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ARTICULO

120 dias de reemplazo diafragmatico
con matriz acelular de colageno,

en un modelo experimental en ratas.

Dres. G. Falke, P. Vazquez, L Korman, M. Siminovich, G. Williams, M. Asprea, M. Boglione, R. Rubio, D. Aguilar

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

La obtencién de matrices acelulares de coldgeno para la reconstruccion de diferentes
Resumen tejidos, es un drea de la ingenieria tisular. Estas matrices pueden ser implantadas dado

que no generan rechazo y favorecen el crecimiento celular. El objetivo de este estudio
es evaluar una alternativa quirdrgica para la correccion de defectos diafragmaticos con la utilizacion de matri-
ces acelulares de coldgenos como sustitutos bioldgicos que permitan el crecimiento celular. Se efectud laparo-
tomia subcostal izquierda, con seccion de un segmento posterolateral del hemidiafragma izquierdo. El tamano
del defecto creado fue de 6 mm x 6 mm. Se utilizaron nueve ratas jovenes de un mes de edad, con un peso apro-
ximado de 50 a 85 gramos. Grupo I: En 3 ratas se procedid a la reparacidn del defecto utilizando técnicas de mi-
crocirugia con suturas irreabsorbibles con matrices acelulares. Grupo Il: Tres animales actuaron como grupo con-
trol y el defecto creado no fue corregido. Grupo Ill: Tres animales de iguales caracteristicas actuaron como con-
trol de los grupos anteriores y no fueron operados. A todos los animales se le realizo estudios de radioscopia al
final del estudio. Los tejidos fueron procesados y fijados para los estudios histolégicos del corazén, pulmdn, dia-
fragma e higado. Los animales del grupo | crecieron adecuadamente durante los 120 dias que durd el estudio y
no mostraron trastornos funcionales respiratorios. La radioscopia mostré adecuada movilidad diafragmdtica y
no se evidencid la aparicion de hernia diafragmatica (HD). El crecimiento celular sobre las matrices acelulares
fue evidente. Los animales del grupo Il fallecieron dentro de las 48hs posterior al estudio por dificultad respi-
ratoria y la alteracion hemodindamica secundaria a la HD. La histologia pulmonar mostré edema alveolar, con-
gestion capilar septal y signos indirectos de aumento de la presidon intrapulmonar. Los animales del grupo Il
fueron sacrificados al final del estudio no evidenciando alteraciones. Este estudio demuestra que es posible la
correccion de la induccién experimental de HD en ratas. La correccion diafragmdtica con matrices acelulares ,
técnica derivada de la ingenieria tisular favorece el “in growth” (crecimiento) de los tejidos adyacentes refor-
zando el implante bionatural y acompafiando el crecimiento del animal durante el tiempo que durd el estudio.

Palabras claves: Ingenieria tisular - Matriz de colageno — Hernia diafragmética - Sustitutos bioldgicos - Rata.

Acellular collagen matrix obtention for tissue reconstruction belongs to the field of tis-
Summary sue engineering. These matrix does not generate rejection and enhances cellular

growth. Purpose of this study is to evaluate a surgical alternative for diaphragmatic
defects repair using acellular collagen matrix as biological substitute that allow cellular growth. Through a left
subcostal laparotomy, a 6 x 6 mm defect of the diaphragm was created. Nine young rats weighing 50 to 85
grams were used. Group | (n=3): Diaphragmatic defect was repaired using acellular matrix. Group Il (n=3):
Defect was not repaired (control). Group !ll (n=3): Rats were used as sham controls. Before sacrifice, radioscopy
was performed to all animals. Heart, lung, liver and diaphragm were processed and fixed for histological study.
Group | animals had normal growth during the study-120 days-period showing no respiratory problems.
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Radioscopy showed adecuate diaphragmatic movements without diaphragmatic hernia (DH). Cellular growth
inside the acellular matrix was evident. Group Il rats died during the first 48 posoperative hours due to respi-
ratory distress and hemodynamic instability. Lung microscopy showed alveolar edema, septal capilar congestion
and signs of intrapulmonary pressure increase. No abnormalities were observed in Group /Il animals. This study
demonstrates that experimentally induced DH can be safely corrected. Acellular matrix enhances cellular in
growth from surrounding tissue thus reinforcing the bionatural graft accompaning animal growth during the
study period.

