneamente dos animales a los
gue se les practico trasplante traqueal; se procurd
un segmento de 10 anillos en los dos animales,
y se trasplantd un segmento de nueve anillos a
cada uno de ellos.

Anestesia

Todos los animales se sometieron a anestesia
general con 0.1 mg/kg de hidrocloruro de xila-
cina (Rompun; Bayer, Leverkusen, Alemania) y 6
mg/kg de propofol (Diprivan; Astra Zeneca, Es-
tado de México, México) via intravenosa (i.v) e
inmediatamente después se les aplicaron 28 mg/
kg i.v de dipirona (Alnex; Pisa, Hidalgo, México)
como analgésico?>2, Se colocaron sobre la mesa
de cirugia en posicién decubito dorsal y se intu-
baron con una sonda orotraqueal (Endotracheal
tube; Rush, Kamunting, Malasia); la anestesia se

mantuvo con isofluorano al 1.5% (Dorin; Halocar-
bon, Augusta, EU). Al momento de estar realizan-
do las anastomosis se introdujo otra canula en la
porcién distal de la traquea para mantener la ven-
tilacion y anestesia.

Obtencion del segmento traqueal

Se realizé una incisién media en la regién cervi-
cal ventral, se diseco el tejido celular subcuta-
neo, platisma y planos musculares hasta llegar a
la traquea. Esta se diseco en toda su circunferen-
cia y se le resecé un segmento de diez anillos,
los cuales se sumergieron en solucién salina fisio-
I6gica y se procedid a trasplantarlos, previa toma
de un anillo traqueal como control en la evalua-
cién microscépica.

Trasplante

En los cuatro grupos de estudio se llevé a cabo
la misma técnica de procuracion. En el grupo | y
Il se anastomos6 el segmento con los nueve ani-
llos restantes con puntos separados de sutura ab-
sorbible de polidioxanona 4-0 (PDS; Ethicon, New
Jersey, EU), primero la anastomosis proximal y
luego la distal (Figura 1a).

En los grupos Il y IV (trasplante dividido), el
segmento procurado se dividié en su porcion
media y se anastomos0 ex vivo, concluida ésta,
se inici6é con la anastomosis proximal y finalizd
con la porcion distal de la traquea, utilizando pun-
tos separados y el mismo material de sutura que en
los grupos 1 y Il (Figura 1b). Se realizo cierre con-
vencional en los cuatro grupos finalizado el alo-
trasplante.

En el postoperatorio, a todos los animales les
fue administrado analgésico (dipirona 28 mg/kg,
Alnex; Pisa, Hidalgo, México) y antibidtico
(5 mg/kg via i.m enrofloxacina, Baytril; Bayer,
Shawnee, KS, EU) por siete dias?®2,

Aplicacioén del factor de crecimiento de
fibroblastos

Se administrd por traqueoscopia bajo anestesia
general, inmediatamente después de la cirugiay
cada siete dias hasta la cuarta semana. El bFGF
(basic fibroblast growth factor from bovine pitui-
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Figura 1. Alotrasplante de traquea cervical con la
técnica quirargica convencional (A) y con la técnica
de trasplante traqueal dividido (B).

tary glands; Sigma St Louis, MS, EU) se instilé en
cada anastomosis a dosis de 2.5 ug diluidos en 1
mL de solucidn salina fisiologica (SSF), dosis uti-
lizada en trasplantes?®.

Inmunosupresion

Todos los animales deberian recibir 2 mg/kg/dia
de azatioprina (Imuran; Glaxo Smith Kline, Lon-
dres, Inglaterra), 2 mg/kg/dia de metilpredniso-
lona (Meticorten; Schering-Plough, DF., México),
més 15 mg/kg/dia de ciclosporina A (Sandimmun
Neoral; Novartis, Basilea, Suiza) durante las cua-
tro semanas del estudio®?2%,

Evaluacion clinica

Se realizé diariamente durante la primera sema-
na postoperatoria y cada tercer dia el tiempo res-

Trasplante de traquea cervical combinado con factor de crecimiento de fibroblastos

tante del estudio. Se evalud la presencia de es-
tridor, infeccion, sangrado de la herida cervical y
disnea, de acuerdo con una escala modificada a
la utilizada por la Medical Research Council?,
segun la severidad de ésta: 0= sin disnea después
de correr; 1= disnea después de correr; 2= dis-
nea en reposo.

Evaluacion radiogréfica

Se tomaron radiografias laterales de cuello antes,
e inmediatamente después de la cirugia, diaria-
mente la primera semana postrasplante y cada
semana hasta que finaliz6 el estudio para valorar
la continuidad e integridad del injerto traqueal
trasplantado.

