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La perfusion tisular del donante mejora la conservacion
del injerto en el trasplante traqueal heterotopico
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El objetivo de este estudio ha sido valorar el efecto de la
perfusion con solucién de Collins de los tejidos peritraquea-
les del donante antes de la extraccién y la inmunosupresion
del receptor sobre la conservacion de la traquea trasplan-
tada.

Se realizo un estudio experimental en 36 conejos albinos
con injertos traqueales en situacion heterotépica cervical re-
vascularizados con epiplon. Los animales se dividieron en
4 grupos: a los del grupo I (n = 9) y III (n = 9) se les tras-
planté un injerto traqueal de donante no perfundido y a los
animales de los grupos II (n = 9) y IV (n = 9) se les trasplan-
t6 un injerto de donante perfundido con solucién de Collins.
Se realizé terapia inmunosupresora con esteroides y ciclos-
porina durante 21 dias en los grupos III y IV. Se evalué me-
diante microscopia optica el grado de inflamacion o necrosis
de la circunferencia traqueal en la porcion medial y se esta-
blecié una gradacion de la lesion traqueal de 0 a 9, mediante
la suma del grado de lesién en mucosa, submucosa y carti-
lago.

El grupo IV presenté una valoracién media de la lesion
traqueal, inferior a la del resto de los grupos, con una pro-
babilidad de azar menor del 5%.

La perfusion con solucion de Collins de los tejidos peritra-
queales del donante junto a la terapia inmunosupresora dis-
minuye la lesién de la traquea trasplantada.

Palabras clave: Truasplante traqueal. Solucion de Collins. Inmu-
nosupresion.
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Donor tissue perfusion improves graft
preservation in heterotopic tracheal
transplantation

To assess the effect on tracheal graft preservation of per-
fusion of donor tissue with a Collins solution before extrac-
tion and immunosuppression of the recipient.

An experimental study was performed in 36 albino rab-
bits with revascularized heterotopic cervical reconstruction
of the trachea with omentum. The animals were distributed
in four groups. Groups I (n = 9) and III (n = 9) were trans-
planted with non perfused donor tissue. Animals in groups
II (n =9) and 1V (n = 9) received grafts perfused with Co-
llins solution. Immunosuppression with steroids and cyclos-
porin was continued for 21 days in groups III and IV. In a
mid portion of the trachea viewed under optical microscope,
the degree of inflammation or circumferential necrosis was
assessed on a scale of 0 to 9 by adding the scores for mucosa,
submucosa and cartilage.

The mean score for tracheal lesion was lower in group IV,
with a likelihood of random difference of less than 5%.

Perfusion of peritracheal tissues with Collins solution in
the donor, in addition to immunosuppression decreases the
extent of tissue damage in the tracheal graft.

Key words: Tracheal transplantation. Collins solution. Immuno-
suppresion.

Introduccion

Para resolver de forma eficaz las lesiones traqueales
extensas se han intentado numerosos métodos. El tras-
plante traqueal es el que podria solucionar mejor los
problemas de los pacientes con lesiones extensas no neo-
plasicas de la via aérea, ya que representaria una solu-
cion definitiva y sin necesidad de prétesis.
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Se han realizado muiltiples estudios para encontrar un
sustituto traqueal protésico. Numerosos autores' han ex-
perimentado una gran variedad de materiales para reparar
grandes defectos traqueales, pero ninguno cumple los re-
quisitos fundamentales de permitir la reepitelizacion, evi-
tar la formacién en exceso de tejido de granulacion, la
necrosis y dehiscencia y, por dltimo, ser resistente contra
la infeccién. En la mayoria de los modelos experimenta-
les se produce infeccion crénica, formacién de tejido de
granulacién que obstruye la luz traqueal y disrupcién de
la anastomosis o erosién de grandes vasos®.

También se ha intentado la sustitucion traqueal con
tejidos autdlogos no pediculados: esdéfago’, intestino®,
cartilago auricular’, periostio®, pericondrio’. Casi todas
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estas técnicas son experimentales y su uso clinico ha
sido excepcional y con dudosos resultados.

