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1 REVISAO DE LITERATURA

A reconstrucdo de defeitos traqueais extensos € um problema ainda sem uma
solucao definitiva™. A traqueoplastia mediante a ressecgao circunferencial com anastomose
término-terminal é o tratamento de escolha na maioria das doengas da traquéia, resolvendo
até 90 % desses casos®?).

Contudo, o tamanho da ressec¢ao traqueal tem um limite. Em 1964, o estudo em
cadaveres, de Grillo et al.", estabeleceu esse limite em 6,4 cm, ou 60 %, premissa

(256) Ressecgdes abaixo desse limite, mas superiores a 5 cm

reforcada por outros autores
devem ser acompanhadas de manobras que possibilitem a redugdo da tensdo dos bordos
traqueais®, como o rebaixamento da laringe proposta por Montgomery”.

A tensdo maxima suportavel ao nivel de anastomose término-terminal em
resseccdes traqueais é 1700 g, segundo o trabalho em cdes de Cantrell e Folse®, em 1961.
Esse limite tensional também seria aplicavel nas anastomoses de traquéias humanas, de
acordo com o estudo em cadaveres, de Mulliken e Grillo(6’, em 1967.

Um componente local indispensavel para a cicatrizacdo nas anastomoses que
envolvem a traquéia € a permanéncia da circulagéo arterial, garantida pela preservacao da
delicada rede vascular, durante a dissecgdo e nas manobras de mobilizacdo da traquéia®
10)_

A tensdo exagerada de uma anastomose traqueal término-terminal induz ao
estiramento da via aérea, determinando a interrupcao do fluxo sanglineo, nos vasos que
penetram perpendicularmente entre cada anel cartilaginoso. O resultado é a deiscéncia
parcial, com proliferagdo do tecido de granulagéo, provocando a estenose!"".

A traqueostomia definitiva’®, a radioterapia®, a traqueoplastia de deslizamento"® e
o tubo T de Montgomery®, resguardando suas indicacdes e suas limitacdes, sdo opcdes
para o manejo de pacientes com doencgas traqueais que excedem o limite seguro para a
resseccdo com anastomose término-terminal. Excluindo-se a traqueoplastia de

deslizamento para pacientes pediatricos, as outras alternativas listadas estdo longe de se
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tornarem solucdes definitivas para pacientes com doencas extensas da traquéia, pois nao
restabelecem plenamente as funcdes da via aérea.

A fonacdo, a limpeza de secrecbes e a respiracdo nasal seriam garantidas pela
manutencdo da continuidade da via aérea, com impacto substancial na qualidade de vida
dos pacientes que teriam como unica opc¢do, por exemplo, a traqueostomia e sua
morbidade associada. Essa premissa estimulou o emprego de proteses, de tecidos
autégenos ou do transplante traqueal, com o objetivo de reconstruir defeitos traqueais
extensos e, dessa forma, permitir a conservacao das funcdes da via aérea".

Em 1945, Belsey!"® foi quem realizou a primeira reconstrugdo de um defeito traqueal
extenso com um subtituto protético, em uma paciente com recorréncia de carcinoma
adenocistico. Para isso, utilizou uma protese traqueal de ago recoberta com fascia lata para
reconstruir o defeito que se estendia do nivel da farcula esternal até a borda superior da
carina. Ap6s sobreviver 12 meses, uma nova recidiva tumoral provocou o falecimento da
paciente. Nao houve relato sobre o manejo das complicagdes inerentes a esse
procedimento.

Até o momento, j&4 foram testadas proteses de traquéia com os mais diversos

(16

materiais''®. A mais conhecida é aquela produzida com silicone e desenvolvida por Neville

etal."",

Entretanto, a incapacidade em propiciar a reepitelizacdo nos defeitos maiores de 2
cm™ com a ocorréncia de graves complicacdes, como a proliferacdo do tecido de
granulagdo com obstrugdo da luz, a infecgdo crénica e a erosdo de grandes vasos, foi
responsavel pelo fracasso das proteses®. Nao bastou esse substituto apresentar
qualidades como rigidez e impermeabilidade, pois a adequada manutencao da luz traqueal
dependeria de fatores adicionais que estiveram ausentes, como a epitelizacdo e a

vascularizagdo do segmento reconstruido!" 3 16 1819,

15) _

Em 1940, o cirurgido Taffel - citado por Belsey! procedeu a primeira substituicdo

experimental da traquéia com tecido autdégeno, mediante o auto-enxerto de fascia lata num
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defeito pequeno, com 1 cm de extensdo, localizado na parede traqueal de cdes. Houve
reepitelizagdo e conservagao da luz no segmento reconstruido.

O emprego de tecidos autégenos ou heterégenos, como a pele®?, o periténeo®" e a
dura-mater®, na substituicdo da traquéia visou a favorecer a migracdo do epitélio
respiratério por distancias maiores da traquéia nativa, propiciada pelo arcabougo vascular
presente nesses substitutos®®. Na pratica, ocorreu a mesma dificuldade para reconstruir os
defeitos maiores de 2 cm. Entretanto, nesse caso, a dificuldade relacionou-se a
incapacidade na manutencao da luz® 2?2 Dependendo do tecido utilizado, a incapacidade
em manter a luz traqueal demandou a aplicagdo de suportes para manter a rigidez no
conduto aéreo® % 2429 Além do que, a complexidade dos procedimentos envolvendo

substitutos traqueais, como aorta® e eséfago®

por exemplo, sugerem extrema cautela
quanto a sua aplicabilidade clinica®.

No momento atual, grande parte da pesquisa em torno de um substituto para a
traquéia envolve os aloenxertos criopreservados, acrescidos de revascularizagao indireta,
geralmente fornecida pela omentoplastia. Contudo, a revascularizagdo, a rejeicdo e a
conservacao dos aloenxertos de traquéia sdo obstaculos para serem resolvidos, antes do

uso rotineiro do transplante traqueal entre humanos® 2°.

1.1 Revascularizagdo do aloenxerto traqueal

O insucesso do transplante experimental de traquéia utilizando-se auto-enxertos

desvascularizados maiores de 2 cm ou 3 anéis cartilaginosos provou definitivamente a

impossibilidade de manter as fungdes da via aérea com um substituto traqueal longo e

desvascularizado, tendo feito Neville et al.?” e Grillo® concluirem que, na auséncia de um

método eficaz para revascularizar imediatamente o aloenxerto traqueal, ndo seria possivel o

sucesso do transplante de traquéia.
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Desde a observacdo de Morrison®®, em 1906, sobre a capacidade do omento maior
em revascularizar e em manter a vitalidade celular de tecidos isquémicos, o potencial dessa
estrutura tem sido aproveitada em inimeras aplicacdes cirtrgicas®.

A fim de resolver a isquemia do brénquio doador nos transplantes de pulmao,

Morgan et al.®?

, em 1982, pesquisaram um método para a sua revascularizagdo e sua
protecdo. Para isso, envolveram com omento maior os auto-enxertos brénquicos com 2 cm
em extensao, reimplantados no coto do brénquio principal esquerdo, apds pneumonectomia
em caes. Houve revascularizagdo dos enxertos a partir do 4° dia de pods-operatério,
verificada através da injecdo de corante (Microfil®), no tronco celiaco.

Os bons resultados da revascularizagdo brénquica de Morgan et al.®? e a facilidade
do omento maior em atingir regides distantes, quando comparado aos retalhos de fascia®"

0139 estimularam o emprego da omentoplastia, visando a

%) de intestino®® ou de muscul
revascularizacdo indireta dos aloenxertos da traquéia mediastinal ou cervical.
A revascularizacao indireta da traquéia foi executada em uma etapa, levando-se o

omento maior até ao local do transplante, através do diafragma®®3®

, OU em duas etapas.
Isto €, num primeiro momento, procedeu-se a implantacido do enxerto no omento maior e,
apods 14 dias, realizou-se o transplante ortotopico com o segmento de traquéia integrado ao
omento maior{'? 20 39-40),

Quando comparadas, a revascularizacdo em duas etapas promoveu uma melhor

(39

regeneracdo da mucosa respiratéria®, pois apresentou uma circulagdo sangiiinea na

submucosa mais completa apds 14 dias da implantagdo do segmento traqueal no omento
maior“?.

A revascularizacdo pelo omento maior inicia-se do 4° ao 7° dia, sendo suficiente
para garantir a regeneracao completa do epitélio respiratério até o 24° dia em enxertos de
1,5 cm a 3,5 cm de comprimento'? 2% 341 Portanto, a omentoplastia cursa com importante

isquemia do aloenxerto nos primeiros dias. Foi o motivo que fez este procedimento cair em

desuso para a protegdo da anastomose brénquica dos transplantes pulmonares.
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Estudos em caes envolvendo o transplante ortotopico com omentoplastia de
enxertos traqueais maiores de 3,9 cm, ou a partir de oito anéis cartilaginosos, resultaram
em malacia isquémica®®. Entretanto, Borro et al.*?), em 1992, Murai et al.*®, em 1996, e
Ueda et al.*’, em 1997, conseguiram enxertar segmentos traqueais de até 7 cm,
realizando, respectivamente, pequenos cortes na parede externa do enxerto, retirando
alguns anéis cartilaginosos ou introduzindo o omento maior nas linhas de anastomose.

No sentido de acelerar a revascularizagdo, empregou-se, experimentalmente, o fator
de crescimento para fibroblasto (bFGF) no local do auto-enxerto ortotdpico. Evidenciou-se
revascularizagdo no 3° dia, com uma regeneracdo mais precoce do epitélio respiratério™®.

Carreadores vasculares como a fascia®'*?, o musculo®2®, o intestino®® e o retalho
livre pediculado com microanastomose vascular*® sdo modalidades de revascularizagéo da
traquéia que foram tentadas como alternativas ao omento maior, mas a ocorréncia de
malacia isquémica em longos segmentos foi semelhante ao apresentado pela
omentoplastia.

A pesquisa sobre a revascularizagcdo direta da traquéia e do segmento
traqueobrénquico tem sido desenvolvida no Centre Chirurgical ~ Marie

Lannelongue/Université Paris-Sud, desde 1992("! 4749

. Levando em consideragdo que a
traquéia possui um pediculo vascular dificiimente individualizavel, em que técnicas
microcirurgicas tém enorme chance de redundar em trombose, esse grupo de
pesquisadores desenvolveu duas estratégias visando a revascularizacdo direta: 1) a
interposicao da artéria subclavia doadora no sistema arterial cervical do receptor, permitindo
o suprimento sangliineo do enxerto através dos ramos da artéria tiredidea inferior; 2) a
drenagem venosa adequada, anastomosando o efluente da veia cava superior do doador
na confluéncia dos troncos braquiocefalicos do receptor. Esta ultima técnica demonstrou
efetividade nos transplantes de traquéia com 9,75 cm em média“®), e associada a um duplo
eixo de vascularizagao (artéria tiredidea inferior e artéria brénquica) foi eficiente na

(49)

revascularizagcdo traqueobrénquica™’, evidenciando a manutencédo do epitélio respiratério

mucoprodutor desde as primeiras horas pos-transplante. No entanto, estas técnicas sdo
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trabalhosas, necessitam cuidadoso protocolo de imunosupressao e foram testadas apenas

em suinos.

1.2 Antigenicidade da traquéia

Os antigenos do Complexo Maior de Histocompatibilidade (MHC) classe Il sdo os

40)

maiores responsaveis pela rejeicdo aguda dos transplantes em geral No primeiro

transplante traqueal entre humanos, relatado por Rose et al.®®

, em 1979, as diferencas
entre doador e receptor no MHC classe | (em uma posi¢cao no locus HLA-A e em trés no
locus HLA-B), ndo foram suficientes para provocar a falha do enxerto nas primeiras nove
semanas de seguimento. Esse estudo ajudou a reforgar a idéia errbnea de que a traquéia

apresenta um baixo poder antigénico. Liu et al.®”

, em 2001, observaram uma menor
rejeicdo ao aloenxerto traqueal do que ao aloenxerto de pele.

Qualquer o6rgao solido que receba uma revascularizagdo direta resulta no
acionamento do sistema imunolégico do receptor pela chamada via direta. As células
hematolinféides doadoras migram, através do pediculo vascular principal, para tecidos
linféides do receptor, simultaneamente ao influxo de células do receptor ao aloenxerto (via
direta de reconhecimento antigénico) ©".

A rejeicdo aguda baseia-se principalmente na via direta de reconhecimento do
antigeno®" e caracteriza-se histopatologicamente por arterite aguda. Essa vasculite tem
efeito progndstico no transplante, pois a sua presencga é sinal de falha do enxerto e podera
redundar em rejeigao cronica.

Na medida em que o aloenxerto traqueal associado a omentoplastia ndo recebe uma
revascularizagcdo imediata, mas apenas a partir do 4°- 7° dias, ndo havera migragao
simultdnea das células hematolinféides do doador e do receptor, reduzindo-se o estimulo
antigénico. Predominara a via indireta de reconhecimento imunolégico, que é menos
intensa e baseada no reconhecimento dos alopeptidios do doador pelas células

apresentadoras de antigenos do receptor (principalmente macréfagos)®©?.
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Além disso, constatou-se a presenca de antigenos do MHC classe Il no epitélio, nas

glandulas e nos capilares submucosos®**°

, mas nao na cartilagem dos anéis traqueais,
que é a estrutura anatébmica mais préxima dos linfaticos do receptor, durante o primeiros
dias de transplante, o que dificulta a chamada via direta de sensibilizagcdo dos linfécitos,
contribuindo para a baixa antigenicidade traqueal®?.

Ha trabalhos, contudo, que ressaltaram a capacidade do tecido traqueal, através dos
antigenos MHC classe Il, em desencadear uma resposta imunoldgica, ao ponto de levar a
6bito, pela asfixia, animais transplantados, uma vez que a proliferacdo do tecido de
granulacdo ou a malacia isquémica obstruiram a luz do aloenxerto('? 4 43 50. 3. 56-57) 'Egge
desfecho, o infarto isquémico, é o resultado final e comum da rejeicao aguda em qualquer
enxerto®?,

Lane et al.‘58), em 1977, foram os primeiros a confirmar, histologicamente, sinais de
rejeicdo aguda da traquéia através da presenca do infiltrado mononuclear, predominante
linfocitico e perivascular, em fragmentos de aloenxertos de traquéia, implantados no
subcutaneo de ratos.

