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Reemplazo traqueal con matriz de colageno
traqueal descelularizada en perros

Dres. G. Falke, M. Boglione, M. Siminovich, M. Cadario, L. Korman, M. Asprea, G. Williams, R. Rubio, D. Aquilar

Area Trasplante de Pulmén, Anatomia Patologica y Cirugia Experimental. Hospital J.P. Garrahan. Buenos Aires, Argentina

Siguiendo el concepto introducido por la Ingenieria Tisular, la obtencion de matrices acelulares
de colageno es utilizada para la reconstruccion de diferentes tejidos, dado que este material
obtenido no genera rechazo y favorece el crecimiento celular. El proceso de descelularizacion
lleva diferentes etapas, pero la matriz finalmente obtenida mantiene la conformacion espacial del tejido previa-
mente tratado. El objetivo de este estudio es obtener tejidos traqueales descelularizados de perros donantes pa-
ra ser utilizados en reemplazos traqueales en aquellos animales a los que previamente se les genera un defecto
traqueal. Se utilizaron 6 perros mestizos de tamafio mediano a los que se les realizé una cervicotomia vertical y
reseccion de un segmento de 2,5 x 2,5 cm (3 anillos traqueales) en la cara lateral izquierda de la traquea. Este
segmento fue reemplazado por trdquea acelular obtenida de perros donantes. Se realizd una sutura continua
con Prolene® 4/0. Los animales fueron sacrificados sucesivamente con intervalos de un mes entre cada uno. La
experiencia concluyd a los 6 meses. Previo al sacrificio se realizé radioscopia y fibrobroncoscopia. El tejido ob-
tenido fue enviado a Anatomia Patoldgica para su posterior estudio. Todos los animales sobrevivieron al proce-
dimiento sin mostrar signos de dificultad respiratoria. La fibrobroncoscopia evidencio a partir del primer mes
una reconstitucion epitelial completa sin mayor compromiso de la luz traqueal. La radioscopia previa al sacrifi-
cio confirmd dicho hallazgo. La histologia mostrd la aparicion de células inflamatorias en los primeros meses que
se sustituyeron por fibroblastos con el paso del tiempo y una adecuada epitelizacion de la luz traqueal. Este es-
tudio demuestra que la utilizacion de matriz acelular traqueal es un adecuado sustituto biolégico para la repa-
racion de defectos traqueales menores en un modelo experimental.

Resumen

Palabras clave: Ingenieria Tisular - Traquea - Coldgeno

The aim of this study was to obtain acellular collagen matrices from tracheal tissue of donor
dogs, to be used in the repair of tracheal defects previously established in a group of “recipi-
ent” dogs. A 2,5 x 2,5 cm segment was obtained from the left lateral aspect of the trachea of
six medium-size, mixed parentage dogs, by means of a lateral cervicotomy. The segments included 3 tracheal
rings. These segments were replaced using acellular tracheal segments obtained from donor dogs, attached with
a running suture of 4.0 Prolene®. All animals survived the procedure, with no signs of respiratory distress. They
were sacrificed one by one on a monthly basis, concluding the experience on the sixth month. Fluoroscopy and
bronchoscopy were performed prior to the sacrifice. Bronchoscopy showed complete epithelization of the acel-
lular grafts from the first month after the placement, with no narrowing of the tracheal lumen. Tissues obtained
from the sacrificed animals were studied in the pathology department. Inflammatory cells were found on the
acellular graft in the first samples (first months after surgery), and fibroblasts covered with epithelium were
found in the late samples (several months after surgery). This study shows that the acellular tracheal matrix is
an appropriate substitute to be used in small tracheal defects in an experimental animal model.

Summary

Index words: Tissue engineering - Trachea - Collagen

Seguindo o conceito introduzido pela engenharia tecidual, a obtencao de matrizes de colageno
acelulares é utilizada para a reconstrucdo de diferentes tecidos, dado que este material obtido
ndo gera rejeicdo e favorece o crescimento celular. O processo de descelularizacdo tem difer-
entes etapas, mas a matriz finalmente obtida mantém a conformacédo espacial do tecido previamente tratado.
O objetivo deste trabalho é obter tecidos traqueais descelularizados de cdes doadores, para serem utilizados em