La mayoria de grupos que trabajan en trasplante tra-
queal experimental coinciden en la importancia de la re-
vascularizacién del injerto'*'?. Especial importancia tie-
ne también la utilizacién de inmunosupresion en el
receptor!®3,

Hemos estudiado el efecto de la perfusién de los teji-
dos del donante con solucion de cristaloides sobre el
mantenimiento del injerto traqueal, aspecto sobre el que
no hemos encontrado publicaciones.

Material y método

Se han empleado 54 conejos adultos, de ambos sexos, albi-
nos de Nueva Zelanda con pesos comprendidos entre 2.500-
4.500 g, 36 fueron utilizados como receptores y los 18 restan-
tes como donantes. Se han observado en todo momento las
normas de proteccion de animales de experimentacién (Direc-
tiva del Consejo 86/609 de la Unién Europea, recogidas en el
Real Decreto 223/1988 de 14 de marzo).

Grupo I: Grupo control constituido por 9 animales. Estos
son sometidos a trasplante alogénico heterotdpico de traquea
de un donante al que no se ha realizado perfusion con solucién
de Collins. No se le pauta al receptor terapia inmunosupresora.

Grupo I1: Los 9 animales de este grupo reciben traquea de
donante perfundido con solucion de Collins, pero no terapia
inmunosupresora.

Grupo llI: En este grupo los 9 animales reciben triquea de
donante no perfundido y se efectda tratamiento inmunosupre-
sor con metilprednisolona mediante un bolo intraoperatorio
de 100 mg i.v. y ciclosporina 10 mg/kg/dia via subcutdnea du-
rante 21 difas.

Grupo IV: Este grupo de 9 animales reciben triquea de do-
nante perfundido con solucion de Collins y se realiza trata-
miento inmunosupresor con metilprednisolona, un bolo de
100 mg. i.v. intraoperatorio y ciclosporina 10 mg/kg/dia via
subcutdnea durante 21 dfas.

Procedimiento en los donantes

Donantes con perfusion. Todos los donantes fueron premedi-
cados con atropina sulfato (0,10 mg/kg) i.m., ketamina 35
mg/kg i.m. y diazepam 2 mg/kg i.v. El mantenimiento de la
anestesia se realizd con pentobarbital sddico 40 mg/kg i.v. Se
realizd esternotomia media, apertura del pericardio y disec-
cién de la aorta tordcica. A continuacion se clampd la aorta
descendente (a unos milimetros de la salida de la subclavia iz-
quierda) e inmediatamente se introdujo un catéter venoso de
calibre 14-G en el tronco de la arteria pulmonar. Seguidamen-
te se inyectaron, a través de la arteria pulmonar, 500 U/kg i.v.
de heparina sédica y en ese momento se inici la perfusion de
solucién de Collins a temperatura entre 0 y 4 °C. Se utilizaron
250 ml a una presion de 100 cmH,O. Se secciond la orejuela
derecha para drenar el liquido de perfusién.

Una vez realizada la perfusion del donante, se disecd la tra-
quea y se extirparon 8-10 anillos (4-5 cm). Esta pieza se divi-
di6 en dos partes iguales (2-2,5 cm) que se introdujeron en un
recipiente estéril con solucién de Collins a temperatura entre
0y 4 °C. El tiempo de isquemia del injerto en ningln caso su-
per6 los 30 min.

Donantes sin perfusion. La técnica anestésica fue igual que en
el apartado anterior. Una vez anestesiado, el animal era sacri-
ficado con inyeccién i.v. de pentotal sédico. En el caddver se
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obtuvo el injerto traqueal, también 8-10 anillos mediante cer-
vicotomia. El injerto se dividié igualmente en dos y se con-
servé entre O y 4 °C en suero salino.

Procedimiento en los receptores

Quince minutos antes de comenzar la anestesia, se adminis-
traron 200 mg de cefazolina i.m. La técnica anestésica fue
igual que en el donante. Se realizé una incision en la linea
media abdominal para extraccion del epiplon. A continuacién
se practicé una cervicotomia media transversal de 2 cm y se
tunelizé el tejido subcutdneo hasta conectar esta incision con
la laparotomia. El epiplén se deslizé subcutaneamente hasta
la incision cervical.

Una vez preparado el epiplon, se tomd el injerto de triquea
del donante, que comprendia 4-5 anillos y se le introdujo una
sonda estéril de silicona de igual longitud y un calibre algo in-
ferior a la seccién traqueal, a modo de tutor'*. El inerto se en-
volvi6 en epiplon y se cerraron los extremos con puntos suel-
tos de Vicryl 3/0.