Os estudos experimentais de Nakanishi et al.“", em 1994, e de Delaere et al.*?, em
1995, esclareceram que a presencga de células mononucleares, em especial, na parede dos
vasos, representavam a arterite aguda. Essa vasculite foi responsabilizada pela trombose
da microcirculagdo na submucosa e, em conseqliéncia, pelas lesdes isquémicas do epitélio
respiratério e da cartilagem traqueal.

A fim de reduzir a rejeicdo aguda do transplante de traquéia, testaram-se drogas

50)

imunossupressoras®”, pareamento do MHC®?), irradiacgo®®, detergentes® e varios tipos

de meios de conservacao tecidual®®".
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1.3 Reepitelizagcdo do enxerto traqueal

Idealmente, um aloenxerto traqueal com epitélio respiratério proporcionaria o retorno
das fungdes mucociliares e a auséncia da formacéo de granulomas®. Por outro lado, ao
estudarmos as solugdes de conservagéo, buscamos ndo somente a possibilidade de criar
um banco de traquéias, como também reduzir a antigenicidade do aloenxerto.

Os trabalhos de Tojo et al.®® e de Mukaida et al.®®, ambos em 1998, estabeleram
que ha a substituicdo da cobertura epitelial nativa, pela migragao do epitélio da traquéia
receptora através da anastomose, nao identificando-se mucosa doadora no enxerto de 3
cm, ap6s 20 dias do homotransplante ortotdpico. Essa substituicdo do epitélio doador
favorece a reducao do estimulo antigénico.

Os fendmenos de revascularizagdo e de reepitelizacdo do enxerto traqueal sao
consecutivos® *"). A revascularizacao iniciada entre o 4° e o 7° dia de transplante na regido
posterior membranosa, perfaz progressivamente uma diregdo pdstero-anterior e atinge toda
a circunferéncia traqueal no 14° dia. Como a reepitelizacdo €& dependente da
revascularizacdo, o epitélio respiratério aparece também primeiro na regido posterior
membranosa no 8° dia da implantacéo, cobrindo toda a circunferéncia traqueal no 24° dia®
¥ Mukaida et al.®? demonstraram que, em dois meses, ocorre a substituicdo completa do

epitélio respiratério em um segmento traqueal de 3 cm.
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1.4 Métodos de conservacgao traqueal

A constituicdo de um banco de traquéias, a exemplo dos ja existentes com osso®?,
podem solucionar os problemas com a falta de doadores e com a necessidade imprevista
de um substituto traqueal durante uma resseccdo de via aérea. Além disso, 0 meio de
conservacgao teria um efeito imunomodulador, reduzindo a rejeicdo ao aloenxerto, e, por
conseguinte, expandiria as indicagdes do transplante para pacientes com neoplasias, pois
tornaria desnecessaria a imunossupressdao com seus riscos aumentados de infegcao do
enxerto.

O tecido conjuntivo, a cartilagem e o epitélio formam uma estrutura relativamente
simples, facilitando a conservacao eficiente e a longo prazo da traquéia. Um dos pioneiros

®  em 1950, quando

no estudo dos meios de conservacdo traqueal foi Marrangoni
empregou a liofilizagdo nos aloenxertos de traquéia. Nesse método de conservagao, perde-
se a vitalidade celular, pois os enxertos foram congelados até - 25 °C e mantidos no vacuo
durante trés ou quatro dias. Oito dos seus nove caes sobreviveram ao homotransplante
com traquéias liofilizadas.

Keshishian et al.®®

, em 1956, preservaram segmentos de traquéia caninas na
solugdo de Tyrodes modificada (soro fisiolégico a 0,9 %, Mertiolate® e penicilina),
mantendo-as a - 4 °C por até 14 dias. Todos 0s esses segmentos traqueais, quando
homotransplantados em posigao ortotépica, degeneraram em duas semanas.

Bjork e Rodriguez'®, em 1957, testaram trés formas de conservagéo em segmentos
de traquéia com até 11 anéis cartilaginosos: o congelamento, o formol a 4 % ou 40 %; e o
alcool a 95 %. Apdés duas semanas do homotransplante em caes, os implantes estavam
degenerados.

Em 1982, llberg®® publicou uma técnica de transplante, envolvendo o enxerto
traqueal de 2 cm, conservado durante oito semanas no Cialit® (acido carboxilico com

propriedades bactericidas e conservantes) na substituicdo da parede anterior de uma

traquéia cervical estenosada, porém mantida pérvia pelo tubo T de Montgomery. O
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resultado satisfatorio nesse paciente, apds cinco anos de seguimento, sdo explicados pela
substituicao parcial (parede anterior cartilaginosa) de um segmento curto de traquéia.
Notadamente, foi uma situagao favoravel ao aporte sangilineo na area substituida.

Montovani et al.®®, em 1987, conservaram traquéias de camundongos
desvitalizadas, na solugéo de formalina a 0,5 % durante duas semanas. Depois de 120 dias
do homotransplante, observaram estenose traqueal pela reabsorcéo e pela desestruturacao
da cartilagem, conseqiiéncia da rejeicdo crénica ou da substituicho dos condrécitos
desvitalizados pelo tecido de cicatrizagao.

Pinto®”, em 1991, preservou traquéias de caes em glutaraldeido a 2 % durante seis
meses. Apos 60 dias de implantagdo no omento maior, os implantes permaneciam sem
malacia, ou seja, a cartilagem, apesar de desvitalizada, mantinha a rigidez da parede
traqueal.

Maksoud“?, em 1997, aplicou a liofilizagdo em segmentos traqueais com 4 cm, mas

ndo apresentou os mesmos resultados de Marrangoni®®

, pois todos os aloenxertos
implantados no omento maior, durante 14 dias, mostravam-se necréticos, com degeneragao
das cartilagens dos anéis traqueais. A partir desses achados, o autor sugeriu o abandono
desse método de conservagao para a traquéia.

Jacobs et al.®® em 1999, publicaram uma série de 37 pacientes em que foi
realizado o homotransplante de segmentos longos da parede anterior da traquéia,

%) A maioria dos pacientes apresentava estenose pelo trauma da

semelhante a llberg
traquéia, pela intubacao orotraqueal prolongada, ou congénita. Os implantes vieram de um
banco de traquéias conservadas na acetona por periodos de até dois anos. Trinta e um
pacientes estavam sem sintomas e ndo apresentavam sinais de rejeicdo durante um
seguimento de até 14 anos. As desvantagens desse método foram o tempo minimo de 80
dias de preparagcdo do implante antes da aplicagdo clinica e a necessidade de 6drtese

traqueal por tempo indefinido nos casos do transplante de segmentos mais longos (mais de

50 % da traquéia).
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A partir do sucesso nas valvulas cardiacas®, Deschamps et al.”®, em 1989,
expandiram o uso da criopreservagao para a traquéia.

A criopreservacao € baseada no congelamento da traquéia a - 80 'C, armazenando-
a em nitrogénio liquido a — 196 “C®". A traquéia é congelada com solugéo crioprotetora®” a
fim de evitar as lesdes intracelulares causadas pelos cristais de gelo?.

Yokomise et al.®", em 1996, estudaram os aloenxertos traqueais em cées,
ressaltando as seguintes qualidades da criopreservagao:

a) a reducao da antigenicidade, provavelmente, pela auséncia de epitélio respiratério
nativo a partir de nove meses de criopreservacgao;

b) a manutencao da vitalidade dos condrécitos e, portanto, da fungédo da cartilagem
do anel traqueal;

c) a possibilidade de armazenamento por até 285 dias.

Kunachak et al.”", em 2000, realizaram com sucesso 0s primeiros quatro
homotransplantes da parede anterior cartilaginosa da traquéia, com enxertos
criopreservados, em pacientes com intubagdo prolongada e possuindo estenoses da via
aérea com uma meédia de 3,3 cm, ndo solucionadas, previamente, com traqueoplastia. No
seguimento de até 20 meses, 0s pacientes permaneceram sem sintomas. Nao houve
necessidade do uso de orteses traqueais.

Apesar dos bons resultados iniciais, ha duvidas quanto ao efeito sobre a rejeicéo

cronica’#7"?)

, € a relacéo entre o tempo de armazenamento e a vitalidade da cartilagem do
anel traqueal®” """ nos enxertos criopreservados.

Moriyama et al.(72), em 2000, evidenciaram trombose das artérias intercartilaginosas
nas traquéias caninas criopreservadas durante 60 dias. A isquemia provocou a
degeneracdo dos condrdcitos (caridlise) apds 12 semanas do homotransplante. Esse
resultado sugere que, apesar da criopreservacao reduzir a rejeicao aguda, a antigenicidade

pode reaparecer, a longo prazo, como dano arterial, reflexo, talvez, de uma rejeigédo crénica,

estimulada pela presenga de antigenos nos nucleos viaveis dos condrdcitos congelados.
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Em relagdo ao tempo de armazenamento, Yokomise et al.®”, em 1996,
criopreservaram as traquéias durante nove meses e ndo constataram alteragdo na
vitalidade dos condrécitos. Entretanto, Moriyama et al.""?, em 2000, e Nakanishi et al."®, em
2001, relataram um maior niumero de condrdcitos com sinais histoldgicos de degeneragéo,
apdés manterem as traquéias congeladas durante dois e seis meses, respectivamente.

Todavia, o estudo experimental de Kushibe et al.®”

, em 2001, mostrou reducao
semelhante da atividade metabodlica dos condrécitos, entre as traquéias criopreservadas
durante 2 meses e 24 meses.

Em contrapartida, essa degeneracao cartilaginosa, secundaria ao tempo prolongado
de criopreservagao, proporcionou uma redugdo do estimulo antigénico no aloenxerto de
traquéia'’®, efeito semelhante ao da descamacao do epitélio respiratorio®”. No estudo de

Nakanishi et al.™®

, tempos de criopreservagdo superiores a 60 dias, resultaram na
degeneracdo dos condrécitos e na reducdo da resposta alogénica apds 28 dias de
implantacao do aloenxerto congelado no omento maior de caes.

As diferengas nas solucdes de crioprotecao, nas técnicas de congelamento e nos
métodos de armazenamento dos enxertos talvez explicam as divergéncias entre os
trabalhos com criopreservagao citados.

Um banco de tecidos conservados pela glicerina, teria como atrativo principal a

simplicidade técnica e o baixo custo. Pigossi et al.’®

, em 1971, foram os primeiros a
estudar experimentalmente e preconizar o uso clinico da glicerina como meio de
conservacao tecidual. Nesse trabalho, realizaram o homotransplante ortotépico de dura-
mater, conservada na glicerina a 98 % por até 105 dias. Também a dura-mater humana
conservada serviu como substituto de tecidos sintéticos e biologicos em diferentes
aplicagdes cirurgicas, como na corregao de hérnias incisionais.

Lenot™®, em 1992, foi o primeiro a conservar a traquéia de cées na glicerina a 80 %

e compara-la a criopreservacgao. Ele observou, em ambos os métodos, a manutencao das

estruturas teciduais e mecanicas da traquéia.
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Em todos trabalhos com a glicerina, os tecidos nela conservados e destituidos de
vitalidade celular integravam-se a regiao receptora, através da penetragao de fibroblastos e
de neovasos, permitindo a revascularizagdo, sem ocorrer reagéo antigénica'’>"").

A glicerina também foi aplicada na conservacdo de embrides™ e como
crioprotetor(®.

As principais qualidades da glicerina séo:

a) o baixo custo;

b) a aplicagdo clinica quase imediata, com apenas 12 dias necessarios para o

preparo do implante;

c) adesidratacao tecidual,

d) a manutengado da estrutura do implante por no minimo um ano;

e) areducgao da rejeicdo do implante, a capacidade de assepsia e a crioprotecao;

f) o aumento da resisténcia do tecido;

g) o provavel tempo ilimitado de conservacao tecidual.

A anadlise desses dados motivou-nos para a pesquisa do implante de traquéia,
conservado na glicerina a 99 %, a fim de confirmar as seguintes qualidades necessarias a
um substituto da via aérea: a auséncia de rejeicdo aguda, que permite a revascularizagao
da sua submucosa, e, por conseguinte, fornece o substrato para a reepitelizagcao de sua luz;

e a permanéncia da rigidez da sua parede, através da conservagcao da estrutura

cartilaginosa da traquéia, o que evita a malacia.

27



2 OBJETIVOS

Investigar a possibilidade de um aloenxerto de traquéia, conservado na glicerina a
99 %, apresentar caracteristicas como: revascularizacdo da sua submucosa,
biocompatibilidade e rigidez estrutural para resistir ao colapso inspiratorio. Para isso,
pesquisaremos os segmentos de traquéia implantados no omento maior canino durante 28
dias, pertencentes a um dos trés grupos de pesquisa: aloenxerto (grupo aloenxerto),

implante conservado na glicerina (grupo glicerina) e auto-enxerto (grupo auto-enxerto).

2. 1 Objetivos Principais

2. 1.1 Avaliar a eficiéncia da revascularizacao indireta do implante e do enxerto de

traquéia através da:
) distribuicdo dos vasos funcionais pela sua submucosa;

o contagem do numero de vasos corados na sua submucosa.

2. 1. 2 Verificar a presencga de antigenicidade, descrevendo as alteragbes vasculares
responsaveis pelo diagndstico e prognostico da rejeicao nos implantes e nos enxertos de
traquéia, compreendendo a (s):

. arterite aguda;

. arterite croénica.

2. 1. 3 Analisar a manutencao das propriedades da cartilagem do implante e do

enxerto traqueal, observando-se a (s):
o resisténcia a deformacao;

o caracteristicas histologicas dos anéis cartilaginosos.
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2. 2 Objetivos Secundarios

2. 2. 1 Quantificar a intensidade da infiltragdo pelas células mononucleares no

implante e no enxerto de traquéia.