Evaluacién traqueoscoépica

Se realizé traqueoscopia, antes y después de
cirugia a diario durante la primera semana
postcirugia, cada tercer dia en la segunda se-
mana postrasplante y cada siete dias al apli-
car el tratamiento el resto del estudio, eva-
luando cicatrizacién, dehiscencia, infeccion y
formacién de fistulas o estenosis. Los proce-
dimientos se videograbaron y compararon
con los de las traqueoscopias control. La es-
tenosis se valoré de acuerdo con la escala
descrita por Cotton?>,

Macroscopica: Al finalizar el estudio los ani-
males se sometieron a eutanasia con sobredosis
de pentobarbital sédico (Anestesal; Pfizer, Tolu-
ca, México)?, y se realizd evaluacion macrosco-
pica y microscépica. Macroscopicamente se revi-
s6 por dentro y por fuera de la luz traqueal el
estado de las anastomosis, cicatrizacion, dehis-
cencia, infeccién, necrosis y formacion de fistu-
las. Microscopica: Se tomaron muestras de los
sitios de anastomosis y porcion media del injer-
to, se fijaron en formaldehido al 10%, se inclu-
yeron en parafina, se cortaron a 4 u y se tifieron
con hematoxilina-eosina y tricrémica de Mason.
Por microscopia de luz se evalud la presencia de
inflamacion, fibrosis, rechazo, fagocitosis, vasos
de neoformacidn, asi como la formacion de fibras de
colagena (para valorar la cicatrizacion) y se com-
pararon con las muestras control tomadas antes
del trasplante.
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Anélisis estadistico. Se realiz6 mediante las
pruebas de ANDEVA y Kruskal-Wallis. Los valo-
res de p < 0.05 fueron considerados como sig-
nificativos.

RESULTADOS

Todos los animales sobrevivieron al procedimien-
to quirdrgico, pero no al tiempo de estudio es-
tablecido. En los cuatro grupos de estudio el pro-
medio de sobrevida fue de 6.6 dias con un rango
de 5 a 10 dias.

Evaluacion clinica

Todos los animales (100%) mostraron estridor al
tercer dia postrasplante. El 100% de los perros
presentaron disnea grado 1 al quinto dia, que
evoluciond a grado 2 entre el sexto y séptimo dia
postoperatorio; sélo 1 animal del grupo | mostré
este cuadro clinico al décimo dia postquirargico.
Al comparar el grado de disnea dentro de cada gru-
po y entre grupos, ésta no fue significativa (AN-
DEVA, Kruskal-Wallis p= NS).

Al quinto dia postrasplante, el 100% de los
animales mostré enfisema subcutaneo, exudado
purulento en la herida quirdrgica y halitosis se-
vera, con excepcion del animal del grupo | que
sobrevivié mas tiempo y mostré este cuadro cli-
nico al dia 8 postoperatorio. Todos los animales
se sometieron a eutanasia el dia que presentaron
disnea grado 2.

Evaluacion radiografica

En todos los grupos, las radiografias de cuello to-
madas inmediatamente después del procedimiento
quirdrgico, mostraron continuidad y permeabilidad
del segmento traqueal trasplantado. Al tercer dia
se observé disminucion de la luz traqueal en el
100%, a excepcién del animal del grupo | que
sobrevivio 10 dias, el cual mostro esta disminu-
cién al dia 6 postoperatorio.

Veintitrés (95.8%) de los perros operados,
presentaron pérdida de la continuidad de la tra-
guea y enfisema subcutaneo cervical entre el dia
5y 7 postoperatorio. El animal del grupo | con
mas sobrevida mostré pérdida de la continuidad
del injerto al dia 10.

Evaluacién traqueoscoépica

Todas las anastomosis traqueales se observaron
permeables y sin anormalidades (Figura 2a). Al
tercer dia, el 100% de las traqueas trasplantadas
presentaron isquemia (Figura 2b).

Al cuarto dia, el 95.8%2% mostré inflamacion
severa de las anastomosis proximal y distal. En los
grupos en los que se llevé a cabo el trasplante
con la técnica de trasplante traqueal dividido,
las anastomosis medias se observaron normales
(Figura 2c).

En todos los animales se observo exudado
purulento y formacion de fistulas en la porcion
membranosa de la traquea a la mitad del injerto
trasplantado (Figura 2d) entre el dia5y 7 pos-
trasplante. En el animal del grupo | con mayor
sobrevida, estos hallazgos se observaron al dia 10
postcirugia.

Evaluacién macroscopica

En todos los perros se observaron necrosis, forma-
cién de fistulas en la porcién media del injerto
traqueal, desprendimiento de los anillos y acumu-
lacién de exudado purulento.