Se suturé la laparotomia teniendo la precaucion de no es-
trangular el pediculo del epiplon. Posteriormente se suturé la
cervicotomia.

Se administraron cefazolina 400 mg/dia i.m. y buprenortina
0.15 mg/dia s.c. durante los 2 dias siguientes a la interven-
cion.

Pasados 21 dias, los animales que sobrevivieron se aneste-
staron de igual forma y se reintervinieron mediante cervicoto-
mia. Se extirparon los injertos traqueales, con el epiplon que
los envolvia y se incluyeron en formaldehido tamponado al
10%.

En los grupos I y IV se llevo a cabo inmunosupresion con
metilprednisolona, un bolo de 100 mg i.v. intraoperatorio y
ciclosporina 10 mg/kg/dfa por via subcutdnea, hasta el sacrifi-
cio del animal. Se realizaron determinaciones basales de ci-
closporina los dias 7 y 14 postrasplante. La determinacion de
ciclosporinemia se realizé mediante técnica de inmunoandlisis
de polarizacion fluorescente. Hemos considerado niveles tera-
péuticos entre 150-200 ng/ml.

Estudio histoldgico

En todos los casos se tallaron muestras de la porcién media,
2 o 3 anillos traqueales completos, siguiendo el eje perpen-
dicular al eje mayor de la triquea. Una vez efectuados los blo-
ques, se realizaron cortes de 5 p. Dichos cortes se tiferon con
hematoxilina-eosina segin la técnica convencional utilizada
en los laboratorios de anatomia patolégica. Tras la tincidn, se
llevd a cabo el estudio con microscopia Optica valorando la
ulceracion del epitelio, la necrosis y/o inflamacion de la sub-
mucosa y la necrosis del cartilago. Hemos seguido la valora-
cién microscdpica propuesta por Olech et al', que analiza el
porcentaje de lesion observada en el epitelio, submucosa y
cartflago, segun la escala que se muestra en la tabla I.

Una vez obtenida la graduacién de la lesién en cada estruc-
tura, se obtuvo —sumando los valores de cada variable— el va-
lor total del grado de necrosis de todo el segmento traqueal.
De esta manera, un valor total cercano a O indicarfa normali-
dad histolégica.

TABLAI
Valoracién del grado de lesion traqueal”
Epitelio Submucosa Cartilago
0 Intacto 0 Histologia normal 0 Histologia normal

1 1-3% necrosis
2 34-67% necrosis
3 68-100% necrosis

1 1-33% necrosis 1 1-33% necrosis
2 34-67% necrosis 2 34-67% necrosis
3 68-100% necrosis 3 68-100% necrosis
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Fig. 1. Microscopia éptica de anillo traqueal que muestra restos de célu-
las epiteliales de revestimiento en su luz representativa de los grupos I
v IL (H-E, x 300).

Fig. 2. Microscopia éptica de anillo traqueal que representa un epitelio
plano monoestratificado representativa del grupo IIL. (H-E, x 850).

Andlisis estadistico

Se ha comparado la media aritmética del grado de lesién en
cada grupo de animales mediante el test de Duncan de rango
miiltiple para varianzas. Para el procesamiento metemdtico de
los datos se ha utilizado el programa estadistico SPSS 7.0
para Windows 95.

Resultados

De los 36 receptores, fueron excluidos 11, cuatro por
muerte postoperatoria (un animal en cada grupo) y siete
por infeccién del injerto (2 animales en cada uno de los
grupos [, Il y IIl y un animal en el grupo IV). Los gru-
pos quedaron finalmente representados por 6 animales
en los grupos [, [T y Il y 7 en el grupo I'V.

En la tabla II presentamos en resumen los resultados
del estudio. En los grupos [ y II encontramos una necro-
sis de la mayor parte de la mucosa y submucosa en todos
los animales, que se corresponde con el grado 3 (fig. ).
En el grupo III la media del grado de lesién tanto en mu-
cosa como en submucosa es de 2,1 (fig. 2) lo que supone
un grado moderado. En el grupo IV la media del grado
de lesion mucosa es 0,7 y de submucosa 1.4, esto indica
una estructura traqueal practicamente normal (fig. 3).
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Fig. 3. Detalle de células con microscopia de células de revestimiento po-
liestratificado y ciliado focalmente, grupo IV. (H-E, x 850).