2. 2. 2 Verificar a regeneragao ou a descamacao do epitélio respiratério do implante

e do enxerto de traquéia.

2. 2. 3 Descrever a presenga de sinais que sugiram infecgao da traquéia implantada,
pela identificagao de:
o exsudato leucocitario presente na sua luz;

. infiltracao leucocitaria do seu intersticio.

2. 2. 4 Detalhar as caracteristicas histologicas dos implantes de traquéia

conservados em glicerina a 99 %.

2. 2. 5 Examinar os implantes e os enxertos de traquéia, macroscopicamente, em

relacédo a (ao):

. obstrucao da luz;
. conteudo da luz;
. aderéncia ao omento maior.
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RESUMO DO ARTIGO CIENTIFICO

Objetivos: Avaliar o aloenxerto traqueal canino conservado na glicerina em relagao
a antigenicidade, a malacia e a revascularizagao.

Metodologia: segmentos de traquéia cervical com seis anéis cartilaginosos (2,4 cm
a 3,1 cm) foram distribuidos aleatoriamente entre trés grupos de estudo: auto-enxerto (n =
21), aloenxerto (n = 18) e glicerina (implantes conservados na glicerina a 99 %; n = 22).
Implantamos dois desses segmentos traqueais, um de cada grupo, no omento maior de
caes e, apos 28 dias, injetamos o latex na aorta canina, antes da coleta dos segmentos.
Analisamos esses implantes traqueais em relacdo ao numero de setores com vasos
funcionais, ao numero de vasos na submucosa preenchidos com latex, ao escore de arterite
aguda, a incidéncia de rejeicdo aguda, ao escore de lesdo cartilaginosa e ao teste de
resisténcia a deformacgao (malacia).

Resultados:. O grupo auto-enxerto demonstrou uma maior média de vasos corados
do que o grupo glicerina (p = 0,029). Também o grupo auto-enxerto mostrou uma maior
média de setores com vasos funcionais do que os grupos aloenxerto (p = 0,013) e glicerina
(p = 0,005). O grupo aloenxerto apresentou uma maior média do escore de arterite aguda
que o grupo auto-enxerto (p = 0,001) e mais rejeicdo aguda que o grupo glicerina (p =
0,039). Nao houve diferenga estatistica entre os grupos em relagédo ao escore de leséo
cartilaginosa. Nenhum segmento traqueal demonstrou malacia.

Conclusao. o implante de traquéia glicerinado apresentou baixa antigenicidade,

rigidez da parede, porém mostrou uma revascularizagao incompleta.

palavras-chave

transplante traqueal, revascularizagao, rejeigao
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3 INTRODUGAO

A traqueoplastia é o tratamento cirurgico mais utilizado nas doengas traqueais
benignas ou malignas!”. Ela compreende a ressecgdo circunferencial com posterior
reconstrucdo mediante a anastomose término-terminal. Contudo, a reconstrucéo de defeitos
circunferenciais maiores de 60 % da traquéia ainda € um problema sem solucao definitiva.

O substituto ideal da traquéia para ser empregado na reconstrugdo de resseccoes
extensas na via aérea, deve possuir rigidez, a fim de evitar a malacia, e aporte sangliineo
adequado, para permitir o revestimento do segmento traqueal pelo epitélio respiratdrio, sem
estimular a reagdo imunoldgica®®. A utilizacdo de proteses e de tecidos autégenos para a
substituicdo traqueal apresentam resultados contraditérios e dificeis de reproduzir®.

Pesquisas iniciais de Vacanti et al.(‘”, utilizando a engenharia de tecidos,
conseguiram criar uma estrutura equivalente aos anéis cartilaginosos a partir de uma
suspensao contendo condrécitos e de um polimero sintético biodegradavel.

O melhor substituto da traquéia, pelos critérios fisioldgico e anatédmico, seria o seu
préprio aloenxerto, pois apresentaria a estrutura semi-rigida necessaria e poderia mais
facilmente servir de substrato para os fendmenos consecutivos de revascularizagéo e de
reepitelizacdo, permitindo a atividade ciliar na mucosa respiratoria regenerada e evitando a
estase de secregoes®.

Em um servico de referéncia em cirurgia toracica®, o nimero de pacientes com
indicacao de transplante traqueal € de um até dois casos por ano. A maioria dos pacientes
ja transplantados, possuia estenoses congénita ou pela intubacdo prolongada, tratadas
anteriormente e sem sucesso com cirurgia®®. Os pacientes portadores de policondrite
recorrente, de Wegener, de traqueobroncopatia osteocondroplastica e de neoplasias de
baixo grau de malignidade sdo outras doencas menos frequientes, cujo os pacientes

poderiam se beneficiar do transplante®.
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O aloenxerto traqueal representa o transplante de um 6rgdo ndo essencial, o que
significa o inicio de uma nova era, individualizada pelo destaque concedido a qualidade de
vida®.

A aplicabilidade clinica rotineira dos transplantes de traquéia, entretanto, passa
necessariamente pela solugcdo de trés problemas: a revascularizagdo, a rejeicdo e a
conservagao dos enxertos® 1%

A isquemia do enxerto traqueal é a principal causa de fracasso dos transplantes® ',
Assim, € necessaria a revascularizagdo desse enxerto, através dos retalhos de omento
maior®, de fascia toracica lateral’®, de musculo® ou das anastomoses vasculares
imediatas do bloco de transplante cervicotoracico!?.

A arterite caracteriza a rejeicdo aguda da traquéia, resultando na trombose da
microcirculagdo ao nivel da submucosa e, conseqlientemente, em necrose isquémica do
epitélio respiratorio, do intersticio e, por dltimo, da cartilagem!"?).

No entanto, o aloenxerto traqueal produz um estimulo antigénico menor se
comparado a outros érgdos sélidos'®. Essa reacdo imunolégica mais branda relaciona-se
principalmente a auséncia da circulagdo precoce de sangue do receptor no aloenxerto,
dificultando o reconhecimento antigénico, uma vez que o suprimento sangliineo sé aparece
ap6s quatro dias!" da implantacdo, quando iniciam as microanastomoses vasculares entre
o omento maior, ou outro carreador vascular, e o enxerto'®.

A descamacgao do epitélio respiratério, no qual se encontra o Complexo Maior de
Histocompatibilidade classe I, assim como a degeneracdo dos condrécitos no aloenxerto
de traquéia, sao efeitos dos métodos de conservacao, que reduzem a antigenicidade

I"7-18) Assim, além de reduzir o estimulo alogénico, outra propriedade importante

traquea
para esses métodos é permitir a manutencao da estrutura do tecido a fim de constituir um
banco de traquéias!'” 1929

A criopreservagdo da traquéia € o método de conservacdo mais estudado!'” 920,

Porém, as divergéncias em relagao ao seu efeito sobre a rejeicao crbnica, a variabilidade do
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tempo limite de criopreservacao, que oscila entre 3 meses e 24 meses, e a vitalidade dos
condrdcitos suscitam duvidas sobre a utilidade desse meio de conservagao a longo prazo.

Por isso, surgiu a necessidade da pesquisa de um outro meio de conservagido que
possuisse facil aplicabilidade e tempo ilimitado de armazenamento do segmento traqueal.
Esse fato nos estimulou para a pesquisa da utilizagdo da glicerina, um trialcool de facil
aquisicdo e manipulacdo, com propriedades antissépticas e conservantes®”.

Testou-se a capacidade conservante da glicerina em varios tecidos, salientando-se
os trabalhos com a dura-mater’?" e a traquéia®. Esses trabalhos mostraram as qualidades
da glicerina em reduzir a resposta antigénica e manter a estrutura dos tecidos.

Baseamo-nos nesses resultados e conceitos para formular a seguinte hipétese: 1) o
segmento traqueal conservado em glicerina a 99 %, implantado no omento maior de caes,
apresentaria uma revascularizagdo semelhante ao auto-enxerto, mantendo a estrutura
rigida e, conseqlentemente, a luz da traquéia; 2) haveria uma melhor tolerancia
imunoldgica do que o aloenxerto.

Para tanto, adaptamos o método de conservagdo na glicerina de Pigossi et al.?"
para a traquéia, modificamos a técnica experimental do seu implante no omento maior e
avaliamos a revascularizagdo da submucosa a partir da inje¢gdo de corante microvascular,

23)

conforme Nakanishi et al.*®), para comparar o implante glicerinado ao aloenxerto e ao auto-

enxerto traqueais, testando as hipoteses acima formuladas.
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4 MATERIAIS E METODOS

Esta pesquisa experimental, randomizada, cega e controlada foi desenvolvida no
Hospital de Clinica Veterinaria da Universidade Federal do Rio Grande do Sul.

Sessenta e um segmentos traqueais caninos, com seis anéis cartilaginosos,
constituiram a amostra desta pesquisa e formaram os seguintes grupos de estudo:

Auto-enxerto (n = 21);

Aloenxerto (n = 18);

Glicerina (n = 22).

Estes segmentos traqueais originaram de 51 caes mesticos, adultos, de ambos os
sexos, com adequado controle sanitario, fornecidos pelo Canil do Centro de Zoonoses da
Secretaria Municipal da Saude de Porto Alegre. Os animais pesaram entre 6,5 Kg a 12 Kg
(o peso médio dos caes foi de 9,497 + 1,975 Kg, ndo existindo diferenga estatistica entre os
trés grupos, com p = 0,915) e foram designados, aleatoriamente, a um dos seguintes
destinos (Fig. 1):

(A) 21 caes, como doadores dos auto-enxertos; além de receptor do auto-enxerto

(grupo auto-enxerto), cada animal recebeu um aloenxerto, ou um implante

conservado na glicerina;

(B) 20 caes, como doadores dos aloenxertos (para os grupos aloenxerto e glicerina);

(C) 10 caes, como receptores; cada animal recebeu um aloenxerto e um implante

conservado na glicerina.

Alojamos e manipulamos os caes de acordo com a Resolugdo Normativa numero
196/96 do Conselho Nacional de Saude® e Raymundo®®). Esta pesquisa foi aprovada pela
Comissdo de Pesquisa e de Etica em Saude do Hospital de Clinicas de Porto Alegre e

protocolada sob numero 99411.
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Destino dos animais de
experimentacao (A, B e C)

Amostra*

Grupos de pesquisa (n)

Doadores dos auto-
~ enxertos e
21 caes (A) — receptores de auto-
enxertos e
aloenxertos
conservados ou nao
em glicerina

Doadores dos

51 =
—p 20cdes (B) — | cnxertos

caes

Receptores dos

- aloenxertos

10 cées (C) —p ~
(©) conservados ou ndo

na glicerina

21 auto-enxertos de
traquéia

18 aloenxertos
de traquéia nao
conservados

—>

—>

22 aloenxertos de

traquéia
conservados na
glicerina

_>

auto-enxerto (21) #

aloenxerto (18)

glicerina (22) #

Fig. 1. Origem da amostra e dos grupos de pesquisa (auto-enxerto, aloenxerto e

glicerina) a partir dos 51 cées.

# Um cado com implantagdo dos grupos auto-enxerto e glicerina morreu, por isso nao incluimos esses

dois segmentos de traquéia na analise dos resultados.

* Segmentos de traquéia constituidos por seis anéis cartilaginosos.
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4. 1 Protocolo experimental. Os animais foram pré-medicados com sulfato de
atropina SC (0,044 mg/Kg), acepromazina IM (0,2 mg/Kg) e anestesiados com tiopental
sédico IV (15 mg/Kg). Apds a intubacgdo orotraqueal com tubo 7 mm (Rischelit®, Risch,
Montevideo, Uruguai) mantivemos a anestesia pelo uso do halotano IN (0,5 % a 1 %) com o
céo respirando espontaneamente uma mistura de ar ambiente e oxigénio (3 L/min). A
adequacao da ventilagdo e da oxigenagao era aferida por oximetria de pulso. Um acesso
vascular periférico era obtido mediante puncéo venosa com cateter 20 G (Jelco®, Johnson &
Johnson, Sao José dos Campos, SP, Brasil).

Exceto os animais do destino B, todos receberam ampicilina IV (20 mg/Kg) durante a

inducao anestésica. Nao houve emprego de qualquer droga imunossupressora.

4. 2 Coleta dos aloenxertos. Nos 20 caes doadores de aloenxertos (destino B)
realizamos uma incisao cervical na linha média apds a eutanasia, mediante sobredose de
tiopental sodico IV (100 mg/Kg). Empregando técnica asséptica, dissecamos e excisamos a
traquéia cervical. Cada traquéia originou dois segmentos que possuiam seis anéis
cartilaginosos, isto €, 2,4 cm a 3,1 cm de comprimento(s’ ", Apos a ressecgao de suas
adventicias (Fig. 2), colocamos 18 desses segmentos traqueais em solugédo fisiologica a
0,9% até sua implantagcdo no omento maior (grupo aloenxerto). Outros 22 segmentos
traqueais foram incluidos em frascos de vidro, herméticamente fechados, contendo glicerina
bi-destilada a 99 % (grupo glicerina) (Fig. 3).

