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La Ingenieria Tisular es i o esel
Resumen uso de células vivas, manipulacion def entorno extracelular, creacion de sustitutos biolo-

gicos y su consecuente implante en el cuerpo. EI objetivo del presente estudio es desarro-
llar cartilago fetal en un modelo “in vivo” con el e interpretar ef e

tal y su capacidad de formacién de un tejido determinado. Mediante fetoscopia se obtuvieron células del pabe-
60 auricular de fetos de ovejas de 90 a 95 dias de gestacidn; el tejido obtenido fue disecado hasta obtener teji
do cartilaginoso puro, luego fue tratado y sembrado en platos de cultivo y las células fueron expandidas cada 72
horas hasta obtener la cantidad necesaria para realizar el experimento. Las células expandidas fueron sembradas
en un polimero de dcido poliglicdlico de 1 cm x 1 cm de lado y luego implantadas en ratones atimicos (sin capaci-
dad de respuesta inmune) en el tefido celular subcutaneo en 4 diferentes concentraciones celulares. n otro gru-
po de animales se implanté el polimero sin células a modo de grupo control. Los animales fueron sacrificados a
125 2, 4, 6 8y 12 semanas del implante. Los tejidos obtenidos evaluados histoldgicamente utilizando hematoxil-
na-easina, azul de alcian, azul de toluidina, tricromico de Masson y safranina “o". Todos los animales toleraron el
procedimiento quirirgico y sobrevivieron hasta ef momento estipulado de sacrificio. Al examen microscopico to-
dos los polimeros sembrados desarrollaron tejido con estructura cartilaginosa que mostré mayor consistencia en
Ios especimenes sacrificados ms tardiamente. £l tamafio del cartilago fetal tuvo una relacion directa con el volu-
men de células implantadas. £l polimero fue degradandose paulatinamente con el correr de as semanas no que-
dando restos del mismo hacia el final de la sexta semana. Ningun polimero solo, es decir sin células, fue capaz de
formar tejido. Concluimos que el mayor volumen de células sembradas, el tiempo mas prolongado y un apoyo nu-
tricional adecuado son factores que mejoran la formacidn “in vivo” de cartilago fetal.

Palabras clave: Ingenieria Tisular - Cartilago fetal - Ovejas - Fetoscopia

Essentials of tissue engineering consist in using living cells, extracellular medium
Summary manipulation and biological substitutes creation for body implantation. Aim of this
Study is to develop fetal cartilage in an *in vivo” model to evaluate fetal cell behavior

and its ability for targeted tissue development. Ear cells from 90-95-gestational days-aged fetal sheeps were
obtained through fetoscopy. This tissue was dissected free to get pure cartilage, then treated and cultivated in
culture plates and cells expanded every 72 hours. Expanded cells were cultivated in a poliglicolic acid polymer
of 1 square centimeter and then were implanted in athymic mouses (without immune response ability) in
subcutaneous tissue in 4 different concentrations. In other group polymer alone without cells was implanted as
a control group. Animals were sacrificed at 2, 4, 6, 8 and 12 weeks after implantation. Specimens were studied
using hematoxilin-easin, alcian biue, toluidin blue, Masson tricromic and safranin “0* coloreates. There were
o deaths before scheduled time. On microscopic examination all cultivated polymers developed cartilaginous
structure tissue, specially those that the later. ional to implanted
cells volume. Polymer was degradated as time passed by, leaving no remainders by the sixth week. No nolvmer

101



102

Rev. de Cir. Infanti 12 (2), 2002 Desarrollo de cartlago feta i vivo* utlizando técnicas de ingenieria tisular

alone (without cells) developed tissue. We conclude that bigger volume implanted, longest time and adecuate
nutritional support improves *in vivo” fetal cartilage formation.

Index words: Tissue engineering - Fetal cartilage - Sheeps - Fetoscopy.