TABLA 11
Resumen de los resultados del estudio

Caso Grupo} Mucosa } Submucosa | Cartilago | Total | Ciclo 1 | Ciclo 2
1 I 3 3 1 7 - -
2 | 3 3 | 7 - -
3 | 3 3 1 7 - -
4 I 3 3 1 7 - -
5 1 3 3 0 6 - -
6 1 3 3 0 6 - -
7 H 3 3 1 7 - -
8 I 3 3 1 7 - -
9 I 3 3 | 7 - -

10 11 3 3 1 7 - -

11 11 3 3 1 7 - -

12 11 3 3 1 7 - -

13 I 3 3 1 7 724 230

14 1 3 3 1 7 740 583

15 I 3 3 1 7 1086 301

16 it 1 1 1 3 660 248

17 91| 1 1 | 3 334 256

18 I 2 2 1 5 842 472

19 v 1 2 1 4 265 165

20 v 0 1 1 2 801 346

21 v 0 1 1 2 886 340

22 v 2 3 2 7 709 106

23 v 0 1 1 2 788 261

24 v 1 1 0 2 166 235

25 v 1 1 0 2 175 326

Ciclo 1: niveles de ciclosporina en el séptimo dia postoperatorio. en ng/ml: Ciclo
2: en el 14 postoperatorio.

Los resultados del andlisis estadistico se resumen en
la tabla III. Cuando comparamos las medias del grado
de lesién de mucosa y submucosa encontramos una di-
ferencia no achacable al azar entre los grupos Iy Il res-
pecto al grupo 11l y IV y a su vez entre el grupo IIf y IV
entre si. Sin embargo, al comparar el grado total de le-
sién s6lo encontramos diferencias significativas entre el
grupo 1V y el resto (fig. 4).

Discusién
La cirugia de reseccién traqueal se encuentra limita-

da por la imposibilidad de realizar anastomosis termi-
noterminal cuando la reseccién excede del 50% de la
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longitud traqueal'®. El porcentaje es todavia menor en
caso de tratamiento previo con radioterapia o en pacien-
tes ancianos!’.

La solucién quirdrgica definitiva para las lesiones
traqueales del adulto que no pueden corregirse mediante
reseccion y anastomosis terminoterminal se puede plan-
tear por tres procedimientos: el implante de una endo-
protesis, la sustitucidén total mediante prétesis traqueal y
el trasplante.

El uso de endoprdtesis es mds bien, en nuestra opi-
nidn, una solucién paliativa en casos de invasion traqueal
tumoral no tratable por otros métodos'®.

La solucion de perfusion tisular utilizada en el do-
nante de 6rganos sé6lidos'® persigue los siguientes obje-
tivos: disminuir el edema celular producido por la hipo-
termia, prevenir la acidosis intracelular, prevenir el
edema intersticial, prevenir la lesién por radicales libres
(especialmente producida durante la reperfusion) y pro-
porcionar sustratos para regenerar el ATP durante la re-
perfusién. Aunque en la actualidad existen otros tipos
de soluciones que parecen prolongar la preservacion del
injerto en el trasplante pulmonar, hemos creido adecua-
do emplear en este estudio la solucién de Collins por
dos razones. En primer lugar, por ser una solucién am-
pliamente utilizada tanto en clinica como en experimen-
tacién animal con la que se tiene, por lo tanto, una gran
experiencia. En segundo lugar, porque no era objeto de
este trabajo comparar la calidad de la preservacion tisu-
lar con diferentes tipos de solucién de perfusioén, por lo
que elegimos una facilmente asequible (otro tipo de so-
luciones no se encuentran como preparados comerciales
y tienen un precio mas elevado).

En nuestro modelo hemos realizado la perfusién a
través de la arteria pulmonar y el drenaje por la orejuela
derecha con el objeto de perfundir el tejido traqueal tan-
to por via sistémica como por la circulacién pulmonar.

La inmunosupresion con ciclosporina en el trasplante
traqueal experimental, tal como se ha publicado recien-
temente'*"”, disminuye los fenémenos de isquemia y
necrosis de la traquea trasplantada. El protocolo de in-
munosupresion empleado en nuestro modelo experi-
mental es ampliamente utilizado en trasplante de érga-
nos sélidos, especialmente tordcicos®.