Mantivemos os segmentos traqueais do grupo glicerina estocados durante no
minimo dois meses e no maximo seis meses, em temperatura ambiente?". No momento de
seu uso, esses implantes glicerinados foram reidratados com solugéo fisiolégica a 0,9 %

durante 30 min antes da sua implantagédo no omento maior (Fig. 3).
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Fig. 2. Fotos da coleta dos segmentos traqueais. Foto 1, exposicdo do

segmento traqueal a ser coletado. Foto 2, dissec¢do da parede posterior da
traquéia, afastando-a de sua posigao proxima ao esdfago. Foto 3, segmento
traqueal, com seis anéis cartilaginosos, que sera coletado como auto-
enxerto. Quinta cartilagem apontada na seta. Foto 4, dissec¢ao e ressecgao
da adventicia traqueal durante a preparagdo do implante que sera

conservado na glicerina.
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Fig. 3. Fotos do armazenamento e da hidratacdo da traquéia glicerinada. Foto 1, traquéia

(seta) imersa na glicerina a 99 %, e armazenada em temperatura ambiente no frasco
de vidro hermeticamente fechado. Foto 2, traquéia glicerinada antes da hidratacao.
Foto 3, traquéia glicerinada mergulhada no soro fisioldgico para hidratacdo, numa cuba

metalica. Foto 4, traquéia glicerinada apds a hidratagao.
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4. 3 Coleta dos auto-enxertos. Nos 21 cdes doadores dos auto-enxertos e
receptores de aloenxertos ou de implantes glicerinados, repetimos a mesma abordagem
cervical dos animais anteriores. Nesses céaes, a reconstru¢cdo imediata da via aérea seguiu
os passos semelhantes aqueles realizados na pratica clinica da traqueoplastia (ressecgao
circunferencial e anastomose término-terminal mediante sutura continua com fio de
poliglactina 3-0 da Ethicon, Johnson & Johnson, Sao José dos Campos, SP, Brasil) (Fig. 4).
Suturamos a camada muscular cervical com fio poliglactina 3-0 (Ethicon, Johnson &
Johnson, Sao José dos Campos, SP, Brasil) e a pele com nylon 4-0 (Ethicon, Johnson &
Johnson, Sao José dos Campos, SP, Brasil).

No mesmo tempo cirurgico, procederam-se, nesses animais, as implantagdes no
omento maior, de um auto-enxerto (grupo auto-enxerto) e de um aloenxerto (grupo

aloenxerto), ou de um implante do grupo glicerina.

4. 4 Implantagdo no omento maior. Foi realizada em 31 caes, sendo 21 do destino A
e 10 do destino C. Apds a laparotomia mediana supra-umbilical de 10 cm, mobilizamos o
omento maior para fora da cavidade peritoneal. Cada um dos dois segmentos de traquéia
foi envolvido com o omento maior e fixado, com alguns pontos de fio de poliglactina 3-0, a
2 cm da grande curvatura gastrica e separado do outro implante ou enxerto por no minimo
10 cm (Fig. 5). Suturamos a camada muscular da laparotomia com fio de poliglactina 0
(Ethicon, Johnson & Johnson, Sao José dos Campos, SP, Brasil) e a pele com fio de nylon
4-0.

Nesses 31 caes, a implantacéo aleatéria dos 61 segmentos de traquéia formou trés

combinagdes entre os grupos de pesquisa (Tabela 1).
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Fig. 4. Fotos da coleta do auto-enxerto e da traqueoplastia. Foto 1, incisdo da traquéia no

10° anel cartilaginoso (seta). Foto 2, apdés a retirada do auto-enxerto com seis anéis
cartilaginosos, suturou-se inicialmente a parede posterior da traquéia, ventilando o cdo, pelo
campo operatoério, com um tubo aramado (seta) na luz inferior do defeito traqueal. Foto 3,
sutura da parede anterior da traquéia. Foto 4, anastomose término-terminal finalizada

(seta).
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Fig. 5. Fotos das implanta¢des dos segmentos traqueais (setas) no omento maior. Foto

1, omento maior mobilizado da cavidade peritoneal através da laparotomia. Foto 2,
segmento traqueal pronto para ser envolvido pelo omento maior. Foto 3, segmento

traqueal ja implantado no omento maior. Foto 4, dois segmentos traqueais de grupos

diferentes envolvidos pelo omento maior.
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Tabela 1. Numero total de cdes com uma das trés combinag¢des de dois segmentos distintos

de traquéia, provenientes dos grupos de pesquisa (auto-enxerto, aloenxerto e glicerina).

Combinagao entre os grupos de pesquisa e

Destino dos caes . L
auto-enxerto+glicerina  auto-enxerto+aloenxerto  aloenxerto+glicerina

caes receptores

(destino C) - - 9

cées doadores e
receptores (destino A)

* Nao incluimos o céo que recebeu a implantacdo de apenas um segmento de traquéia do grupo glicerina.

# Um cdo com essa combinagéo foi ao ébito, ndo sendo incliido nos resultados.

@ Nao houve diferenca estatistica do niimero de caes entre as trés combinacgdes (p = 0,741).
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4. 5 Injecdo do latex. Somente os ultimos 34 segmentos de traquéia (17 animais)
foram perfundidos com latex no 28° dia de implantagédo (excluimos os animais anteriores
pela auséncia do controle da pressao de perfusdo). A massa de injecdo empregada foi o
latex®®) (Labsynth, Diadema, SP, Brasil), na proporcdo de 100 mL para cada 50 mL de
corante verde (Suvinil®, Sao Bernardo do Campo, SP, Brasil), diluida a 50 % em solugao

fisiologica a 0,9 %. Escolhemos o latex, pois ele tem a mesma capacidade que o corante de

12, 15) 26)

silicone (Microfil®) ¢ para atingir os vasos na submucosa traqueal’

A técnica de injecdo do latex contou com as seguintes etapas (Fig. 6): 1)
anticoagulagdo com heparina sédica IV (300 U/Kg), dissec¢ao e clampeamento da aorta
toracica e infra-renal; 2) pun¢éo da aorta acima do tronco celiaco com cateter intravenoso
(Jelco®, Johnson & Johnson, Sao José dos Campos, SP, Brasil) com 2,1 mm de diametro

externo; 3) e injegao de 250 mL de soro fisioldgico a 37 °C, seguida da infusao de 45 mL do

latex sob pressao controlada de 150 mmHg.

4. 6 Coleta dos implantes e dos enxertos no omento maior. Apos 28 dias de poés-
operatdrio, anestesiamos novamente os animais dos destinos A e C com o protocolo ja
citado acima, colocamo-los em posi¢ao supina e intubamos os animais por via orotraqueal.

Depois da reabertura da laparotomia, complementada por uma nova incisao
subcostal esquerda, fizemos a revisao da cavidade peritoneal e retiramos os segmentos
traqueais implantados juntamente com a pequena porgcédo de omento maior aderido. Apés a
realizacado do teste da resisténcia a deformacao e da macroscopia, fixamos os segmentos

traqueais em solugao de formalina a 10 %.
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Fig. 6. Fotos do procedimento de infusdo do latex pela aorta, antes da coleta dos segmentos

traqueais no omento maior. Foto 1, dissecgao do retroperitbneo para identificacdo do
segmento da aorta abdominal acima do tronco arterial celiaco (E = estémago, A = aorta, R =

rim direito). Foto 2, puncao da aorta (seta) para infusao do latex.
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4. 7 Macroscopia. Ap6s a revisdo da cavidade peritoneal, verificamos no segmento

(1617, 23)

traqueal se havia no minimo 60 % da lu , assim como seu conteudo, a consisténcia

da cartilagem e a aderéncia ao omento maior.

4. 8 Teste da resisténcia a deformacédo (Malacia). Modificamos a técnica descrita por
Vacanti et al.””) para testar a resisténcia ao colapso dos ultimos sete segmentos traqueais
(um auto-enxerto, trés aloenxertos e trés implantes glicerinados). Um segmento, seccionado
transversalmente de cada segmento traqueal, com 0,5 cm de comprimento, foi colocado no
interior de um condom (Jontex®, Johnson & Johnson, Sédo José dos Campos, SP, Brasil). A
seguir, passamos um cateter de aspiracao traqueal niumero 16 (Markmed, Sao Paulo, SP,
Brasil) multiperfurado por dentro do condom e da luz do segmento traqueal e, através de
uma seringa de 60 mL (Becton, Dickinson e Co, Franklin Lakes, NJ, USA) conectada ao
cateter, desenvolvemos a pressdo de - 200 mmHg (Fig. 7). Consideramos que sé ha

malacia quando a parede traqueal colapsou durante a pressao negativa.

4. 9 Anélise histolégica. Apds a secgao transversal das pegas de traquéia na sua
porcao média, os fragmentos resultantes foram incluidos em parafina e cortados com 5 ym
de espessura, sendo corados pela hematoxilina-eosina. Para o estudo com o microscépio
optico, utilizamos objetivas de 4 X, 10 X e 40 X.

Revascularizagao indireta. Na submucosa traqueal, foram contados o numero de
vasos corados com latex. Quantificamos também a revascularizagdo circunferencial da
submucosa, dividindo a drea de seccdo transversal da traquéia em quatro setores!'? (Fig.
8), e valorizamos apenas os vasos funcionais (independente do preenchimento com latex),
ou seja, endotélio com células nucleadas e auséncia de trombos. Assim, os valores deste

ultimo parametro variaram de 0 a 4 setores (submucosa) com vasos funcionais.
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Fig. 7. Fotos do teste da resisténcia a deformacao (malacia) dos segmentos traqueais.

Setas indicam o segmento traqueal com 0,5 cm de comprimento. Fotos 1 e 2, utilizamos
um mandmetro aerégeno conectado a um cateter multiperfurado que passou através da luz
do segmento traqueal, presente no interior de um preservativo vedado, no qual foi
desenvolvido a pressao negativa de 200 mmHg. Fotos 3 e 4, o0 mandbmetro mostra a
pressdo negativa no interior colabado do preservativo, enquanto que o segmento traqueal

manteve a sua luz, ou seja, ndo apresentou malacia.
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Fig. 8. Desenho do corte transversal da traquéia, dividida em quatro quadrantes, a fim
de quantificar a revascularizagao circunferencial e o infiltrado mononuclear (desenho

extraido de Salassa JR, Pearson BW, Payne S. Gross and microscopical blood

supply of the trachea. Ann Thorac Surg 1977;24:100-7).
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Excluimos da avaliacdo de revascularizagéo indireta os segmentos de traquéia que,
aos cortes histolégicos, apresentavam desestruturagdo da mucosa, da submucosa, da
cartilagem e da adventicia, impedindo a correta localizacdo dos vasos.

Rejeicdo. O padrao de rejeicdo vascular da traquéia €& semelhante aquele

0" 20 Assim, decidimos

demonstrado por outros érgdos sélidos, como o rim e o coraga
utilizar os critérios de Banff 97®) aplicados no estudo da rejeicdo renal, para definir a
presenga e quantificar a intensidade das arterites aguda e crbnica nas traquéias
implantadas. A rejeicdo aguda vascular foi definida pela presenca de arterite aguda em pelo
menos um vaso do segmento traqueal examinado, na medida em que a sua identificagao &
reveladora de reacdo imunoldgica contra o enxerto®®.

A arterite aguda foi quantificada de acordo com a lesdo vascular de maior
intensidade, presente em pelo menos uma artéria no corte histolégico examinado. Os
valores relacionados as intensidades das lesbes arteriais foram distribuidos segundo o
escore de arterite aguda: 0, auséncia de arterite (v0); 1, arterite intimal leve-moderada
definida pela permeacéao da intima por linfécitos (v1); 2, arterite intimal grave, verificada pela
oclusdo de no minimo 25 % da luz da artéria por células mononucleares (v2); 3, arterite
transmural, demonstrada pela perda da arquitetura vascular e pela necrose do endotélio e
da camada média muscular, associada a infiltracdo da parede vascular por células
mononucleares, polimorfonucleares, com alteragées fibrindides (v3). Além disso, avaliamos
a relacao entre a revascularizagao indireta (niumero de setores com vasos funcionais e o
numero de vasos corados na submucosa) e o escore de arterite aguda.

A presenca de arterite crbénica (cv) também foi valorizada. Os critérios empregados
para definir a lesdo vascular como crbnica foram: espessamento fibroso da intima arterial
com delaminacao ou descontinuidade da membrana elastica interna; e/ou presenga de
células espumosas e/ou mononucleares na intima fibrosada, presente em pelo menos um
vaso no corte histolégico examinado.

Como a rejeicdo aguda esta associada a infiltracdo de células mononucleares em

pelo menos 26 % da area examinada do enxerto®, dividimos o corte transversal do
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segmento traqueal em quatro setores (Fig. 8) e examinamos a presenga dessas células na
adventicia traqueal, mediante o escore da infiltracdo de mononucleares: 0 para infiltracao
de mononucleares em até 25 % da area examinada, ou seja inflamacgéao leve (um setor); 1
para infiltragdo de mononucleares em até 50 % da area examinada, ou inflamacgao
moderada (dois setores); e o 2 para infiltragao intensa dessas células, quando presentes
em mais de 50 % da area examinada (trés a quatro setores)'* " 2%,

Escore de lesdo cartilaginosa. No tocante a lesao cartilaginosa, avaliamos os sinais
de isquemia ou degeneragdo da cartilagem traqueal segundo o escore modificado de
Kumon et al.®?: grau 0, auséncia de lesdo isquémica; grau 1, lesdo isquémica em menos de
50 % do anel cartilaginoso; grau 2, leséo isquémica em 50 % ou mais do anel cartilaginoso;
e grau 3, lesdo isquémica em todo o anel cartilaginoso. Assim, a cartilagem traqueal foi dita
isquémica quando ocorreu pelo menos uma das seguintes alteragbes: hialinizagao,
metacromasia, fibrose ou reabsor¢ao da matriz cartilaginosa, assim como caridlise nos
condrdécitos®?.

Epitélio respiratério. Quando mais de 50 % da circunferéncia da luz esteve sem
mucosa, considerou-se o epitélio respiratério descamado. Também estudamos a relagao
dessa descamagao com a inflamac&o na luz{"?.

Polimorfonucleares e inflamacédo na luz. A fim de aventar a possibilidade de infeccao
nos segmentos traqueais, avaliamos a ocorréncia de infiltrado leucocitario, definido pela
presenca de células polimorfonucleares em mais de 25 % da area do intersticio
examinado* %) Também verificou-se a existéncia de exsudato leucocitario na luz do
implante ou do enxerto.

Avaliagdo da estrutura da traquéia conservada na glicerina a 99 %. Descrevemos

suas caracteristicas histologicas procurando avaliar as condigbes de preservagéo da

cartilagem, do epitélio respiratorio e das glandulas presentes na submucosa.

4. 10 Andlise estatistica. Foram estudadas as diferencas (aplicando teste estatistico)

entre os trés grupos de pesquisa em relagcdo aos seguintes fatores: presenca de
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polimorfonucleares, escore de infiltragcdo de mononucleares, escore de lesao cartilaginosa,
inflamacao na luz, nimero de vasos corados na submucosa, nimero de setores com vasos
funcionais, peso dos animais, rejeicao e o escore de arterite aguda.