A Engenharia Tissular ¢ a drea cientifica interdisciplinar cujo fundamento essencial € o
uso de células vivas, manipulagdo do extracelular, criagio de substitutos biolGgicos e
seu conseqente implante no corpo. O objetivo do presente estudo ¢ desenvolver car-
tlagem fetal em um modelo “in vivo® com o propdsito de avaliar e interpretar o comportamento celular fetal
e sua capacidade de formagdo de um determinado tecido. Mediante fetoscopia obteve-se células do pavilhao
auricular de fetos de ovelhas de 90 95 dias de gestagdo; o tecido obtido foi dissecado até obter-se tecido car-
tilaginoso puro, imediatamente foi tratado e semeado em placas de cultivo e as células foram repicadas a cada
72 horas até obter-se a quantidade necessdria para realizaao da experiéncia. As élulas repicadas foram semea-
das em um polimero de acido poliglicdlico de 1 cm x 1 cm e logo implantadas em ratos atimicos (semcapacida-
de de resposta imunolégica) no tecido celular subcutaneo em 4 diferentes concentragdes celulares. Em outro
rupo de animais implantou-se o polimero sem células - grupo controle. Os animais foram sacrificados na 2°, 4,
6, 8° ¢ 12° semanas apos o implante. Os tecidos obtidos avaliados histologicamente utilizando-se hematoxili-
na-eosina, azul alcian, azul toluidina, tricrémico de Masson e safranina “o”. “Todos os animais toleraram pro-
cedimento cirirgico e sobreviveram até 0 momento estabelecido para o sacrificio. Ao exame microscdpico to-
dos os polimeros semeados desenvolveram tecido com estrutura cartilaginosa que mostrou maior consisténcia
nos espécimes sacrificados mais tardiamente. O tamanho da cartilagem fetal teve uma relagdo direta com o vo-
fume de células implantadas. O polimero foi degradando paulatinamente com o correr das semanas ndo sobran-
do restos do mesmo até o final da sexta semana. Nenhum polimero isolado, isto é sem células, foi capaz de for-
mar tecido. Concluimos que maior volume de células semeadas, tempo mais prolongado e um apoio nutricional
adequado sio fatores que melhoram a formagao in vivo" de cartiagem fetal.

Resumo.

Palavras chave: Engenharia Tissular - Cartilagem Fetal - Ovelhas - Fetoscopia

Se conoce como “Ingenieria
Tisular al drea cientifica in-
terdisciplinaria cuyo funda-
mento esencial s el uso de células vivas, manipula-
cién del entorno extracelular, creacion de sustitutos
biolégicos y su consecuente implante en el cuerpo’.

Es la intencion de esta ciencia reparar, reempla-
zar, mantener, o mejorar la funcién particular de un
6rgano o tejido’.

La idea de la "Ingenieria Tisular” se forja con la
union de la experiencia ganada en diversos campos,
<omo la biologia celular, bioguimica y la biologia mo-
lecular y su posterior aplicacion a la ingenieria de
nuevos tejidos y érganos'.

Grandes avances en el campo de la trasplantolo-
gia se han realizado en los altimos aios. La falta de
6rganos, aptos para implantes, especialmente en la
poblacién pediatrica, se ha convertido en la limite
més importante de esta nueva terapéutica.

Introduccion

La reconstruccion quirirgica en el periodo neona-
tal, de ciertas malformaciones, es a menudo imprac-
ticable por la falta de tejido adecuado. I objetivo
central de la “Ingenieria Tisular Fetal” s aplicar los
principios antes expuestos para tratar, en periodo
neonatal, diversas malformaciones congénitas, con
tejido fetal autélogo cultivado y expandido. Este
procedimiento consiste en la obtencion de tejido fe-
tal mediante la utilizacion de técnicas de fetoscopia
y otros procedimientos minimamente invasivos tal
como se expresa en el grafico 17

La Ingenieria Tisular permitis que condrocitos ais-
lados de tejidos adultos y luego de ser sembrados en
transportadores celulares adecuados pudieran ser
capaces de desarrollar teijido para su utilizacion con
diversos fines terapéuticos'.