Resumo
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substituicGes traqueais naqueles animais nos quais previamente se produziu um defeito traqueal. Utilizaram-se
6 cdes mesticos, de tamanho médio, nos quais se realizou uma cervicotomia vertical e se ressecou um segmento
de 2,5 x 2,5 cm (3 anéis traqueais) na face lateral esquerda da traquéia. Este segmento foi substituido por
traquéia acelular obtida dos cdes doadores. Realizou-se uma sutura continua com prolene® 4-0. Os animais
foram sacrificados sucessivamente em intervalos de um més entre eles. O trabalho foi concluido em 6m meses.
Antes do sacrificio foram realizadas radioscopia e fibrobroncoscopia. O tecido obtido foi enviado para estudo
histolégico. Todos os animais sobreviveram ao procedimento sem sinais de dificuldade respiratoria. A fibro-
broncoscopia mostrou, a partir do primeiro més uma reconstituicdo epitelial completa, sem maior compromisso
da luz traqueal. A radioscopia, prévia ao sacrificio, confirmou este achado. A histologia mostrou o aparecimen-
to de células inflamatdrias nos primeiros meses que foram substituidas por fibroblastos, com o passar do tempo,
e uma epitelizacdo adequada da luz traqueal. Este estudo demonstra que a utilizacdo de matriz traqueal acelu-
lar é um adequado substituto bioldgico para a reparacdo de defeitos traqueais menores em um modelo exper-
imental.

Palavras chave: engenharia celular - traquéia - colageno

Diferentes entidades clinicas
como la atresia traqueal con-
génita, la traqueomalacia

das son las mas frecuentes y se asocian a muy diversas
patologias tales como atresia de es6fago, duplicaciones
esofagicas, anillos vasculares y quistes intratoracicos.

Introduccion

primaria o secundaria a compresiones esofagica o
vasculares, las estenosis traqueales congénitas y las
lesiones trauméaticas en general, ocasionalmente
requieren de la utilizacion de diversos tejidos para
aumentar la luz traqueal o reforzar la pared de la
misma'>.

En las atresias traqueales congénitas los lactantes
nacen con la traquea distal o los bronquios incomple-
tos en su formacion. Habitualmente se asocian a de-
fectos laringeos.

La traqueomalacia primaria se refiere a un reblan-
decimiento de la pared traqueal acompafiado en oca-
siones de una formacion incompleta de los anillos tra-
queales. Las traqueomalacias secundarias o adquiri-

Las estenosis traqueales congénitas se dividen basica-
mente en 3 grupos: hipoplasicas difusas (30%), estenosis
en embudo (20%) y estenosis segmentarias (50%)>

Muchas de estas patologias se beneficiarian con la
utilizacién de un material bionatural utilizado como
prétesis, durante cirugias reconstructivas. En general,
estos pacientes deben ser operados en épocas tem-
pranas de la vida y la trdquea reparada deberd acom-
pafar el crecimiento de los mismos.

Siguiendo el concepto introducido por la Ingenie-
ria Tisular, la obtencién de matrices acelulares de co-
lageno es utilizado para la reconstruccion de diferen-
tes tejidos, dado que el material obtenido no genera
respuesta inmunoldgica (rechazo) y favorece el creci-

A) Produccién de
la lesion traqueal

By Q)
Reparacion
con matriz
acelular

A) Traquea normal

B) Tratada con Agua
Destilada (7 a10 dias)

C) Detergente celular:
Triton X (7 dias)

D) Acido Nitrico (11 dias) f.i

Fig. 1: Cirugia traqueal

Fig. 2: Descelularizacion de la Traquea Donante
(Tincién: H&E)
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miento celular®. El proceso de descelularizacién lleva
diversas etapas, pero la matriz finalmente obtenida
mantiene la conformacion espacial del tejido previa-
mente tratado’. El objetivo del presente estudio ex-
perimental tiene dos aspectos, el primero, lograr la
descelularizacién de tejidos traqueales de perros do-
nantes: estos tejidos una vez procesados seran utiliza-
dos como bioprétesis en perros receptores. El segun-
do objetivo de este estudio es demostrar que el teji-
do traqueal descelularizado es util y adecuado para el
reemplazo de una lesion traqueal previamente creada.

Material y método Los procedimientos realiza-
dos fueron aprobados pre-
viamente por el Area de Do-

cencia e Investigacion del Hospital J.P.Garrahan, si-
guiendo los principios de la ARCH (Animal Resource
Children Hospital, Boston, MA) avalado por la “Guia
para el Cuidado y el Uso de Animales de Laboratorio”
preparada por la National Academy of Sciences y pu-
blicada por el National Institute of Health (NIH publi-
cacién 85-23, revisada 1985). Los animales permane-
cieron dentro de las instalaciones del bioterio de
nuestro centro, bajo estricto control veterinario en
forma diaria y albergados en caniles individuales,
con libre salida a patios externos y disposicion de
agua ad libitum.