Os dados avaliados estatisticamente foram apresentados em médias, desvio
padrbes e proporgdes, conforme as variaveis de interesse. Nas verificagdes das hipoteses
de nulidades, utilizamos o teste exato de Fisher e o teste do Qui-Quadrado na comparagao
de proporcoes. O teste de Kruskal-Wallis foi utilizado nas comparagdes de médias, quando
o teste de Levene indicou heterogeneidade de varidncia entre as amostras; quando ocorreu
o contrario, utilizamos o teste de ANOVA. Também aplicamos o teste de Dunn para
comparagdes multiplas quando o teste de Kruskal-Wallis apresentou p < 0,05.

Realizaram-se o teste de Spearman no estudo da correlacdo entre a
revascularizacdo e a arterite aguda, e o teste exato de Fisher para avaliar a associacao
entre o exsudato leucocitario da luz e descamacao do epitélio respiratorio.

O critério de determinacao da significancia foi o nivel de 5 % (a < 0,05).

Realizamos os calculos estatisticos com o programa SPSS® 10.0 (SPSS Science,

Chicago, IL, USA).
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5 RESULTADOS

Analisamos os resultados de 20 auto-enxertos, 18 aloenxertos e 21 implantes
glicerinados, pois um cdo (grupos auto-enxerto e glicerina) ndo sobreviveu a anestesia, e
em outro animal, implantamos apenas o segmento traqueal do grupo glicerina, faltando o
segmento traqueal do grupo aloenxerto no momento do experimento. O primeiros 14 caes
pertenceram ao projeto piloto que definiu o melhor método de infusdo e de diluicdo do latex.

Nao houve diferenga estatistica no nimero total de cada uma das trés combinacdes
possiveis entre os segmentos traqueais dos trés grupos, com p = 0,741 (Tabela 1).

Os principais resultados estdo descritos na Tabela 2.

5. 1 Macroscopia. Nao ocorreram casos de infeccdo de ferida operatéria e de
aderéncias entre a parede e as visceras abdominais. Apenas um cio apresentou abscesso
restrito ao local de implantagao do auto-enxerto de traquéia.

Ao exame macroscopico, 88,13 % dos segmentos traqueais possuiam algum
material na luz, semelhante a coagulo (glicerina), ou muco-purulento (aloenxerto e auto-
enxerto) (Fig. 9). O omento maior bloqueava a luz, porém sem entrar no interior dos
segmentos de traquéia. Dois aloenxertos apresentaram estenoses (Fig. 10), com 50 % da
luz obstruida pela fibrose, confirmada histologicamente. Todos os segmentos traqueais
mostraram-se aderidos intimamente ao omento maior. Nenhum implante ou enxerto

apresentou consisténcia de tecidos moles.

5. 2 Teste da resisténcia a deformagdo. Quanto a resisténcia ao colapso imposta

pela pressao negativa (200 mmHg), nenhum dos sete segmentos traqueais examinados

(um auto-enxerto, trés aloenxertos e trés glicerinas) apresentou malacia.
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Tabela 2. Avaliagdo histolégica e presenca de malacia nos segmentos traqueais, apos 28

dias de implantagdo no omento maior.

Achados histoldgicos/grupos de auto-enxerto aloenxerto glicerina
pesquisa

Malacia 0% 0% 0 %
Numero de vasos corados na 29,20 +43,25 3,11 +£7,27 113,46
submucosa®’
Numero de setores com vasos 3,79+ 0,63 2+1,53 2,05 +1,56
funcionais @%7
Rejeicdo aguda ¥ 7@ 0% 66,7 % 28,57 %
Escore de arterite aguda ® $ 0 0,83 +0,71 0,29 £ 0,46
Arterite crénica 0% 5,6 % 9,5 %
Escore de les&o cartilaginosa ® 0,95+1,1 1,11 £ 1,08 1,38 £ 1,47

? Resultados foram descritos como média + desvio padréo

Diferenca estatisticamente significativa (p < 0,05) entre os grupos:

@ aloenxerto # glicerina
¥ auto-enxerto # aloenxerto
T auto-enxerto # glicerina
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Fig. 9. Foto do corte transversal dos segmentos de traquéia dos trés grupos de pesquisa,

coletados apos 28 dias no omento maior. Observar no auto-enxerto, o latex de cor verde

no fragmento de omento maior aderido, e o exsudato purulento na luz.
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Fig. 10. Fotos de dois segmentos de traquéia do grupo aloenxerto, mostrando obstrugdes

de pelo menos 50 % da luz pela fibrose.
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5. 3 Anélise histolégica.

Revascularizagao indireta. Entre os 34 segmentos traqueais perfundidos com latex,
excluimos dois aloenxertos e um auto-enxerto da analise final. Assim, verificamos o nimero
de vasos corados com latex em 10 auto-enxertos, em 9 aloenxertos e em 12 implantes
glicerinados. O grupo auto-enxerto teve uma maior média de vasos corados do que o grupo
glicerina (p = 0,029), porém n&o foi estatisticamente superior a média verificada no grupo
aloenxerto (Figs. 11-13).

Analisamos o numero de setores com vasos funcionais da submucosa, em 53
segmentos traqueais (excluimos um auto-enxerto e cinco aloenxertos). O grupo auto-
enxerto mostrou uma maior média de setores com vasos funcionais - 0 que representou
94,75 % da circunferéncia traqueal - sendo superior as médias dos grupos aloenxerto (p =
0,013) e glicerina (p = 0,005) (Fig. 14).

Excluimos os seis segmentos traqueais citados, pois ndo apresentavam condi¢coes
de avaliacdo correta da posi¢cao dos vasos, em razao da desestruturacdo da submucosa
pela necrose extensa associada ao tecido de granulagao, a fibrose e a infeccdo. Nenhum
deles apresentava, no entanto, vasos corados com latex.

Rejeicdo. As incidéncias de rejeicdo aguda foram maiores nos grupos aloenxerto
(p = 0,001) e glicerina (p = 0,01) quando comparados a auséncia da rejeigdo no grupo auto-
enxerto. Os implantes glicerinados mostraram a metade da frequéncia de rejei¢do que os
aloenxertos (p = 0,039).

A média do escore de arterite aguda foi maior no grupo aloenxerto do que no grupo
auto-enxerto (p = 0,001), porém nao superior, estatisticamente, a média do grupo glicerina
(Fig. 15).

No grupo glicerina, 28,57 % dos implantes apresentaram a arterite intimal leve-
moderada (v1), e nenhum apresentou arterite grave (v2) ou transmural (v3). No grupo
aloenxerto, 50 % dos segmentos traqueais mostraram arterite intimal leve-moderada (Fig.

16), e 16,7 % arterite intimal grave (v2) (Fig. 17).
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Fig. 11. Microfotografias do epitélio respiratério (ER) e da submucosa (S) de segmentos de

traquéia do grupo auto-enxerto, apds a implantagdo no omento maior dos caes numero 32

(foto 1), 13 (fotos 2 e 3) e 20 (foto 4), durante 28 dias. Os vasos (*) da submucosa estéao

preenchidos com latex (hematoxilina-eosina; ampliagao original: fotos 1 e 2 = 100 X, fotos

3 e 4 =400 X).




Fig. 12. Microfotografias do segmento traqueal glicerinado, apos 28 dias de implantagao no

omento maior do cdo numero 20 . Revascularizagdo da submucosa, com vasos preenchidos

pelo latex verde (setas) (hematoxilina-eosina; ampliagao original: fotos 1 e 2 = 100 X, foto 3 =

400 X, foto 4 = 40 X).
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Fig. 13. Médias do numero de vasos corados na submucosa dos grupos auto-enxerto,
aloenxerto e glicerina. As pequenas barras verticais representam os desvios padrdes
nesses grupos. O simbolo (*) indica as médias dos grupos auto-enxerto e  glicerina

que foram estatisticamente diferentes (p = 0,029).
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humero de quadrantes com vasos funcionais

auto-enxerto glicerina aloenxerto

Fig. 14. Médias do humero de quadrantes com vasos funcionais dos grupos auto-
enxerto, aloenxerto e glicerina. As pequenas barmras vericais representam os des-
vios padrdes nesses grupos. O simbolo (*) indica a média do grupo auto-enxerto
que foi estatisticamente maior em comparacéo as médias dos grupos glicerina

(p = 0,005) e aloenxerto {(p = 0,013).
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Fig. 15. Médias dos escores de arterite aguda dos grupos auto-enxerto, aloenxerto e
glicerina. As pequenas barras verticais representam os desvios padrbées  nesses
grupos. O simbolo (*) indica as médias dos grupos auto-enxerto e aloenhxerto  que

foram estatisticamente diferentes (p = 0,001).
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Fig. 16. Microfotografias da arterite intimal leve-moderada (V1) em segmentos de

traquéia do grupo aloenxerto, apds a implantagéo por 28 dias, no omento maior dos caes
numero 26 (fotos 1, 2 e 3) e 16 (foto 4). Setas finas indicam os linfocitos permeando a
intima dos vasos. Seta larga aponta o latex na luz arteriolar (hematoxilina-eosina;

ampliagao original: 400 X).

69



Fig. 17. Microfotografias da arterite intimal grave (V2) em segmentos de traquéia do

grupo aloenxerto, apos a implantagao por 28 dias, no omento maior dos caes numero
17 (foto 1), 25 (foto 2), 27 (foto 3) e 26 (foto 4). Setas apontam para a luz dos vasos
parcialmente obstruidos pelas células mononucleares (hematoxilina-eosina; ampliagao

original: 400 X).
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Quando analisamos a relagdo entre o numero de setores com vasos funcionais e a
intensidade da arterite aguda, constatamos uma correlacdo negativa de 0,308,
estatisticamente significante (p = 0,025) (Fig. 18). Contudo, ndo houve correlagcéo
significativa (p = 0,259) entre o numero de vasos corados e a intensidade da les&o vascular
aguda.

A arterite cronica esteve presente em apenas duas traquéias glicerinadas e em um
aloenxerto (Fig. 19).

Todas as vasculites localizaram-se somente na adventicia traqueal.

O grupo aloenxerto apresentou a maior média do escore da infiltragdo de células
mononucleares (1,78 + 0,43), quando comparado as médias dos grupos auto-enxerto (0,60
+ 0,75) com p = 0,000 e glicerina (0,71 £ 0,72) com p = 0,001 (Fig. 20). As médias dos
grupos auto-enxerto e glicerina ndo apresentaram diferenca estatistica. Em 77,8 % dos
aloenxertos, verificamos infiltrado de células mononucleares distribuindo-se em pelo menos
50 % do intersticio examinado (em mais de um setor examinado).

Escore de lesdo cartilaginosa. Nao encontramos diferengas significantes entre os
trés grupos em relagéo as medias desses escores (p = 0,646) (Fig. 21). Nos trés grupos, as
médias ficaram baixas, a medida que a maioria das lesdes atingiram menos de 50 % do
anel cartilaginoso. Além disso, ndo houve sinais de isquemia cartilaginosa em 44,1 % dos
segmentos traqueais (Fig. 22). Entre as lesdes focais isquémicas e degenerativas,
destacamos como a mais freqliente a hialinizacdo da matriz cartilaginosa.

Epitélio respiratério. O epitélio respiratério regenerou-se em 80 % das traquéias
auto-enxertadas (Fig. 11), mas naqueles com epitélio descamado (20 % desses enxertos),
verificou-se inflamagéo na luz, porém sem associagéo significativa (p = 0,0941). Em
contrapartida, todos os segmentos traqueais dos grupos aloenxerto e glicerina tiveram

descamacéo do epitélio respiratério.
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Fig. 18. Correlag&o entre o numero de quadrantes com vasos funcionais e o escore

de arterite aguda (r_ = - 0,308; p = 0,025).
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Fig. 19. Microfotografias da arterite crénica (CV) no segmento traqueal do grupo glicerina,

implantado por 28 dias no cdo numero 19. Seta larga aponta para células mononucleares

permeando a intima do vaso (hematoxilina-eosina; ampliagao original: 400 X).
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escore da infiltracédo de mononucleares
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Fig. 20. Médias dos escores da infiltracdo de mononucleares nos grupos autoenxerto,
aloenxerto e glicerina. As pequenas bamras verticais representam os desvios pa-
drées. O simbolo (*) indica a média do grupo aloenxerto que foi estatisticamente
maior em comparacéo as médias dos grupos auto-enxerto (p= 0,000) e glice-

fina {(p = 0,001).
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Fig. 21. Médias dos escores de leséo cartilaginosa dos grupos auto-enxerto, aloenxerto
e glicerina. As pequenas barras verticais representam os desvios padrfes nesses

grupos (p = 0,646).
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Fig. 22. Microfotografias dos anéis cartilaginosos (C), de quatro segmentos traqueais dos

grupos: foto 1 = glicerina (ampliagdo 100 X), foto 2 = auto-enxerto (ampliagao 40 X),
fotos 3 e 4 = aloenxerto (ampliagédo 100 X) (hematoxilina-eosina). Observar hialinizagéo da
matriz e caridlise nos condrdcitos da foto 4. Fotos 1 a 3 apresentam cartilagens sem lesdes
isquémicas. Os segmentos traqueais foram implantados, durante 28 dias, no omento maior

dos cées numero 12 (foto 1), 13 (foto2), 14 (foto3) e 24 (foto 4).
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Polimorfonucleares. Os segmentos traqueais dos grupos auto-enxerto e aloenxerto
apresentaram com maior freqiéncia o infiltrado leucocitario (30 % nos auto-enxertos e
33,3 % nos aloenxertos) do que os implantes glicerinados (0 %) com p = 0,0063.

Inflamagéo na luz. Novamente, foi mais comum a existéncia de exsudato leucocitario
na luz dos auto-enxertos (55 %) e dos aloenxertos (38,9 %) que nos implantes glicerinados
(4,8 %) com p = 0,002.