Index words: Tissue engineering - Collagen matrix — Diaphragmatic hernia - Biological substitute

A obtencdo de matrizes acelulares de colageno para a reconstrucdo de diferentes teci-
dos, é uma drea da engenharia tissular. Estas matrizes podem ser implantadas pelo fato
de ndo gerarem rejeicdo e favorecem o crescimento celular.O objetivo deste estudo € o
de avaliar uma alternativa cirurgica para a correcdo de defeitos diafragmaticos com a utilizacdo de matrizes
acelulares de colageno como substitutos bioldgicos que permitam o crescimento celular.Foi efetuada laparoto-
mia subcostal esquerda,com seccdo de um segmento posterolateral do hemidiafragma esquerdo.O tamanho do
defeito criado foi de 6 mm x 6mm.Foram utilizados 9 ratos jovens com 1 més de idade,pesando aproximada-
mente 50 a 85 gramos. Grupo I: Em 3 ratos procedeu-se ao reparo do defeito utilizando-se técnicas de micro-
cirurgia com suturas ndo absorviveis com matrizes celulares. Grupo Il: Trés animais ficaram como grupo de con-
trole e o defeito criado ndo foi corrigido. Grupo Ill: Trés animais com caracteristicas iguais atuaram como con-
trole dos grupos anteriores e ndo foram operados. Todos os animais foram submetidos a estudos radioscépicos
ao término do estudo. Os tecidos foram processados e fixados para estudos histoldgicos do coragdo,pulméo,dia-
fragma e figado. Os animais do Grupo | cresceram adequadamente durante os 120 dias que duraram os estudos
ndo mostrando transtornos funcionais respiratdrios. A radioscopia mostrou adequada mobilidade diafragma-
tica e ndo se evidenciou o aparecimento de hérnia diafragmatica (HD). O crescimento celular sobre as matrizes
acelulares foi evidente. Os animais do Grupo Il morreram dentro das 48 horas posteriores ao estudo por difi-
culdade respiratéria e alterac6es hemodindmicas secunddrias 'a HD. A histologia pulmonar mostrou edema
alveolar, congestdo capilar septal e sinais indiretos de aumento da pressdo intrapulmonar. Os animais do grpo
Il foram sacrificados ao final dos estudos néo evidenciando alteracées.Este estudo demonstra que é possivel
a correcdo de HD induzidas experimentalmente em ratos. A correcdo diafragmdtica com matrizes acelulares,
técnica derivada da engenharia celular favorece o crescimento dos tecidos adjacentes reforcando o implante
bionatural acompanhando o crescimento do animal durante o periodo em que durou o estudo.

Resumo

Palavras chave: Engenharia tissular - Coldgeno — Hérnia diafragmatica — Substitutos bioldgicos — Ratos

La hernia diafragmatica es
una patologia frecuente en
la poblacién infantil con una
incidencia reportada de 1 cada 2400 nacidos vivos. Los
defectos diafragmaticos son mas frecuentes del lado
izquierdo alcanzando un 80% de los casos. Los defec-
tos del lado derecho representan poco menos del 20%
y los bilaterales son sumamente raros y en general se
asocian a agenesias completas del diafragma.

Introduccién

Existen reportes de casos familiares, por lo que el
riesgo de aparicion del defecto en la descendencia de
progenitores con hernia diafragmatica alcanza al
2%. Existe relacion a la exposicion ambiental de dife-
rentes agentes quimicos: talidomida, quimina, feme-
tracina y nitrofen se han visto asociados a la produc-
cién de hernia diafragmatica. De hecho existen mo-
delos experimentales que utilizan nitrofen durante la
prefiez, para inducir hernia diafragmatica en fetos de
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ratas. La deficiencia de vitamina A también se ha vis-
to asociada a la aparicion de hernia diafragmatica.

Entre las malformaciones asociadas se encuentran
defectos de cierre del tubo neural, alteraciones cardia-
cas, trastornos del tubo digestivo y anomalias genéticas.

La obtencion de matrices acelulares de coldgeno
para la reconstruccién de diferentes tejidos, es un
area de la ingenieria tisular. Estas matrices pueden
ser implantadas dado que no generan rechazo y favo-
recen el crecimiento celular.

El objetivo del presente trabajo es ofrecer una al-
ternativa quirirgica para la correccién de defectos
diafragmaticos con la utilizacion de matrices acelula-
res de coldgeno como sustitutos biolégicos que per-
mitan el crecimiento celular, en un modelo experi-
mental de HD posterolateral en ratas, de bajo costo,
que permita imitar las variables clinicas presentes en
estos pacientes, proponiendo nuevas alternativas pa-
ra la correccion quirdrgica de la misma.