Aunque algunos autores rechazan la via subcutinea
para la administracién de ciclosporina®', apoyados en ex-
periencias previas'®'?, hemos conseguido niveles terapéu-
ticos utilizando dosis de ciclosporina de 10 mg/kg/dia,
que son inferiores a las recomendadas por Lépez-Rivero
et al'’. Aunque los niveles de ciclosporina son variables,
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Fig. 4. Representacién del grado total de lesién de cada grupo en boxplot.
El asterisco junto al mimero 22 nos indica que el caso 22 presenta un “va-
lor extremo”, que en gréficos de boxplot son los valores que se encuen-
tran tres veces por encima o por debajo del tamafio de la caja (ésta inclu-
ye todos los valores contenidos entre el percentil 25 y 75), en nuestro caso
por encima del percentil 75.

se encuentran por encima del rango terapéutico, con lo
que el efecto inmunosupresor estd garantizado. La infu-
sion intravenosa e incluso la administracién oral presen-
ta unas dificultades técnicas importantes.

No hemos encontrado efectos secundarios debidos
a la inmunosupresion, ya que el nimero de animales
excluidos en cada grupo por infeccién del injerto es si-
milar.

En nuestro modelo experimental, hemos preferido el
trasplante heterotopico, en situacién cervical, antes que
el ortotdpico debido fundamentalmente a que el grupo
control —de animales sin inmunosupresién ni perfusion
tisular— previsiblemente no tendria una supervivencia
mayor de una semana —a causa de la dehiscencia y obs-
truccién del injerto— y no seria posible comparar, con
los otros grupos experimentales, la conservacion del te-
jido trasplantado a las 3 semanas?. Ademds, la situa-
cidn cervical de la traquea trasplantada tal vez permitira
—en un estudio futuro— su colocacién en situacién orto-
topica si se consigue una conservacion adecuada.

Para algunos autores como Nakanishi et al*® existe
un limite de 4 cm de longitud de traquea trasplantable,
mientras que Borro et al'® tienen éxito con segmentos
de hasta 7 cm. En nuestro experimento hemos utiliza-
do animales de pequefio tamaiio y por tanto de traquea
de pequeiia dimensidén; creemos que la longitud del in-

TABLA 111
Resultados del estudio histolégico

Grupo Mucosa (X) Submucosa (X) Cartilago (X) Total (X)
I 3,000 3,000:" 6,6667°
IT 3,000 3,000 7,000°
I 2,1667° 2,1667° 5,333
v 0,7143 1,4286 3,000
Comparacién F=19,5701 F=9,1823 F =0,7509 F=10,7188

p < 0,00001 p < 0,0004 p =0,5340 p < 0,0002

“El grado de lesion es diferente de los grupos Ty 1V.
"El grado de lesién es distinto del grupo 1V.

37

575



ARCHIVOS DE BRONCONEUMOLOGIA. VOL. 33, NUM. 11, 1997

jerto traqueal no tienen relacién con nuestros resulta-
dos. Por otra parte, en caso de reseccién traqueal ex-
tensa el tamaifio del injerto no debe ser el de la traquea
resecada, sino el necesario para reconstruirla sin ten-
sidn excesiva.

De los resultados descritos, parece deducirse que en
el grupo experimental, en el que los animales donantes
han sido sometidos a perfusién con solucién de Collins
y los receptores a inmunosupresion (grupo 1V), el estu-
dio histoldgico de las traqueas trasplantadas demuestra
menos fenémenos de necrosis que en los otros tres gru-
pos. En los grupos T y II hemos encontrado signos de
necrosis avanzada de la pared traqueal —especialmente
de la mucosa y submucosa— y en el grupo III un tejido
mads conservado pero significativamente peor que el del
grupo IV. Los resultados confirman también los hallaz-
gos de otros autores acerca de la eficacia de la ciclospo-
rina en el trasplante traqueal.

Como se ve en nuestros resultados, la perfusién del do-
nante, por si sola, no previene el rechazo del érgano tras-
plantado pero si facilita la conservacién del injerto cuan-
do se realiza, ademds, immunosupresion del receptor.
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