Traquéia conservada na glicerina. As traquéias glicerinadas, apds a hidratagéo e
antes de sua implantacao, apresentavam a forma e consisténcia semelhantes a traquéia
fresca. Ao exame histolégico, todos os implantes mantiveram a arquitetura traqueal, o
arcabougco das glandulas na submucosa e os nucleos dos condrdcitos (Fig. 23). Na
cartilagem, a alteracdo mais freqUente foi a hialinizacdo da matriz. Os vasos da adventicia

das traquéias glicerinadas mostraram-se preenchidos com latex.
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Fig. 23. Microfotografias dos segmentos de traquéia glicerinadas, implantadas, durante 28

dias, no omento maior dos caes numero 19 (foto 1), 12 (foto 2), 20 (foto 3) e 11 (foto4).
Submucosa (S), cartilagem (C), adventicia (A), epitélio respiratorio (EP), glandulas da
submucosa (G), vaso preenchido com latex verde (*) (hematoxilina-eosina; ampliagao

original: fotos 1 e 3 =40 X, foto 2 =400 X, foto 4 = 100 X).
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6 DISCUSSAO

Ao controlarmos o fenbmeno de reacido antigénica com a inclusdo de um grupo
auto-enxerto, poderemos conceder a arterite aguda a responsabilidade pela falta de
revascularizacdo. Assim, justifica-se a clara superioridade da revascularizagdo do grupo
auto-enxerto nos dois parametros medidos, ou seja, o numero de setores com vasos
funcionais e de vasos corados. Trabalhos publicados por Nakanishi et al.*® e por Delaere et
al."" mostraram essa mesma revascularizagdo plena nos auto-enxertos. Contudo, quando
avaliamos isoladamente o numero de vasos corados, houve diferenga significativa somente
em comparagao ao grupo glicerina.

Ja no grupo aloenxerto, no qual a resposta antigénica esteve em sua plenitude,
fomos obrigados a descartar duas traquéias (da avaliagdo do numero de vasos corados),
pois houve a dificuldade de localizar os vasos em meio a necrose isquémica secundaria a
rejeicdo. Desta forma, selecionamos, para a anadlise do niumero de vasos corados na
submucosa, aloenxertos com uma melhor tolerancia imunoldgica e, por conseguinte, com
vascularizagdo mais preservada. Isto aumentou falsamente a média nesse parametro e,
dessa forma, explicou a falta de diferenga estatistica em relacdo aos auto-enxertos,
sugerindo uma melhor revascularizagdo do que o grupo glicerina.

Todavia, com uma maior quantidade de segmentos traqueais incluidos na
quantificagdo do numero de setores com vasos funcionais, corrigiu-se a aparente
superioridade da vascularizagdo nos aloenxertos em comparagao as traquéias glicerinadas.
Esses dois grupos igualmente demonstraram vasos funcionais em apenas metade dos
quatro setores num corte transversal, menor estatisticamente a revascularizagcao
circunferencial quase completa dos auto-enxertos.

Nickeleit et al.®", demonstraram que a gravidade da vasculite aguda foi o principal
fator prognéstico para a funcionalidade do enxerto renal. Nos grupos aloenxerto e glicerina
de nosso estudo, a menor revascularizagao da submucosa justifica-se pela correlagao

estatisticamente significante entre um menor numero de vasos funcionais e a maior
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intensidade da arterite aguda. Assim, a maior consequéncia dessa associagdo negativa
sera a estenose devido a necrose do aloenxerto, conforme demonstrado por Tojo et al.®? e
a falta provavel de reepitelizacdo (no transplante ortotépico) da traquéia glicerinada por
inexisténcia de um arcaboucgo vascular.

Entretanto, a vasculite aguda foi de baixa intensidade no grupo glicerina, nao
explicando completamente a auséncia de revascularizagdao. Verificamos na traquéia
glicerinada a manutengao do arcabougo, associada a auséncia de vitalidade celular. Assim,
apenas o tecido de granulacdo responderia pelos neovasos observados, visto que, na falta
de um endotélio com vitalidade celular, ndo ha recanalizagao de vasos trombosados, como

() em auto-enxertos, e por Moriyama et al.®® em

foi demonstrado por Delaere et al.
traquéias criopreservadas. Nosso estudo contemplou 28 dias de revascularizagdo indireta, o
que talvez foi insuficiente para uma melhor penetragdo de vasos no arcabouco glicerinado.
Traquéias conservadas em glutaraldeido a 2 % apresentaram o0s primeiros vasos
funcionais, na submucosa, s6 apds 45 dias®, o que reforca a premissa em favor da lenta
revascularizagéo existente nos tecidos desvitalizados.

Em 66,7 % dos aloenxertos houve rejeicdo aguda; o que € mais que o dobro da
incidéncia verificada nos implantes glicerinados e muito semelhante aos 50 % de vasculite
observada em transplantes de outros 6rgéos®.

Os linfécitos responsaveis pela lesdo vascular da rejeicdo aguda acumulam-se na
luz dos capilares na submucosa através dos vasos recanalizados nos primeiros 10 dias de
implantagéo do aloenxerto"®. Delaere et al."® observaram, nesses vasos, uma arterite com

1.0 descreveram perivasculite na adventicia, com 28

espessamento intimal, e Nakanishi et a
dias de transplante. Entretanto, ndo ha outros estudos que descrevem, detalhadamente, a
intensidade e o tipo da vasculite na rejeicao traqueal. No presente estudo, os aloenxertos
apresentaram maior incidéncia das arterites intimais leve-moderada (v1) e grave (v2). A
relevancia desse achado denota uma maior gravidade da rejeicdo, levando a falha do
enxerto pela estenose!'*"% 17:28:32) como verificado na obstrugdo da luz pela fibrose em dois

14)

de nossos aloenxertos. Nakanishi et al.'"¥ nao referiram estenoses nos aloenxertos
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implantados durante 28 dias. O curto tempo de implantacédo, se comparado aos 78 dias de
transplante no trabalho com 100 % de obstrucéo dos enxertos®?, explica o nimero reduzido
de estenoses no presente trabalho.

A arterite crénica é uma lesdo obstrutiva e imunologicamente indolente, mas

%) Moriyama et al.®®

progressiva, que compromete a funcdo do drgdo transplantado'
descreveram sinais dessa rejeicdo crbnica (trombose vascular) em traquéias
criopreservadas, apos trés meses de enxerto. Transplantes de outros 6rgaos, apresentaram
30 % de arterite crénica durante seguimentos longos de até cinco anos®). Portanto, a
incidéncia da lesdo vascular crénica no nosso trabalho (trés segmentos traqueais) pode
estar subestimada.

O componente celular da rejeicdo aguda é definido pela infiltracdo de células
mononucleares em mais de 25 % do intersticio examinado, conforme os critérios de Banff
97 Em diversos trabalhos, 20 % a 80 % dos aloenxertos traqueais apresentavam essa

14.16.21) No presente trabalho, 77,8 % dos aloenxertos exibiram essa infiltragdo de

infiltracao'
células mononucleares caracteristica de reagdo antigénica. Nas traquéias glicerinadas e
nas auto-enxertadas, os infiltrados mononucleares foram mais ténues, ou seja, sem
caracteristicas antigénicas. Os infiltrados mononucleares dos auto-enxertos estiveram
provavelmente relacionados a isquemia durante os primeiros dias de implantagdo, conforme
sugestdo de Nakanishi et al."". Infiltrados de células mononucleares com baixa intensidade,
nos auto-enxertos, também foram relatados por Nakanishi et al."".

A descamacdo da maior parte do epitélio respiratorio® — no qual identificaram-se
alopeptidios do Complexo Maior de Histocompatibilidade classe Il (MHC) (1% '* 1® _ 4
auséncia da recanalizacao imediata de um endotélio com vitalidade celular e antigénico, e a

%) _ dificultando o reconhecimento dos

inexisténcia de células hematolinféides alogénicas'
antigenos pela via direta -, contribuiram para o menor estimulo antigénico, demonstrado
nas traquéias glicerinadas de nosso trabalho, através da reducédo na intensidade da arterite

aguda, da pequena incidéncia de rejeicdo e da inexisténcia do infiltrado mononuclear

caracteristico da reacéo antigénica.
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No entanto, a arterite aguda e a crbnica, presente em alguns implantes glicerinados,
sugerem a permanéncia de algum estimulo antigénico proveniente da estrutura conservada
como os nucleos dos condroctios, das glandulas da submucosa, ou até das pequenas areas
de epitélio respiratério nao descamado.

A nutricdo do condrécito baseia-se na difusdo de solutos pela matriz da cartilagem,

tornando-o mais resistente a isquemia® 3%

. Portanto, a sua degeneragao é um fenbmeno
lento, que necessita de dois a trés meses para desenvolver alteragdes histologicas tipicas
da necrose, como caridlise, disfungao metabdlica, destruicao do pericéndrio e substituicdo

por fibrose, resultando na malacia"> ' % 29,

Neste estudo, a hialinizagdo da matriz
cartilaginosa predominou entre as demais alteragbes, verificada também no trabalho de
Delaere et al."® a partir de 16 dias do transplante dos aloenxertos.

Essa maior resisténcia da cartilagem a isquemia esta em concordancia com nossos
achados histolégicos. Na maioria das cartilagens examinadas, verificamos apenas sinais
restritos de lesdo isquémica (menos de 50 % do anel traqueal), em consonancia com

Nakanishi et al.“‘”; que demonstraram em auto-enxertos uma limitada atrofia dos

.29

condrocitos, e Kumon et a que apresentaram resultados parecidos também, utilizando

um escore semelhante ao empregado em nosso trabalho. A avaliagdo mecanica pelo teste
de resisténcia a deformacdo® também ajusta-se aos achados histoldgicos, pois
evidenciamos auséncia de deformagdo estrutural da via aérea (malacia) na presenga de
uma pressao de — 200 mmHg. O periodo de 28 dias foi suficiente para o estabelecimento da
revascularizagado pelo omento maior, explicando as auséncias de malacia e degeneragéo
mais dispersa e intensa na cartilagem dos aloenxertos e auto-enxertos.

Independente do tempo de conservagao da traquéia na glicerina, em nosso trabalho,
a maioria dos nucleos dos condrécitos persistiram, nao havendo sinais difusos de
degeneracdo. Ao contrario de traquéias criopreservadas por periodos prolongados (dois a
seis meses), quando ocorreram caridlise (degeneracdo) em 30 % 9 até 90 % " dos

condrdcitos. Neste sentido, podemos supor que a criagdo de um banco de traquéias

glicerinadas seria mais vantajoso, pela melhor conservagéo da estrutura cartilaginosa.
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A importdncia em manter a vitalidade da cartilagem, durante o periodo de

conservacgao de um segmento traqueal!'92% 23239

€ contestada pelos bons resultados com
segmentos de traquéia desvitalizados e preservados na acetona® ou no glutaraldeido a
2 % ©Y Também reforca essa assertiva, a reducdo da antigenicidade associada a
degeneracdo dos condrocitos, sem a concomitancia de malacia, em aloenxertos
criopreservados por mais de seis meses!'”. Em contrapartida, a manutencéo da viabilidade
das traquéias criopreservadas por 60 dias contribuiu para a permanéncia do estimulo
antigénico a partir do endotélio e dos condrocitos viaveis, levando a desestruturacéo e a
fiborose desses aloenxertos pela provavel rejeicdo cronica (apds trés meses do
transplante)®®. Portanto, a reducdo da antigenicidade é a qualidade essencial de um
método de conservagao, no sentido de proporcionar funcionalidade ao segmento traqueal
transplantado.

Conforme relatos de Delaere et al.'®, a implantacdo do segmento traqueal no
omento maior, por mais de 20 dias, pode levar a infec¢do e a falta de regeneragdo do
epitélio, influindo negativamente na fungcao do substituto traqueal. Em nosso modelo, os 28
dias de implantacao e a obstrucado das extremidades dos segmentos traqueais pelo omento
maior, possivelmente, contribuiram para o acumulo de secre¢do na luz e infeccao
(infiltragdo de polimorfonucleares). Talvez essa inflamacgéo tenha sido a responsavel pela
degeneracao do epitélio respiratorio em 20 % dos nossos auto-enxertos. A capacidade anti-

@M explica a auséncia da infiltracdo leucocitaria e a quase inexisténcia de

séptica da glicerina
exsudato leucocitario na luz dos implantes glicerinados do nosso estudo, sendo uma
qualidade essencial para os substitutos traqueais transplantados em pacientes
imunossuprimidos. Também essa vantagem possibilita a traquéia glicerinada permanecer
implantada no omento maior por mais de um més, até atingir uma revascularizagcao
completa, com risco reduzido de infecgao.

Se a arterite de baixa intensidade ndo comprometer a revascularizagao lenta da

submucosa e se ocorrer a manutengdo da rigidez de parede a longo prazo, poderemos

concluir que a traquéia glicerinada com seis anéis cartilaginosos sera suficiente para
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substituir a via aérea na maioria dos casos, pois, conforme declarado por Nakanishi et al."")
“é possivel a reconstrucao de defeitos extensos na traquéia, sob algum grau de tensao nas

anastomoses, utilizando um segmento traqueal menor que a ressecgao’.
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7 CONCLUSAO

1. O auto-enxerto mostrou a mais completa revascularizagao.

2. Ao contrario do auto-enxerto, a neovascularizagcado do implante glicerinado foi mais
custosa, lenta e incompleta.

3. A menor intensidade da arterite aguda e a infiltracdo ténue pelas células
mononucleares sugerem a redugdo na antigenicidade da traquéia glicerinada.

4. A traquéia glicerinada apresentou uma menor tendéncia a infeccdo durante a
implantagdo no omento maior.

5. A inexisténcia de malacia comprovou a possibilidade de manter a rigidez da

parede das traquéias glicerinadas, mesmo com a desvitalizagdo da sua cartilagem.
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8 PERSPECTIVAS FUTURAS

Em trabalhos futuros sera importante, para a melhor caracterizagao de lesbes
vasculares menos evidentes na rejeicdo do aloenxerto de traquéia, a utilizacido de
coloragdes especiais como a Prata de Jones, o PAS e o Tricrbmico de Masson, a fim de
evidenciar com maior clareza detalhes das artérias como a fibrose intimal, o alargamento do
espaco subendotelial e a descontinuidade da membrana elastica. Também deve-se
considerar o emprego de técnicas de imunohistoquimica para distinguir o tipo de linfécito
presente nas varias manifestacoes de rejeicdo no enxerto traqueal.