Los procedimientos realiza-
Material y métodos dos fueron aprobados previa-

mente por el Area de Docen-
cia e Investigacion del Hospital J.P. Garrahan, y se si-
guieron los principios de la ARCH (Animal Resource
Children Hospital, Boston, MA) avalado por la “Guia de
cuidado y uso de animales de laboratorio del Instituto
de Salud de EE.UU". Los animales permanecieron den-
tro de las instalaciones del bioterio de nuestro centro,
bajo estricto control veterinario en forma diaria y al-
bergados en jaulas individuales, sometidos a consecuti-
vos ciclos de luz y oscuridad de 12 horas cada uno.

Se utilizaron 9 ratas Sprague-Dawley de cepas en-
docriadas en nuestro bioterio que fueron anestesia-
das con |la
30mg/Kg. de clorhidrato de ketamina (Parke Davis),
0,5mg/Kg. de clorhidrato midazolan (Roche ) y 0,1
mg/kg. de sulfato de atropina (Larjan) luego de una
induccion con isofluorano al 5% en camara con oxi-
geno al 100% a 15 litros por minuto durante un pe-
riodo de 2 a 3 minutos" 2. Seguidamente las ratas
fueron colocadas en posicion supina y sujetadas a la
mesa. Recibieron oxigeno durante el tiempo que du-
ré el procedimiento. Se utilizé para su recuperacién

administracién intraperitoneal de

cdmara de oxigeno y climatizacién por medio de una
corriente de aire calida a 38 grados centigrados.

Se utilizé intestino delgado de cerdos donantes,
para la obtenciéon de matriz acelular de colageno ba-

Fig. 1: Obtencion por diseccion Quirugica de la Submososa
Intestinal (5IS) que luego de un adecuado procesamiento se
logra descelularizar, para ser utilizada como bioprotesis par
la reparacion del defecto diafragmatico previamente creado

jo un estricto tratamiento de descelularizacién meca-
nica y quimica. Se comprobd histoléogicamente que
esta matriz de colageno no tuviera resto celular algu-
no (Fig. 1).

Nueve ratas de un mes de edad aproximadamente,
con un peso de entre 50 y 80 gr fueron destinadas a
los grupos de estudio. Se efectud laparotomia subcos-
tal izquierda, con movilizacién el bazo y el Iébulo iz-
quierdo del higado hasta lograr una adecuada expo-
sicion del diafragma izquierdo en su totalidad. Se
secciond un segmento posterolateral del hemidiafrag-
ma izquierdo, produciendo una lesién similar al de-
fecto posterolateral que habitualmente se encuentra
en la hernia diafragméatica del tipo “Bochdalek”. El
tamafo del defecto creado fue de 6 mm x 6 mm. Pa-
ralelamente se procedié a la colocacién de un drena-
je pleural bajo visién directa, para evacuar el neumo-
térax secundario a la creacién del defecto. El cierre de
la laparotomia se hizo con sutura continua de poliga-
lactina 910, 5/0 y 6/0 (Vicryl). Una vez recuperado de
la anestesia y evacuado el neumotodrax, se retiro el
drenaje pleural. Este procedimiento fue realizado en
forma similar en todos los animales de los grupos |y
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[l (N=6). El tiempo establecido para la realizacion de
este estudio fue de 120 dias. Grupo I: En 3 ratas se
procedid a la reparacién del defecto utilizando técni-
cas de microcirugia con suturas irreabsorbibles con
matrices acelulares utilizadas como parche diafrag-
matico. Grupo Il: Tres animales actuaron como grupo
control y el defecto creado al diafragma fue similar,
pero el mismo no fue corregido. Grupo Ill: Tres anima-
les de iguales caracteristicas actuaron como grupo
control y no fueron operados. Se le realizé estudios
de radioscopia al final del estudio, bajo sedaciéon con
20 mg/Kg de clorhidrato de ketamina (Parke Davis),
0,2 mg/kg de clorhidrato midazolan (Roche).

El bloque cardiopulmonar, los diafragmas y el hi-
gado fueron extirpados para su posterior analisis his-
toldgico. Los tejidos fueron fijados por 24 a 48 horas
en formol 10%, procesados, incluidos en parafina,
seccionados en cortes de 5 micras y coloreados con
hematoxilina-eosina.