Afin de interpretar en una forma directa la biolo-
gia de la gestacion, el presente estudio experimental
tiene por objetivo el desarrollo de cartilago fetal en
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Grafico 1: desarrollo del concepto de Ingenieria Tisular
Fetal

Grdfico : desarrollo del concepto del presente estudio
experimental

un modelo "in vivo" con el propésito de investigar,
evaluar e interpretar el fetal

jo estrictas condiciones de asepsia se procedid a la
realizacion de una laparotomia mediana suprain-
fraumbilical con la exposicion del dtero. Una vez ha-
liada la placenta se procedis a la loc:
to. Mediante fetoscopia se accedid al mismo colocan:
do 3 trécares de 5 mm: uno para la cémara y los res-
tantes para la colocacion de pinzas apropiadas para
a extraccién de tejido fetal. Se localizé la cabeza del
feto y se tomo un segmento de 2,5 cm x 2,5 cm del
pabellén auricular. Una vez obtenido el tejido, los
trocares fueron cuidadosamente extraidos y las mem-
branas herméticamente cerradas. Se reintrodujo el
tero y se procedio al cierre de la laparotomia para
permitir una adecuada sobrevida fetal

Cultivo celular: Bl tejido previamente obtenido
fue procesado siguiendo una cuidadosa microdisec-
cién donde se retira la piel y el tejido celular subcu-
taneo, hasta obtener tejido cartilaginoso puro. El
mismo es triturado y procesado mediante un trata-
‘miento enzimatico con una suspension de colagenaza
20% por 6 horas a 37 grados en un sistema de agita-
cién continua a 120 ciclos por minuto. £l material ob-
tenido fue centrifugado 1000 rpm durante 5 minu-
105 y una vez extraido el sobrenadante fue resuspen-
dido en medio Hamms F-12 y sembrado en platos de
cultivo con el mismo medio y suplementado con 10%
de suero bovino fetal, 5 mg de écido ascorbico, 100
mg de estreptomicina y 100 unidades por mi de peni-
cilina, todo esto mantenido a una temperatura de 37
grados con CO2 al 5% en una estufa para cultivo ce-
Ioar s clls fusron expanditas cad 72 hores

cion del fe-

¥ su capacidad de formacion de un tejido determina-
do (Grafico 2).

Obtencion de células: Los
procedimientos  realizados
siguieron los principios de la
ARCH (Animal Resource Children's Hospital, Boston,
MA) avalado por la *Guia de cuidado y uso de anima-
les de laboratorio del Instituto de Salud de EE.UU"
Se utilizaron para la obtencion de células fetales ove-
jas de 90-95 dias de prefiez. Bajo anestesia general
con una induccién inicial de ketamina intramuscular,
intubacin endotraqueal y manejo de la via aérea
con anestesicos inhalatorios (isofluorane al 2%) se
mantuvo la anestesia durante el acto operatorio. Ba-

Material y método

drocitos fetales fueron ex-
pandidos hasta obtener una suficiente cantidad de
células para realizar el experimento.

Trasporte celular: Las células obtenidas y expandi-
das en los platos de cultivo fueron cuidadosamente
removidos con tripsina durante 1 a 3 minutos y colec
tadas en un tubo de ensayo. £l material obtenido fue
centrifugado a 1000 rpm durante 5 minutos y una vez
extraido el sobrenadante, las células obtenidas fue-
fon contadas y sembradas en un polimero biodegra-
dable del tipo de acido poliglicsico con una forma
predeterminada de 1.cm x 1 cm. Estos polimeros pre-
sentan un diémetro de los fibras de 15 micras con una
porosidad de 95% y una distancia interfibra que va
e 0 a 200 micras. Los polimeros fueron sembrados a
una concentracién celular creciente: 25, 50, 75 y 100
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Fig.1: A-Sembrado del polimero. B-Microscopia electrdni-
ca para confirmar la adhesion celular fetal af polimero.

millones de células por centimetro cuadrado con una
tecnica de inyeccion celular o introduccion directa
baio presion constante como se visualiza en la figura
1A Los polimeros sembrados fueron mantenidos en
el medio F-12 por 48 horas a una temperatura de 37
grados con CO2 al 5% en una estufa para cultivo ce-
lular, previa a su implantacién para certificar una
adecuada adhesion celular. Se realizé microscopia
electrénica para confirmar la correcta adhesion de
los condroritos fetales al polimero transportador co-
mo se ve en la figura 18