O modelo de implantagao dos aloenxertos traqueais no omento maior podera ser util
para estudos sobre a imunossupressdo no transplante de pulméo, visto que a bronquiolite
obstrutiva humana tem caracteristicas parecidas a rejeicdo traqueal®”.

O xenotransplante a partir de traquéias glicerinadas € um campo de pesquisa a ser
explorado, pois podera ampliar as aplicagdes do transplante traqueal.

E necessaria a implantagdo da traquéia glicerinada por mais de 30 dias, no omento
maior, para observarmos se a revascularizagio atingira toda a circunferéncia traqueal, mas
também se essa maior revascularizagdo é acompanhada pelo aumento da antigenicidade.

Devem ser pesquisados também os efeitos da imunossupresséo e da permanéncia

dos nucleos nos condrécitos sobre a rejeigao crénica da traquéia glicerinada.
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GLOSSARIO

Com o objetivo de definir claramente o significado de alguns termos técnicos mais
utilizados neste texto, criamos este Glossario baseado no Dicionario Médico Stedman (252

Ediggo, 1996).

Aloenxerto — enxerto transplantado entre individuos geneticamente nao idénticos da
mesma espécie.

Alogénico — pertencente a uma espécie ou raga diferente, ou pertencente a
diferentes constituicbes genéticas dentro da mesma espécie

Auto-enxerto — tecido transferido por enxertia em um nova posicdo no corpo do
mesmo individuo.

Autoégeno — tecido ou 6rgao originado do mesmo organismo.

Caridlise — apagamento ou destruicao aparente do nucleo de uma célula, e perda da
afinidade de sua cromatina por corantes basicos.

Enxerto — qualquer tecido ou érgéo livre (ndo ligado) para transplante.

Heterogeno — tecido ou 6rgao originado de organismo de espécie diferente do
individuo receptor.

Homotransplante — enxerto transplantado entre individuos geneticamente néao
idénticos da mesma espécie.

Implante — enxertar ou inserir. Qualquer material inserido (sem vitalidade celular) ou
enxertado em tecidos.

Implantagédo — enxerto ou insergéo de tecido.

Luz — espaco no interior de uma estrutura tubular.

Neovascularizagdo — proliferagdo de vasos sangliineos no tecido que normalmente
nao os contém.

Ortotdpico — transplante de tecido ou 6rgao para sua posi¢ao anatémica normal.

Protético — relativo a uma prétese ou a uma parte artificial.
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Segmento traqueal — enxerto ou implante de traquéia composto de seis anéis
cartilaginosos.

Transplante — tecido ou 6rgdo no enxerto e no transplante. Transferir de uma parte
para outra. Implante em uma parte de um tecido ou érgao retirado de outra parte ou de outro

individuo.
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Abstract

Objective: To evaluate antigenicity, malacia and revascularization in glycerin-
preserved canine tracheal allografts.

Methodology: Segments of cervical trachea with six cartilage rings (2.4 to 3.1
cm) were randomly distributed in three study groups: autograft (21), allograft (18) and
glycerin-preserved (22). We implanted two segments from different groups in the greater
omentum of dogs. After 28 days, latex was injected in the canine aorta before the
segments were harvested. We evaluated number of quadrants with functional vessels,
number of vessels dyed in the submucosa, acute arteritis score, incidence of acute
rejection, cartilage lesion score, and malacia (test of resistance to deformation).

Results: The autograft group had a larger number of dyed vessels than the
glycerin-preserved group (p = 0.029). The autograft group also had a higher average
number of quadrants with functional vessels than the allograft group (p = 0.013) and the
glycerin-preserved group (p = 0.005). The allograft group had a higher mean score for
acute arteritis than the autograft group (p = 0.001) and more acute rejection than the
glycerin-preserved group (p = 0.039). The cartilage lesion score did not show any
significant difference between groups. Malacia was not observed in any tracheal
segment.

Conclusion: The glycerin-preserved tracheal implant had low antigenicity and
good rigidity, but showed incomplete revascularization.

Key words: tracheal transplant, revascularization, rejection
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Introduction

Tracheoplasty is the most common surgical treatment of benign and malignant
tracheal diseases. However, there is still no definitive solution for the problem of
reconstruction of defects larger than 60 % of the trachea'".

The best anatomical and physiological replacement of the trachea is its own
allograft® since the use of prostheses and autografts to replace the trachea has shown
contradictory results that are difficult to reproduce®.

The routine use of tracheal transplants depends on the solution of three
problems: revascularization, rejection and preservation of grafts®*.

Tracheal graft ischemia is the main cause of transplant failure®®. Therefore, the
graft has to be revascularized with flaps of the greater omentum®, lateral thoracic
fascia”, muscle®, or direct vascular anastomosis with en bloc cervicothoracic
exenteration®.

Arteritis characterizes acute vascular rejection of the trachea and results in
thrombosis of microcirculation in the submucosa and, consequently, in ischemic
necrosis of the respiratory epithelium, of the interstitium and, finally, of the cartilage®'?.

The denudation of respiratory epithelium, where major histocompatibility complex
(MHC) class 1l is found, as well as the degeneration of chondrocytes in the tracheal
allograft, are effects of the method of preservation, which reduces tracheal

11,12

antigenicity'"'?. Therefore, besides reducing the allogenic stimulus, another important

property of these methods is the maintenance of the tissue structure and the formation
of a trachea bank""3™4),
Cryopreservation of tracheas is the most frequently studied preservation

d"31% However, disagreements about its effect on chronic rejection, about the

metho
variability of the length of time of cryopreservation, which ranges from three to 24
months, and the viability of chondrocytes raise questions about the long-term use of this

preservation method.
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For these reasons, another method of preservation that may be easily applicable
and offer unlimited preservation time for the tracheal segment should be researched.
This motivated us to research the use of glycerin, an easily obtained and manipulated
trialcohol with antiseptic and preservative proprieties'?.

We tested glycerin’s preservation capacity in different tissues, especially in dura
mater’® and the trachea!’®. Those studies demonstrated the qualities of glycerin in
reducing the antigenic response and maintaining the structure of tissues.

These results and concepts formed the basis for the formulation of the following
hypothesis: the tracheal segment preserved in 99 % glycerin and implanted in the
omentum of dogs would present vascularization similar to an autograft, preserving

tracheal lumen rigidity, and would present immunological tolerance better than an

allograft.
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Materials and Methods

This controlled blind randomized trial was conducted at Hospital de Clinica
Veterinaria, Universidade Federal do Rio Grande do Sul, Brazil.

The sample was composed of 61 canine tracheal segments of six cartilage rings
each. They were divided into the following groups:

autografts (n = 21);

allografts (n = 18);

glycerin-preserved grafts (n = 22).

These tracheal segments were harvested from 51 adult mongrel dogs of both
sexes kept under adequate sanitary control and provided by the kennel at Centro de
Zoonoses, Secretaria Municipal de Saude, Porto Alegre, Brazil. The animals weighed
9.497 + 1.975 kg, and there was no statistically significant difference between groups (p
=0.915). They were randomly assigned to one of the three groups presented in Fig. 1.

We housed and handled the dogs in accordance with Normative Resolution
196/96 issued by the Conselho Nacional de Saude!'” (Brazilian Health Council). This
trial was approved by the Research and Ethics in Health Committee at Hospital de
Clinicas de Porto Alegre under number 99411.

Protocol: The animals were premedicated with subcutaneous atropine sulphate
(0.044 mg/kg) and intramuscular acepromazine (0.2 mg/kg), and anesthetized with
intravenous thiopental sodium (15 mg/kg). After orotracheal intubation with a 7 mm tube
(Rischelit®, Risch, Montevideo, Uruguay), anesthesia was maintained with inhaled
halothane (0.5% to 1%) with the dogs spontaneously breathing a mixture of room air
and oxygen (3 I/min).

All dogs except those in group B received intravenous ampicillin (20 mg/kg)
during anesthesia induction. No immunosuppressive drug was used.

Allograft harvest: The 20 dogs donating allografts (group B) were killed with an
overdose of intravenous thiopental sodium. After that, a cervical incision in the midline

was made. We used an aseptic technique, and excised the cervical trachea. Each
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trachea provided two six-ring segments 2.4 to 3.1 cm long each®®). After resection of the
adventitia, we placed 18 of these tracheal segments in 0.9 % saline solution until their
implantation into the greater omentum (allograft group). A further 22 segments were
placed in glass jars containing 99 % bidistilled glycerin (glycerin group), which were
hermetically closed.

We stored the glycerin group tracheal segments at room temperature for two to
six months!"®). At the time of implantation, the glycerin-preserved grafts were rehydrated
with 0.9 % saline solution for 30 min before they were implanted into the greater
omentum.

Autograft harvest: We repeated the same cervical approach used for the
previous group in the 21 dogs donating autografts and receiving allografts or glycerin-
preserved grafts. The immediate reconstruction of airways in these dogs followed steps
similar to those followed for tracheoplasty in clinical practice.

During the same surgery, these animals received implantation of an autograft
(autograft group) and an allograft, or a glycerin-preserved graft into the greater
omentum.

Implantation into greater omentum: Implantation into the greater omentum
was performed in 31 dogs, 21 from group A and 10 from group C. After a supra-
umbilical median laparotomy of about 10 cm, we brought the greater omentum out of the
peritoneal cavity. Each of the two segments of the trachea was wrapped with the greater
omentum and fixed with a few stitches of 3-0 polyglactin suture 2 cm from the great
gastric curvature and at least 10 cm from the other graft.

The random implantation of the 61 tracheal segments in these 31 dogs formed
three combinations of research groups (Table 1).

Latex injection: The other 34 tracheal segments (17 animals) were perfused
with latex on the 28" day of implantation. We used 100 ml latex!"® (Labsynth, Diadema,
SP, Brazil) for each 50 ml green dye (Suvinil®, Sdo Bernardo do Campo, SP, Brazil)

diluted at 50 % in 0.9 % saline solution.
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The latex injection technique had the following stages: 1) anticoagulation with
intravenous sodium heparin (300 U/kg), dissection and clamping of thoracic and
infrarenal aorta; 2) puncture of aorta above the celiac trunk with intravenous catheter
(Jelco®, Johnson & Johnson, Sdo José dos Campos, SP, Brazil) with an external
diameter of 2.1 mm; 3) injection of 250 ml saline solution at 37 °C followed by infusion of
45 ml latex under 150 mmHg pressure.

Harvest of grafts implanted into the greater omentum: Twenty-eight days after
operation we anesthetized the dogs from groups A and C again. The laparotomy was
reopened and the implanted tracheal segments were excised. Tests of resistance to
deformation and macroscopic examination were carried out, and the tracheal segments
were then fixed in 10 % formalin solution.

Test of resistance to deformation (malacia): We modified the technique
described by Vacanti et al.'® to test the resistance to collapse of the last seven tracheal
segments (one autograft, three allografts and three glycerin-preserved grafts). One
segment was cross-sectioned from each tracheal segment and placed in a condom
(Jontex®, Johnson & Johnson, Sao José dos Campos, SP, Brazil). After that, we ran a
multiperforated no. 16 tracheal aspiration catheter (Markmed, Sao Paulo, SP, Brazil)
through the condom and the tracheal segment lumen. With a 60 ml syringe (Becton,
Dickinson e Co, Franklin Lakes, NJ, USA) connected to the catheter, we applied a
pressure of -200 mmHg. We considered that malacia only existed when the tracheal wall
collapsed during negative pressure.

Histological analysis: The tracheal specimens were cross-sectioned in their
middle portion, specimens included in paraffin, and 5 ym thick cross-sections prepared
and stained with hematoxylin-eosin.

Indirect revascularization: We counted the number of latex stained vessels in
the tracheal submucosa. We also quantified the circumferential revascularization of the
submucosa by dividing the area of the transversal section in four equal sectors”, and

counted only the functional vessels (independent of latex filling), that is, the endothelium
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with nucleated cells and absence of thrombus. Therefore, the values of this parameter
ranged from zero to four sectors with functional vessels.

We excluded from indirect revascularization analysis the tracheal segments that,
at histological examination of sections, showed loss of structure of the mucosa,
submucosa, cartilage and adventitia, since loss of structure would hinder the correct
identification of vessels.

Rejection: The pattern of vascular rejection of the trachea is similar to that of
other solid organs, such as the kidney and the heart®?. Therefore, we decided to adopt
the Banff 97" criteria for assessment of renal rejection to define the presence and
quantify the intensity of acute and chronic arteritis in the implanted tracheas. Acute
vascular rejection was defined by the presence of acute arteritis in at least one vessel of
the tracheal segment under examination, because such identification reveals
immunological reaction against the graft®".

Acute arteritis was quantified according to the highest intensity vascular lesion
present in at least one artery in the histological section under examination. The values of
the intensity of arterial lesions were distributed according to the score of acute arteritis:
0, no arteritis (v0); 1, light-to-moderate intimal arteritis defined by permeation of the
intima by lymphocytes (v1); 2, severe intimal arteritis, confirmed by the occlusion of at
least 25 % of the artery lumen by mononuclear cells (v2); 3, transmural arteritis, shown
by the loss of vascular architecture and by necrosis of the endothelium and the middle
layer of muscle, associated with infiltration of the vascular wall by mononuclear,
polymorphonuclear cells, with fibrinoid changes (v3). We also assessed the relation
between indirect revascularization (number of quadrants with functional vessels and
number of stained vessels in the submucosa) and score of acute arteritis.

The presence of chronic arteritis (CA) was also assessed. The criteria to define
chronic vascular lesion were: fibrous thickening of the arterial intima with delamination or

discontinuity of the internal elastic membrane; and/or the presence of foamy and/or
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mononuclear cells in the fibrosed intima, observed in at least one vessel in the
histological section under examination.