Evaluacién microscépica. En todos se obser-
varon necrosis, pérdida del epitelio, inflamacion
con infiltracién de linfocitos, vasculitis, hemorra-
gia y destruccion del cartilago (Figura 3).

DISCUSION

El trasplante traqueal puede ser una opcion para
el tratamiento de las enfermedades traqueales
que ameritan reseccién mayor a 6 cm, pero su
realizacién se ha complicado debido a algunos
problemas entre los que sobresale la isquemia
del injerto que se refleja en mala cicatrizacion y,
en los casos mas graves, necrosis e infeccion
cronica®101214.26.27 Para resolver este problema
realizamos trasplante traqueal dividido combina-
do con la aplicacién de 2.5 ug de bFGF, diluidos
en 1 mL de SSF en los sitios de anastomosis con el
fin de incrementar el nimero de vasos de neo-
formacién y favorecer la viabilidad del injerto
traqueal trasplantado.

El estridor que presentaron todos los animales
al dia tres postcirugia, pensamos que fue ocasio-
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Figura 2. Traqueos-
copia de un animal
del grupo Il en la
que se observa: (A)
injerto completa-
mente permeable in-
mediatamente del
postrasplante, (B)
injerto isquémico al
tercer dia postopera-
torio, (C) inflama-
cion severa al cuarto
dia postcirugia y (D)
necrosis y fistula en
el injerto trasplanta-
do al dia seis pos-
trasplante.

177

Figura 3. Fotomicro-
grafia de un animal del
grupo Il que muestra:
(1) cartilago destruido
y sin condrocitos (C)
con abundantes neu-
tréfilos (flecha) (H-e,
10x); (2) vaso central
(flecha) con infiltrado
linfocitario, necrosis y
hemorragia (H-e, 40x)

y (3) pericondrio (flecha),

¥ RS $ fibrina (F), abundantes

TS r[/ 5. B 5 T neutréfilos y hemorra-
w52 58 » | s gia (H-e, 10x).

nado por la inflamacién del injerto que impedia los hallazgos radioldgicos y traqueoscapicos, se

el paso libre de aire hacia los pulmones. La dis- puede pensar que se produjo por la necrosis y

nea grado 2 que se observé en el 100% de los fistulas en la porcién media del segmento traqueal
perros y que condujo a su eutanasia entre el dia trasplantado. Estos hallazgos coinciden con los que
5y 7 después de la cirugia, al correlacionarla con mencionan que la microcirculacion de las anastomo-
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sis, suministrada por las arterias longitudinales la-
terales y transversas anteriores intercartilaginosas,
no es suficiente y las paredes traqueales se vuelven
vulnerables al dafio isquémico, lo que desemboca
en dehiscencia, fistulas o necrosis después del tras-
plante traqueal?®?,

Al correlacionar los hallazgos traqueoscpicos,
macroscopicos y microscopicos en el momento
de la eutanasia, se confirmé que la necrosis y for-
macion de fistula en los cuatro grupos de estu-
dio fue por la falta de un aporte vascular; sin
embargo, se ha realizado aplicacion tépica del
bFGF en autoinjertos traqueales colocados en el te-
jido subcutaneo, observando incremento de la
vascularizacion y mejoria de la preservacion de
epitelio’®*®, Lo observado en este trabajo tampo-
co coincide con lo descrito por otros autores, que
han estudiado la cicatrizacion traqueal y rechazo
en trasplantes experimentales®®, asi como la cica-
trizacion bronquial y el papel de la omentopexia
en el trasplante pulmonar?”3! observando adecua-
da revascularizacion y cicatrizacion de los injertos.

Los hallazgos observados en nuestro estudio
pueden deberse: a) se realizé alotrasplante, b)
dosis empleada de bFGF, c) vehiculo utilizado para
su aplicacion y d) uso de inmunosupresion, ya que
otros autores describieron que la administracion
de 5 a 10 pg de bFGF aplicados en conjunto con pe-
gamento de fibrina en un modelo de autotrasplante
traqueal sin inmunosupresion, favorece la revascu-
larizacion y reepitelizacién de los injertos®2.

CONCLUSIONES

En este estudio, parte de una linea de investiga-
cién en trasplante traqueal, se concluye que no
es viable realizar el trasplante inmediato de tra-
guea cervical con la técnica de trasplante traqueal
dividido realizando tres anastomosis, combinada
con la aplicacion del bFGF en los sitios de anasto-
mosis a las dosis de 2.5 ug para favorecer la re-
vascularizacion y cicatrizacion en las areas de su-
tura del injerto trasplantado, sobre todo en su
porcion central.

Se tienen que realizar mas estudios con alo-
trasplantes utilizando la misma técnica y diferen-
tes dosis de bFGF hasta encontrar la dosis éptima,
ademas de valorar si los inmunosupresores afectan
su actividad.
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