Implante celular: Una vez sembrados los p
con las diferentes concentraciones celulares fueron -
plantados en el dorso de ratones aimicos (sn capacidad
de respuesta inmunologica) por debajo de la piel en el
tefido celular subeutaneo como se ve en la figura 2 Ay
5.5e utilzaron 5 ratones a los que se sembrd 4 diferen-
tes concentraciones celulares en distintos sectores del
dorso. Otro grupo de animales fue il

izado para la im-

2: A- implantacion de polimeros sembrados a con-
centraciones crecientes de condrocitos fetales 25, 50,
75, 100 millones de células por centimetro cuadrado. 8-
nétese el aumento de vascularizacion focal que genera
el huésped para lograr la adecuada nutricion del im-
plante fetal.

plantacion del polimero sin células; este sirié de grupo.
control. Los animales fueron sacrificados a las 2, 4, 6, 8
y12 semanas del implante. Los tejdos obtenidos fueron
fijados en formol, procesados e incluidos en parafina.
Se realizaron secciones de 5 micras y luego fueron tefii-
dos con 5 diferentes técnicas para evaluar la formacion
de tejido: hematoxilina eosina, azul de alcian, azul de
toulidina, tricrémico de Massén y safranina “o"

Todos los animales toleraron
el procedimiento quirdrgico
y sobrevivieron hasta el final
del estudio. Los animales de ambos grupos (control y
experimento) fueron sacrificados a 1as 2, 4,6, 8 y 12
semanas del implante.

Al examen microscopico todos los polimeros sem-
brados fueron capaces de desarrollar tejido al mo-

Resultados.
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1 3:a1 final del estudio, 12 semanas se puede observar
Ia formacicn de tejido cartilaginoso “in vivo® una
extraidos los tejidos del dorso de fos ratones atimicos.

Fig. 4: A-B-C diferentes momentos del estudio donde se
pusde obsenar como el cartlago fetol o creciend y
argansdndoss hsts desaralr teuo: A somanis, B
Ssemanas, C.8 semanas. Notess oo pate e final e 1
Soxta semana of poliméro 36 he degradedo en forma
completa.

mento en que fueron extraidos formando una estruc-
tura cartilaginosa de color blanquecino y de una con-
sistencia semejante al cartlago hialino, que con el

maiio del cartilago fetal tuvo una relacién directa
con el volumen de células implantadas siendo los de
mayor densidad de sembrado (75 y 100 millones de
células por centimetro cuadrado) los que mantuvie-
ron la mejor forma con el paso de las semanas como
se demuestraen la figura 3. No se encontraron sig-
nos de erosion ni de infeccion de los tejidos aleda-
fios. i se evidencio el importante aporte vascular del
tejido peri-implante que favorecid el crecimiento ce-
lular como se pone de manifiesto en la figura 2 8.

1 analisis histolégico de las piezas coloreadas con
hematoxilina eosina, expreso la diferencia de con-
centracién de sembrado celular. Se observaron carac.
ter o cartilaginoso en los preparados
tratados con as tinciones especificas de azul de al-
cian y azul de toluidina que expresan los mucopolisa:
caridos, producto este formando por los condrocitos.
(figura & A,8,C)

€l polimero fue degradndose paulatinamente
con el paso del tiempo y hacia el final de la sexta se-

mana ya no quedaron restos del mismo en los cortes
histologicos, siendo reemplazado por la matriz extra-
celular secretada por los condrocitos implantados.
(figura 4: A, B, ©)

Ningin polimero solo, del grupo control, es decir
sin células, fue capaz de formar tejido.