Cartilage lesion score: We assessed the signs of ischemia or degeneration of
the tracheal cartilage according to the modified Kumon et al.®? score; grade 0 —
absence of ischemic lesion; grade 1 — ischemic lesion in up to 50 % of the cartilage ring;
grade 2 — ischemic lesion in 50 % or more of the cartilage ring; and grade 3 — ischemic
lesion in all cartilage ring. Tracheal cartilage was classified as ischemic when at least
one of the following changes was observed: hyalinization, metachromasia, fibrosis or
reabsorption of the cartilage matrix, or karyolysis in chondrocytes®.

Polymorphonuclear cells and inflammation in the lumen: To investigate the
possibility of infection in the tracheal segments, we assessed the presence of leukocyte
infiltration, which was defined as the presence of polymorphonuclear cells in over 25 %
of the area of the interstitium under examination®2".

Statistical analysis: We used the Fisher exact test and the chi-square test for
the comparison of proportions. The Kruskal-Wallis test was used for the comparison of
means.

The Spearman rank correlation test was used to study the correlation between
revascularization and acute arteritis.

Significance level was defined at 5 % (a < 0.05).

Statistical calculations were performed with the SPSS® 10.0 (SPSS Science,

Chicago, IL, USA).
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Results

We evaluated the results of 20 autografts, 18 allografts and 21 glycerin-
preserved grafts, since one dog (autograft and glycerin group) did not survive
anesthesia, and another dog received the implant of only the tracheal segment from the
glycerin group, as the tracheal segment from the allograft group was missing at the time
of the study. Main results are presented in Table 2.

Macroscopic examination: Macroscopic examination showed that 88.13 % of
the tracheal segments had some material in the lumen, similar to a clot (glycerin) or
mucopurulent liquid (allograft and autograft). The greater omentum blocked the lumen
but did not invade the interior of the tracheal segments. Two allografts presented
stenosis with 50 % of the lumen obstructed by histologically-confirmed fibrosis. No
tracheal segment had a soft tissue consistence.

Test of resistance to deformation (malacia): None of the seven tracheal
segments examined (one autograft, three allografts and three glycerin-preserved grafts)
presented malacia when tested for resistance to collapse under negative pressure (-200

mmHg).

Histological analysis
Indirect revascularization: Of the 34 tracheal segments perfused with latex, we
excluded two allografts and one autograft from final analysis. Therefore, we studied the
number of latex-stained vessels in ten autografts, nine allografts and 12 glycerin-
preserved grafts. The autograft group had a higher mean number of stained vessels
than the glycerin group (p = 0.029) (Fig. 2), but that number was not statistically higher

than the mean for the allograft group.
We analyzed the number of quadrants with submucosal functional vessels in 53
tracheal segments (one autograft and five allografts were excluded). The autograft
group had a higher mean number of quadrants with functional vessels than the allograft

(p = 0.013) and the glycerin (p = 0.005) groups.
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Rejection: The incidence of acute rejection was higher in the allograft (p =
0.001) and glycerin (p = 0.01) groups when compared with the absence of rejection in
the autograft group. Glycerin-preserved grafts showed a frequency rate of rejection that
was half the rate for the allografts (p = 0.039).

The mean acute arteritis score in the allograft group was higher than in the
autograft group (p = 0.001), but not statistically higher than the mean for the glycerin
group (Fig. 3).

In the glycerin group, 28.57 % of the implants had mild-to-moderate intimal
arteritis (v1), and none had severe (v2) or transmural (v3) arteritis. In the allograft group,
50 % of the tracheal segments had mild-to-moderate intimal arteritis (v1), and 16.7 %
had severe intimal arteritis (v2) (Fig. 4).

The analysis of the relation between the number of quadrants with functional
vessels and the intensity of acute arteritis revealed a negative correlation of 0.308,
which was statistically significant (p = 0.025). However, there was no significant
correlation (p = 0.259) between the number of stained vessels and the intensity of the
acute vascular lesion.

Chronic arteritis was identified in only two glycerin-preserved tracheas and in one
allograft (Fig. 4).

All vasculitis observed was located only in the tracheal adventitia.

Cartilage lesion score: We did not find any significant differences between the
mean scores for the three groups (p = 0.646). Means were low for the three groups, and
most lesions affected less than 50 % of the cartilage ring. The most frequent ischemic
and focal degenerative lesion was the hyalinization of the cartilage matrix.

Polymorphonuclear cells: Leukocyte infiltration was more frequently found in
the tracheal segments in the autograft and allograft groups (30 % in autografts and 33.3
% in allografts) than in the glycerin-preserved grafts (0 %) (p = 0.0063).

Glycerin-preserved trachea: The glycerin-preserved tracheas presented form

and consistence similar to fresh tracheas after hydration and before implantation.
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Histological examination showed that all the implants preserved the tracheal
architecture, the gland structure in the submucosa, and the nuclei of the chondrocytes

(Fig. 2). The adventitia vessels in the glycerin-preserved tracheas were filled with latex.
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Discussion

As the antigenic reaction was controlled with the inclusion of an autograft group,
we may suggest that acute arteritis is responsible for the lack of revascularization.
Therefore, the obviously better revascularization in the autograft group in both
parameters measured may be justified. However, there was a significant difference in
the comparison with the glycerin group when we examined the number of stained
vessels separately.

We selected allografts with a better immunological tolerance, and a consequently
better preserved vascularization, for the analysis of the number of stained vessels in the
submucosa. This resulted in an artificially higher mean for this parameter and may
therefore explain the lack of statistically significant differences from the autografts, and
suggest a better revascularization than in the glycerin group.

However, this apparently superior vascularization in the allografts in comparison
with the glycerin-preserved tracheas was corrected when we included a higher number
of tracheal segments in the quantification of the number of quadrants with functional
vessels. These two groups had functional vessels in only half of the quadrants in a cross
section, which was statistically lower than the almost complete circumferential
revascularization of the autografts.

Nickeleit et al.?¥ showed that the severity of acute vasculitis was the main
prognostic factor for the functionality of the renal graft. In the allograft and glycerin
groups in our study, the lower revascularization of the submucosa is justified by the
statistically significant correlation between a lower number of functional vessels and the
higher intensity of acute arteritis.

However, acute vasculitis showed low intensity in the glycerin group, which does
not fully explain the lack of revascularization. In the glycerin-preserved tracheas, we
observed the maintenance of the structure associated with the absence of cell viability.
Therefore, only the granulation tissue would respond for the new vessels observed,

since there is no recanalization of thrombosed vessels in the absence of an endothelium

105



with cell viability, as was demonstrated by Delaere et al”) in autografts and by Moriyama

et al.®

in cryopreserved tracheas. We studied indirect revascularization for 28 days,
which may have been too short a period of time for a better penetration of vessels in the
glycerin-preserved structures. Tracheas preserved in 2 % glutaraldehyde showed the
first functional vessels in the submucosa only after 45 days®®, which reinforces the
premise in favor of slow revascularization in devitalized tissues.

There was acute rejection in 66.7 % of the allografts, which is more than twice
the incidence rate observed in the glycerin-preserved grafts and very similar to the 50 %
vasculitis observed in transplants of other organs®”.

(19 observed arteritis with intimal thickening in the submucosal

Delaere et al.
vessels of allografts in the 8" day after transplantation, and Nakanishi et al.®) described
perivasculitis in the adventitia 28 days after implantation. However, there are no other
studies that describe in detail the intensity and the type of vasculitis in tracheal rejection.
In our study, allografts had a higher incidence of mild-to-moderate intimal (v1) and
severe (v2) arteritis. The relevance of this finding indicates more severe rejection and
leads to failure of graft by stenosis®"'"?"?) as was observed in the obstruction of the
lumen by fibrosis in two of our allografts. The short period of implantation, when
compared to the 78 days in the study with 100 % obstruction of the grafts®?, explains
the reduced number of graft stenosis in our study.

Chronic arteritis is an obstructive and immunologically indolent lesion that
compromises the function of the transplanted organ®). Moriyama et al.?® described
signs of this chronic rejection (vascular thrombosis) in cryopreserved tracheas three
months after transplantation. Transplantation of other organs revealed 30 % chronic
arteritis in periods as long as five years®). Therefore, the incidence of chronic vascular
lesion in our study (three tracheal segments) may be underestimated.

The denudation of most of the respiratory epithelium®, — where allopeptides

|(4,10,12)

from MHC class | were identified — the absence of immediate recanalization of

antigenic endothelium with cell viability, and the inexistence of allogenic
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hematolymphoid cells®® — which hinder the direct recognition of antigens — contributed
to a lower antigenic stimulation, which was shown in the glycerin-preserved tracheas in
our study by the reduction in the intensity of acute arteritis, the low incidence of
rejection, and the inexistence of the mononuclear infiltrate characteristic of antigenic
reactions.

However, acute and chronic arteritis, seen in some glycerin-preserved grafts,
suggest that the persistence of the antigenic stimulus originated in the preserved
structures, such as the chondrocyte nuclei, the submucosal glands or even the small
areas of no denudation of respiratory epithelium.

Chondrocyte nutrition is based on the diffusion of solutes by the cartilage matrix,
which makes it more resistant to ischemia’®?%. Therefore, its degeneration is slow and
takes two to three months to develop histological changes typical of necrosis, such as
karyolysis, metabolic dysfunction, destruction of the perichondrium and replacement by
fibrosis, resulting in malacia‘'®'""38),

Our histological findings confirm the higher resistance of cartilage to ischemia. In
this study, the hyalinization of the cartilage matrix was the predominant change, also
reported by Delaere et al."” 16 days after the transplantation of allografts. In most of the
cartilages examined we observed only restricted signs of ischemic lesion (less than 50
% of the tracheal ring), in agreement with findings by Nakanishi et al.®®’, who reported a
limited atrophy of chondrocytes and destruction of the perichondrium in allografts. The

19 also confirms our

mechanical evaluation by the test of resistance to deformation
histological findings, since we demonstrated the absence of structural deformation of the
airways (malacia) under a pressure of —200 mmHg.

In our study, most chondrocyte nuclei were preserved no matter how long the
trachea was preserved in glycerin, and there were no diffuse signs of degeneration,

unlike in tracheas cryopreserved for prolonged periods of time (two to six months), when

karyolysis (degeneration) occurs in 30 - 90 % of the chondrocytes. We may thus
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suggest that a bank of glycerin-preserved tracheas may be more advantageous
because of the better preservation of the cartilage structure.

The importance of preserving the viability of the cartilage during the period of
preservation of a tracheal segment('*'%?22%29 js challenged by the good results obtained
with devitalized tracheal segments preserved in acetone®® or in 2 % glutaraldehyde®,
which is further supported by the reduction of antigenicity associated with the
degeneration of chondrocytes with concurrent malacia in allografts cryopreserved for
longer than six months"". On the other hand, retention of viability of tracheas
cryopreserved for 60 days contributes to the preservation of the antigenic stimulus from
the endothelium and of viable chondrocytes, which results in loss of structure and
fibrosis of these allografts probably due to chronic rejection (three months after
transplantation ).

Delaere et al.”) reported that the implantation of the tracheal segment into the
greater omentum for longer than 20 days may lead to infection and to the lack of
regeneration of the epithelium, negatively influencing the function of the tracheal
implant. In our study, the 28 days of implantation and the obstruction of the extremities
of the tracheal segments by the greater omentum may have contributed to the
accumulation of secretion in the lumen and to infection (infiltration of polymorphonuclear
cells). The antiseptic characteristic of glycerin® explains the absence of leukocyte
infiltration in the glycerin-preserved implants in our study; This advantage also allows
the glycerin-preserved trachea to remain in the greater omentum for over one month

until full revascularization is achieved, with a reduced risk of infection.
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Conclusion

1. Autografts had the most complete revascularization.

2. Unlike the autograft, the new vascularization of the glycerin-preserved graft
was more difficult, slower and incomplete.

3. The lower intensity of acute arteritis suggests that antigenicity is reduced in
the glycerin-preserved trachea.

4. The glycerin-preserved trachea had a lower rate of infection while implanted
into the greater omentum.

5. The inexistence of malacia confirmed the possibility of preserving lumen

rigidity of the glycerin-preserved trachea even with the devitalization of its cartilage.
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Tabela 1. Numero total de cdes com uma das trés combinacdes de dois implantes distintos

de traquéia, provenientes dos grupos de pesquisa (auto-enxerto, aloenxerto e glicerina).

Combinagao entre os grupos de pesquisa

Destino dos caes

auto-enxerto+glicerina

auto-enxerto+aloenxerto

aloenxerto+glicerina

caes receptores
(destino C)

9*

cées doadores e T
receptores (destino A)

* Nao incluimos o cdo que recebeu a implantagdo de apenas um segmento de traquéia do grupo

glicerina.

# Um c&o com essa combinagao foi ao ébito, ndo sendo incluido nos resultados.

@ N&o houve diferenca estatistica do nimero de cées entre as trés combinacdes (p = 0,741).

Tabela 2. Avaliagdo histologica e presenca de malacia nos segmentos traqueais, apos 28

dias de implantagdo no omento maior.

Achados histolégicos/implantes auto-enxerto aloenxerto glicerina
traqueais

Malacia 0% 0% 0 %
Numero de vasos corados na 29,20 +43,25 3,117,227 1+3,46
submucosa®’
Numero de quadrantes com vasos 3,79+0,63 2+1,53 2,05+ 1,56
funcionais 2% 7
Rejeicdo aguda ¥ 7@ 0% 66,7 % 28,57 %
Escore de arterite aguda ® $ 0 0,83+0,71 0,29 £ 0,46
Arterite crénica 0% 5,6 % 9,5 %
Escore de les&o cartilaginosa ® 0,95+1,1 1,11 £ 1,08 1,38 £ 1,47

@ Resultados foram descritos como média + desvio padrao

Diferenga estatisticamente significativa (p < 0,05) entre os grupos:

@ aloenxerto # glicerina
¥ auto-enxerto # aloenxerto
T auto-enxerto # glicerina
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