Los animales del grupo I, a
los cuales el defecto postero-
lateral en su diafragma iz-
quierdo fue corregido con la matriz acelular de cola-
geno, crecieron adecuadamente durante los 120 dias
que duro el estudio y no se evidencio trastornos fun-
cionales respiratorios en ellos. La radioscopia realiza-
da previo al sacrificio mostré adecuada movilidad dia-
fragmatica y no se evidencio la aparicion de HD (Fig.
2). El crecimiento celular sobre las matrices acelulares
fue evidente, lo cual fue demostrado histolégicamen-
te. El crecimiento de estos animales comparado con el
grupo lll no mostro alteraciones significativas. La pro-
tesis bionatural, al menos, durante el periodo en que
duro este estudio, acompaiié al crecimiento diafrag-
matico. La histologia de los tejidos hepéticos y cardia-
co no mostraron alteracion. En un caso se observo en
el tejido pulmonar una reaccién inflamatoria peri-ar-
teriolar que no se evidencié en los otros dos animales
de este grupo. Los animales del grupo Il presentaron
disnea, taquipnea desde las primeras horas del post-
operatorio, falleciendo dentro de las 48 horas poste-
riores al estudio por severa dificultad respiratoriay la
alteracion hemodinamica secundaria a la HD (Fig. 3).
La histologia pulmonar mostré6 edema alveolar, con-
gestién capilar septal y signos indirectos de aumento
de la presion intrapulmonar. En higado y corazén no

Resultados

Fig. 2: Grupo I: (N=3) creacion de la hernia diafragmatica, y
correccion con matriz acelular de colagenogeno (SIS & sub-
mucosa intestinal).

Fig. 3: Grupo II: (N=3) creacion de la hernia diafragmatica,
no corregida. Contraste x SNG.
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se evidenciaron alteraciones histolégicas significati-
vas. Los animales del grupo Ill, fueron sacrificados al
final del estudio no presentando alteraciones clinicas,
radioldgicas, funcionales, ni histologicas.

La mortalidad en los recién
nacidos portadores de hernia
diafragmatica varia entre
30% a 50 %, a pesar de los avances en los cuidados in-
tensivos neonatales® *. La correcciéon quirrgica del
defecto como hecho aislado no garantiza la sobrevida
del paciente. La principal causa de muerte en estos
neonatos es la alteracién de la estructura pulmonar
secundaria a la compresiéon mecanica ejercida por las

Discusioén

visceras abdominales que ocupan el térax durante el
desarrollo fetal; esta hipoplasia pulmonar genera hi-
pertensién secundaria en el sistema pulmonar, hecho
que hace sumamente complejo el manejo de estos pa-
cientes una vez nacidos®®. A la asociacion de hernia
diafragmatica con el pulmdn hipoplasico del recién
nacido, se adjunta una deficiencia de surfactante lo
que disminuye su complacencia. Existen también re-
portes con disminucién de la elasticidad de los pulmo-
nes de estos pacientes, debido a una alteracién es-
tructural de las fibras elasticas y del colageno’.

Se han ensayado distintos métodos de correcciéon
del defecto diafragméatico durante el periodo prena-
tal, con diferentes resultados®. Recientemente, se ha
visto que la ligadura traqueal previene esta altera-
cién y estimula el crecimiento pulmonar®. El perfec-
cionamiento de este sistema con la utilizacién de ba-
lones para la oclusién traqueal han mostrado resulta-
do similar sin morbilidad para la pared traqueal® ™.
Al momento del nacimiento se ha instaurado muy di-
versos tratamientos como ventilacién liquida o siste-
mas con membrana de oxigenacion extracorpdrea o
ECMO con resultados diversos en las distintas series'.

Se han utilizado diferentes protesis para la re-
construccion de defectos diafragmaticos complejos.
Teflédn, marlex y muchos otros ha sido utilizados con
diversos resultados. El principal problema en la repa-
racién de estos defectos es que las prétesis utilizadas
son inertes y no acompafan el crecimiento del pa-
ciente generando diversos trastornos locales diafrag-
maticos inicialmente que luego se traducen a defec-
tos musculares funcionales y hasta 6seos con defor-
midades toracicas y de la columna. Siguiendo princi-

Fig. 4: Aumento de crecimiento de celulas hepaticas en rela-
cion al polimero H&E (10X).

pios orientados a la conformacién de tejidos utilizan-
do ingenieria tisular, la obtenciéon de matrices acelu-
lares de colageno para la reconstruccion de diferen-
tes tejidos se ha empleado en este estudio. Estas ma-
trices son de colageno y debido a que el coldgeno no
presenta reaccién inmunolégica, las mismas pueden
ser implantadas dado que no generan rechazo y favo-
recen el crecimiento celular. El colageno se utiliza ya
en forma de protesis en otras areas del organismo sin
generar problemas. Esta configuracion espacial del
colageno laminar permite reparar un defecto dia-
fragmatico previamente creado. En los animales del
grupo | su utilizacion demostro ser Gtil y no interfi-
rié con el crecimiento del animal. Diferentes células
tapizaron esta prétesis, del lado hepatico un mayor
numero de células hepaticas cubrieron el defecto y
del lado toracico algunas células inflamatorias loca-
les y fibroblastos (Fig. 4). Funcionalmente, como se
evidenci6é bajo radioscopia, no hubo alteraciones de
la movilidad diafragmatica en la zona de la protesis
bionatural.