La trdquea donante se obtuvo de cadaveres de pe-
rros de similar conformacion fisica y peso sacrificados
en otros experimentos. La misma fue lavada en solu-
cion de Wisconsin, disecada quirdrgicamente para
disminuir al maximo los restos de tejidos adyacentes.
Posteriormente fue colocada en una solucion de agua
destilada para favorecer la lisis celular por un periodo
de 7 a 10 dias con cambios de la soluciéon cada 48 ho-
ras. Posteriormente el tejido obtenido fue sumergido
en una solucién de Triton "X" al 5% que actia como
detergente celular donde permanecioé por 7 dias para
provocar la lisis de restos de membranas celulares.
Inmediatamente después fue colocado en una solu-
cion de acido nitrico por 11 dias. Se realizaron prue-
bas histologicas al finalizar cada etapa para confir-
mar la progresiva descelularizacion, con tinciones de
hematoxilina & eosina.)

Se utilizaron 6 perros mestizos de tamafo media-
no para la conformacién de un modelo quirirgico
idéntico de lesién traqueal. Los animales fueron anes-

tesiados con la administracién intramuscular de
30mg/kg de clorhidrato de ketamina (Parke Dauvis),
0,5mg/kg de clorhidrato de midazolam (Roche) y 0,1
mg/kg de sulfato de atropina (Larjan) luego de una
induccion con isofluorano al 5% en mascara con oxi-
geno al 100% a 15 litros por minuto durante un

Fig. 3: Reemplazo traqueal con matriz acelular de
coldgeno: 6 meses posoperatorio
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Luz traqueal

Submucosa y glandulas

Fig. 4: Organizacion de neocartilago y neomusculo
sobre el biomaterial: 6 meses (H&E)

Ndtese la neo-organizacion traqueal: el epitelio,

la submucosa con glandulas, musculo y cartilago.

Cartilago Adulto

Fig. 5: Organizacién de neocartilago sobre el biomate-
rial: 5 meses (H&E). Cartilago Adulto y Joven
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fueron colocados en posicion supina y sujetados a la
mesa e intubados con un tubo endotraqueal niumero
6. Recibieron oxigeno e isofluorane durante el tiempo
que duro el procedimiento. Se utilizé durante el proce-
dimiento un colchén térmico a 38 grados centigrados.

La cirugia consistio en la realizacion de una cervi-
cotomia vertical y resecciéon completa de un segmen-
to de 2,5 x 2,5 cm (3 anillos traqueales) en la cara
lateral izquierda de la trdquea. Una vez resecado este
segmento, la luz traqueal quedd totalmente expues-
ta. Esta area de defecto traqueal originada quirurgi-
camente, fue reemplazada por un parche de traquea
acelular de similar tamafo. Se realizé una sutura con-
tinua con Prolene® 4/0. Los animales fueron sacrifica-
dos mensualmente durante 6 meses. Previo al sacrifi-
cio se realizé radioscopia y fibrobroncoscopia.

El tejido obtenido una vez sacrificado los animales,
fue enviado a Anatomia Patolégica para su posterior
estudio. Los tejidos fueron fijados en formol e inclui-
dos en parafina para ser seccionados en cortes de 5
micras. Se realizaron tinciones basicas con hematoxi-
lina & eosina para tinciones nucleo-citoplasmaticas y
con azul de alcian para la tincion de mucopolisacari-
dos. Se complementaron los estudios con tinciones de
inmunohistoquimica especificos para células epitelia-
les de la luz traqueal y de las glandulas de la submu-
cosa con citoqueratina. Se completaron los estudios
con la utilizacién de alfa actina, tincion especifica de
células musculares.

Todos los animales sobrevivie-
ron al procedimiento del im-

Resultados

plante, sin mostrar signos de
dificultad respiratoria, ni requirieron ser reintubados
una vez finalizada la cirugia. La evolucién posopera-
toria en los primeros dias mostré leves signos de dis-
nea y minimo estridor en dos de ellos que mejoraron
paulatinamente con el paso de los dias. Los animales
fueron sacrificados uno por mes durante 6 meses pos-
teriores a la realizaciéon de la cirugia.

La fibrobroncoscopia realizada a todos ellos evi-
dencio a partir del primer mes una reconstitucion epi-
telial completa sin mayor compromiso de la luz tra-
queal. Se visualizé un moderado aumento de la vas-
cularizacién local en la zona del defecto corregido.

La radioscopia previa al sacrificio confirmé una ade-
cuada luz traqueal en todos ellos con una minima dismi-

nucién (menor al 5%) de la luz en la zona operatoria.

La histologia evidencié descelularizacién completa
de los tejidos traqueales en forma secuencial, sin per-
der la estructura espacial propia de estos tejidos.

Una vez reemplazada la trdquea de los perros do-
nantes, se observé bajo tinciones con hematoxilina &
eosina, la aparicién de células inflamatorias en los pri-
meros meses que fueron sustituidas paulatinamente
por fibroblastos. Se evidencié una adecuada epiteli-
zacion de la luz traqueal con aumento de la vasculari-
zacioén peritraqueal en la zona de suturas traqueales.