La ingenieria tisular es un
campo_relativamente nuevo
cuyo objetivo s restaurar el
tejido funcionalmente danado o ausente utilizando
sustitutos biologicos predisenados. En las utimas dos
décadas, investigadores de los mas diversos campos
han comenzado a restaurar diversos tejidos huma-
nos'*. Actualmente estamos en condiciones de utli-
zar esta tecnologia para el desarrollo de tejidos feta-
lesi*". Una vez diagnsticado el defecto congénito,
el teido fetal puede ser extraido por diferentes mé-
todos, obteniendo asi células fetales capaces de ser
cultivadas en sistemas apropiados y expandidas in vi-
tro*". Este crecimiento celular controlado permite
sembrar las células en transportadores celulares es-
pecificos, para que una vez implantados sean capaces
de reproducir el tejido fetal originario. La aplicacion
de este principio permitira originar tejidos fetales
para luego emplearlos para la reconstruccion tisular
neonatal

1 trasplante de condrocitos es una técnica utiliza-
da para la conformacion de tejido cartlaginoso. €I
primer reporte del aislamiento de condrocitos fue
realizado por Smith en 1965". I implante de condro-
citos adultos en diversos sistemas de trasporte celular
inicialmente mostro. baja sobrevida celular. La expe-
riencia evolutiva mostid que la alta densidad celular
favorece la condrogénesis, optimizando la interac-
ion entre la célulay el sustrato, El trasplante de con-
drocitos ha sido realizado de dos formas: la inyeccion
directa o la implantacién de matrices sembradas por
celulas.

En 1977 Green reports experimentos iniciales
donde sembré condrocitos adultos sobre una matriz
6sea estéril y luego de ser implantados en ratones
atimicos formo tejido cartilaginoso”. Tiempo. des-
pues, areas cartilaginosas de diversas articulaciones
fueron experimentalmente reparadas con la utiliza-
cion de condrocitos autélogos, la proliferacion de
condrocitos fue comprobada 48 horas luego del im-

Discusion
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plante y a las 8 semanas el defecto estaba completa-
mente reparado’®. Similares experimentos mostraron
que condrocitos alogénicos e isogénicos cultivados
en un gel de colageno permitieron reparar defectos
osteacondrales en ratas. A las 12 semanas este estu-
dio comparativo demostrd que todos los 8 defectos
tratados con cartilago isogénico fueron reparados,
contra cuatro de los ocho reparados con cartilago
alogénico®. Distintos sistemas de trasporte de con-
drocitos se han uilzados polimeros sintéticos como,
lico 0 PGA, acido poli-lictico o PLA,
gel de agarosa y otros™ . Polimeros con PGA sem.
brados con condrocitos adultos lograron formar teji-
do luego de 8 semanas in vitro'”. Estos polimeros per
miten la diferenciacion, respetando la morfologia y
manteniendo el fenotipo celular. EI polimero de PLA
sembrado con condrocitos ha sido utilizado como
neo tejido para el reemplazo de defectos cartilagino-
s0s articulares creados en conejos'. Similares estu-
dios realizados en conejos pero con una alta densi-
dad de sembrado celular lograron resultados muy
significativos activando la potencial capacidad repa-
rativa articular que presenta este tejido con alta dis-
ponibilidad celular para la formacion de tejido”

A partr de estos interesantes estudios se evolu-
ciond a una etapa de aplicacion de la ingenie
Fintular wizando etstrapbutics an 23 pacientes
para defectos articulares en la articulacion de la rodi
lla. La mayoria mostr6 una mejoria clinica y 14 de
ellos evidenciaron una mejoria radiologica luego de
2 afios del implante”.

La ingenieria tisular fetal es una nueva y fascinan-
te rea de la ingenieria tisular que tiene por objeto
reparar defectos congénitos ya sea intra-itero o en
el post-parto inmediato con la utilizacidn de tejidos
autologos (grafico 1) En esta linea de investigacion
se han reportado en forma experimental la correc-
cion de defectos congénitos como la extrofia vesical,
defectos de piel, més recientemente hernias diafrag-
méticas y existen comunicaciones sobre reparacion
de defectos traqueales*”.