En el grupo Il la cirugia genera una mayor inesta-
bilidad hemodindmica aumentando asi el riesgo de la
misma. Es evidente que el neumotdérax secundario a
la creaciéon del defecto altera la mecénica pulmonar
en estos animales, ocasionando el deceso dentro de
las primeras 48 horas. La valoracién de la macrosco-
pia pulmonar, con atelectasias, mas la aparicion de
improntas hemorragicas sobre el tejido pulmonar,
comprueban la injuria extrema al cual estos pulmo-
nes han estado sometidos. Las lesiones histolégicas
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Fig. 5: Infiltracion celular del biomaterialFibras Musculares
con a bundantes celulas que conforman el Neo-diafragma
H&E(25X)

consistentes en la ocupacién alveolar por hematies y
edema intersticial asociado a una congestién capilar
y septal, con dilatacién de vasos de mayor calibre su-
giere un aumento de la presion intrapulmonar. Estos
signos inespecificos podrian corresponder a la mane-
ra en que el pulmén responde a la injuria del aumen-
to de presién en la cavidad toracica.

Este estudio demuestra que es posible la correc-
cion de la induccion experimental de HD en ratas. La
correccién diafragmdtica con matrices acelulares ,
técnica derivada de la ingenieria tisular favorece el
"in growth” (crecimiento) de los tejidos adyacentes
reforzando el implante bionatural y acompafiando el
crecimiento del animal durante el tiempo que duro el
estudio.

Bibliografia

1. Boglione M., Cadario M., Aguilar D., y colaboradores: En un
modelo ortopico de trasplante de traquea, la irrigacion con
euro-collins proporciona mayor sobrevida al injerto. Cir In-
fantil; 10 (2): 76-80, 2000.

2. Falke G.y Atala A: Modelos quirdrgicos experimentales pa-
ra el desarrollo de traqueomalacia. Cir Infantil; 10 (2): 69-
75, 2000

3. Congenital Diaphragmatic Hernia Study Group: Estimating
disease severity of congenital diaphragmatic hernia in the
first 5 minutes of life, J. Pediatr. Surg; 36-1:141-145, 2001.

4. Lund DP, Mitchell J , Kharasch V, et al: Congenital Diaph-
ragmatic hernia the hidden mortality. J Pediatric Surg; 29:
258-264, 1994.

5. Reid I, Hutcherson R: Long -term follow of patiens with
congenital diaphragmatic hernia. J Pediatr Surg; 11: 939-
942, 1976.

6. Tjsseletijn H, Tibboel D, Hop W, et al : Long-term pulmo-
nary sequelae in children with congenital diaphragmatic
hernia. Am J Respir Crit Care Med; 155: 174-180,1997

7. Difiore JW, Wilson JM: Lung Development. Semin Pediatr
Surg; 3: 221-232, 1994.

8. Clark HC, Harding WD, HischIRB, et al: current surgical ma-
nagement of congenital diaphragmatic hernia: a report
from the congenital diaphragmatic study group, J Pediatric
Surg; 33: 1004-1009, 1998.

9. Wilson JM, Lund DP, Lillehei CW, et al: Congenital diaph-
ragmatic hernia. A tale of two cities: The Boston Experien-
ce. J Pediatr Surg; 32: 401-40, 1997

10. Van Meurs KP, Robbins ST, Reed VL, et al. Congenital diaph-
ragmatic hernia: Long —-term outcome in neonates treated
with extracorporeal membrane oxhigenation. J Pediatric;
122: 893-899, 1993.

Trabajo presentado en el IV Congreso del CIPESUR,
Noviembre de 2001, Montevideo, Uruguay

Dr. German Falke

Combate de los Pozos 1881
(1245) Buenos Aires,
Argentina



	aca 12.pdf
	aca 13.pdf
	aca 14.pdf
	aca 15.pdf
	aca 16.pdf
	aca 17.pdf