La utilizaciéon de azul de alcian mostré las caracte-

risticas del nuevo cartilago originado a partir de la
trdquea circundante. La tincién de citoqueratina, de-
mostré uniformidad epitelial uniforme con el paso
del tiempo. La utilizacion de alfa actina, especifico de
células mesenquimaticas, demuestré una conforma-
cion traqueal adecuada.
Discusion La traqueoplastia incluye por
lo general una incisién en la
longitud de la estenosis tra-
queal y el aumento del didmetro traqueal por la in-
terposicién de diferentes tejidos de sostén. Estas téc-
nicas quirdrgicas son habitualmente aplicables a este-
nosis largas o congénitas. Se han utilizado diferentes
tipos de proétesis tales como: segmentos de cartilago
costal, duramadre, mallas de tantalio, piel y pericar-
dio. La alternativa para la correccion de defectos tra-
queales puede ocasionar con el paso del tiempo que
el tejido interpuesto no acomparie el crecimiento del
nifo tratado'>.

Ingenieria Tisular es el area cientifica interdiscipli-
naria cuyo fundamento esencial es el uso de células
vivas, manipulacion del entorno extracelular, crea-
cién de sustitutos biolégicos y su consecuente implan-
tacién en el cuerpo. Su intencién es reparar, reempla-
zar, mantener o mejorar la funcion de un érgano o
tejido, a través de la utilizacién de biomateriales que
proveen la estructura de andamiaje temporario y
guia al nuevo tejido en crecimiento®.

Nuestro estudio tiene dos aspectos a destacar. El
primero es la obtencién de tejido descelularizado a
partir de traquea donante. Este proceso es largo, re-
quiere continuos procedimientos mecanicos y quimi-
cos para su desarrollo. La progresiva descelularizacién
del mismo debe evidenciarse por histologia. Una vez
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obtenida esta matriz, el coldageno puro mantiene su
conformacion estructural y a pesar de una cierta dis-
minucién en su rigidez, mantiene su consistencia y
elasticidad. Este tejido obtenido puede mantenerse
por bastante tiempo en condiciones de esterilidad lo
que permitira su utilizacién cuando se requiera.

El segundo aspecto a resaltar de este trabajo expe-
rimental, es la conformacion de un amplio defecto
traqueal de 2,5 x 2,5 cm que incluye la reseccién de
los segmentos laterales izquierdos de tres anillos tra-
queales. Este defecto traqueal representa un adecua-
do segmento a reemplazar por el nuevo tejido biona-
tural® . No se registraron complicaciones quirurgicas
inherentes al procedimiento durante los primeros
dias del postoperatorio, demostrando que este tejido
rapidamente se adapta a la zona a reparar no permi-
tiendo escapes de aire ni de secreciones. Es importan-
te resaltar que la bioprotesis permanecié en el lugar
de implante en todos los animales, no migro, y no
afecto la luz traqueal. Su epitelizacion endoluminal
fue completa ya a partir del primer mes y siguié has-
ta el final del estudio. La endoscopia de la via aérea
evidencié multiples vasos de neoformacién. Ninguno
de los animales de esta serie presenté complicaciones
durante el tiempo en que duré este estudio, demos-
trando que es posible esta reconstruccién traqueal. El
material resulta quirargicamente adecuado, facil-
mente manipulable, y sumamente Util para reempla-
zar segmentos traqueales.

La evolucion histolégica mensual confirmé una
creciente y progresiva celularizacion, inicialmente in-
flamatoria y luego reemplazada por células mesen-
quimaticas que dieron origen a un paulatino neo-te-
jido a punto de partida de los tejidos circundantes. El
epitelio traqueal se reestablecid en forma uniforme
como se demuestra por inmunohistoquimica para ci-
toqueratina. La submucosa marcada por tinciones
con alfa actina demostré una adecuada organizacion.
Los sectores de cartilago nuevo se originaron a punto
de partida de condrocitos del cartilago primitivo. Es-
te progresivo y eficiente sistema natural de creci-
miento celular sobre el biomaterial, es conocido co-
mo el efecto de “in growth" .

Este estudio demuestra que es técnicamente posi-
ble la descelularizaciéon traqueal, con la consecuente
obtencién de matriz acelular de coladgeno ya que es-
ta matriz de colageno mantiene su conformacion es-

pacial. El biomaterial obtenido es un adecuado susti-
tuto biolégico para la reparacién de defectos tra-
queales menores en un modelo experimental favore-
ciendo el crecimiento celular adyacente. Futuros estu-
dios en animales en crecimiento y el reemplazo de
segmentos traqueales mayores seran necesarios para
el establecimiento de este material como un posible
sustituto biolégico para su aplicacion en humanos.
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