Las células fetales presentan un amplio potencial
reproductivo que se expresa en una mayor capacidad
de crecimiento celular. Especificos receptores de
membrana obtenidos en células fetales serian los res-
ponsables de este fenémeno. El receptor en cuestion
es el factor de crecimiento insulinico subtipo A (IGF-

I que se una al IR-A) que presenta efectos mitogéni-
cos en células fetales. Es curioso mencionar, que este
receptor también se expresa en diferentes lineas ce-
lulares tumorales, favoreciendo el crecimiento celu-
lar tumoral "

€l uso de tejidos fetales para trasplante de tejidos
tiene varias ventajas teoricas. La mas importante es
el potencial inmunolégico de *inmadurez” que pre-
senta el tejido fetal. El reconocimiento de dicho teji-
o como propio se realiza durante los primeros meses
de la gestacién, y el tejido obtenido en etapa fetal
temprana tendria una mayor capacidad de "adapta-
cin inmunoldgica®. Esto es un fendmeno conocido y
se debe a que las células fetales en edad temprana
no expresan el antigeno de superficie H por lo que
o pueden generar rechazo”.

La utilizacién de células fetales humanas, obteni
das de fetos humanos abortados naturalmente, para
el tratamiento de distintas patologias neurologicas
tales como la enfermedad de Parkinson y otras afec-
ciones neurologicas, abrié un amplio debate ético en
Estados Unidos™™,

Ciertos aspectos sobre nuestro trabajo experimen:
tal que hacen a la formacién de tejido fetal deben
ser considerados; durante las primeras semanas del
experimento (cortes histologicos de la segunda y
cuarta semanallfigura 4 A) se observa una abundan-
te cantidad de restos del polimero y algunas células
de aparente respuesta inflamatoria local. En forma
lenta y progresiva el polimero experimenta una pro-
gresiva degradacion y los espacios intercelulares se
van ocupando en forma paulatina con elementos de
la matriz extracelular que favoreceran el sostén y ad-
hesion celular que luego seran vitales para la sobre-
vida celular. Una vez alcanzada la sexta semana del
estudio, el polimero esta degradado casi en su totali-
dad y son los condrocitos fetales los que comienzan
una adecuada organizacion celular, la cual se aseme-
ja a la composicion de cartilago maduro como se ve
enlafigura 4 By C. Esta histoarquitectura persiste
hasta el final del estudio.

Es evidente que las diferentes concentraciones de
sembrado celular tienen un impacto directo sobre la
formacin de tejido, pero més directamente sobre la
calidad del tejido formado. Este fenomeno también
se ha visto en el desarrollo de cartilago adulto a tra-
ves de la Ingenieria Tisular". Podemos certificar que a
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mayor concentracion de sembrado celular se logra
una mejor histoarquitectura asemejando al cartilago
nativo. Sobre la base de los datos obtenidos de nues-
tro experimento para el desarrollo de cartilago fetal
sostenemos que seria conveniente utilizar una densi-
dad de sembrado de 75 a 100 millones de células por
centimetro cuadrado. Esta concentracion de sembra-
do nos permitiria inferir que el tejido fetal que desa-
rrollemos tendria caracteristicas similares a cartilago
nativo.

Otro aspecto a tener en cuenta para la conforma-
cion de un tejido de alta calidad es el tiempo. A me-
dida que transcurren las semanas, mas especifica:
mente a partir de la sexta semana, el tejido formado
adquiere una mayor solidez y resistencia. Este tejido
presenta aspecto de cartilago con una coloracion
blanquecina que persiste hasta el final del estudio en
1a semana doce, como se ve en la figura 3. s eviden
te que con el transcurso del tiempo los condrocitos
fetales adquieran una organizacion superior capaz
de generar caracteristicas histologicas similares a las.
del tejido fetal, manteniendo la vitalidad celular.

Otro aspecto no menos importante es el apoyo
nutricional que genera el huésped sobre el injerto fa-
voreciendo una rica vascularizacion local y ofrecien-
do los sustratos necesarios y adecuados para que es-
tas células crezcan de una manera armonica, se desa-
rrollen y sean capaces de formar neocartilago fetal
(figura 28).

Para la formacion
sulta de suma importancia, la concentracién del sem-
brado celular, dado que los tejidos con concentracio-
nes entre 75 y 100 millones de células por centimetro
cuadrado, fueron capaces de desarrollar tejido con
caracteristicas histolégicas adecuadas.

€l tiempo fue otro factor muy trascendente para
Ia organizacién celular orientada a la formacion de
tefido, dado que la mejor calidad de tejido se obser-
Vo hacia el final del estudio.

in vivo" de cartilago fetal re-
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