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ANALISIS HISTOPATOLOGICO DE INJERTOS DE CARTILAGO
ENVUELTO EN SPONGOSTAN EN RATAS WISTAR: ESTUDIO
EXPERIMENTAL

. RESUMEN

La gelatina en esponja GELFOAM® o SPONGOSTAN® es un material
hemostatico poroso, inelastico e insoluble en agua conocido desde hace mas de
70 afos. Algunos cirujanos usan este biomaterial en rinoplastias para estabilizar
los injertos de cartilago sobre el dorso nasal en cirugia estética. Existen
publicaciones que apoyan su uso como una matriz condrocitaria con aparente
mantenimiento de la viabilidad cartilaginosa, sin embargo no hay evidencia
histopatoldégica que apoye esta hipotesis. Realizamos un estudio prospectivo,
experimental y comparativo entre 4 grupos de muestras de cartilago asociado a
SPONGOSTAN®, obtenidas 8 semanas posteriores a su implantacion subcutanea
en ratas Wistar para conocer y comparar seis parametros histopatologicos

determinantes de la viabilidad cartilaginosa. RESULTADOS: Se evidencidé una

respuesta fibroblastica laxa en la muestra de cartilago envuelto en
SPONGOSTAN® de 2.42 veces mayor vs cartilago aislado y de 2.17 veces mayor

Vs esponja aislada, viabilidad cartilaginosa del 100% y neo formacion cartilaginosa



10.31 veces menor a la del cartilago aislado. Conclusiones: Este biomaterial

asociado al injerto de cartilago permitié: Ausencia de migracién del injerto,
mantenimiento de la viabilidad cartilaginosa, evidencia de absorcion completa de
la gelatina en esponja y mantenimiento de la diferenciaciébn condrocitaria de

manera “controlada”.

IIl. MARCO TEORICO

Desde hace mas de un siglo se ha utilizado injertos de cartilago autologos para el
relleno de defectos en la cirugia reconstructiva. Con autoinjertos de cartilago para
aumento de dorso nasal existe una amplia experiencia favorable desde hace mas
de un siglo [1-2] con una marcada disminucion en los indices de infeccion y

extrusion, asi como la ausencia teorica de rechazo inmunolégico, mantenimiento



en la altura y contorno nasal [3-5]. Existe un facil acceso para su obtencién en
diversas regiones del cuerpo, maleabilidad, plasticidad, resistencia y confiabilidad
en su integracion tisular, a pesar de su colocacion en tejidos con minima irrigacion
sanguinea [6-7]. Se han descrito también en la literatura quirdrgica variantes en la
colocaciéon de los injertos tales como: aislado [8], envuelto en fascia [9], 0o en
incluso en la ultima década con la utilizacion de materiales sintéticos absorbibles
como medio de contencion temporal, como el caso del llamado “Turkish Deligth”
término popularizado por el Dr. Onur Erol y apoyado por su vasta experiencia en
rinoplastias en el cual utiliza cartilago picado envuelto en SURGICEL® laminar (un
material hemostatico hecho de celulosa oxidizada) para utilizarlo como unidad de
injerto; con esta técnica se logra una unidad compuesta maleable de facil
colocacioén [10]. La caracterizacion histolégica de esta técnica, evidencié que esta
lamina de material hemostatico con cartilago picado incrementa el contenido de
colageno, con poco potencial regenerativo y de-diferenciacién hacia fibrosis del
cartilago a largo plazo, por lo cual solo se recomienda en casos de necesidad de
relleno en sitios donde no sea necesario dar contorno [11]. A diferencia de la
utilizacién de fascia parietotemporal descrita por el Dr. José Guerrerosantos & cols
en 2006, en donde se evidencia viabilidad cartilaginosa y versatilidad de la técnica
aunqgue es necesario el abordaje quirdrgico de esta region. [9-19]

Se han realizado también estudios en biopsias de pacientes con aumento de
dorso nasal, con este procedimiento de “Turkish Deligth”, donde se evidencio a
corto plazo la presencia de infiltrado inflamatorio focalizado, poco potencial
regenerativo de cartilago y reaccion a cuerpo extrafio; a mayor plazo se corroboro

minima cantidad de cartilago y fibrosis extensa, por lo que se concluyo que este



medio de contencion del cartilago para aumento del dorso nasal inhibe la
proliferacion cartilaginosa, disminuye la viabilidad del cartilago y reduce su
viabilidad a largo plazo en contraste con la utilizaciéon de fascia como método de

contencion [12].

La gelatina en esponja como el GELFOAM® (Pfizer) 6 SPONGOSTAN®
(Johnson & Johnson) es una esponja porosa, inelastica, insoluble en agua y
facilmente moldeable. Este biomaterial es preparado mediante la infusion de
derivados de piel porcina purificada, granulos de gelatina y agua estéril. Sus
caracteristicas hemostaticas son similares a las del SURGICEL® (Johnson &
Johnson), con aparentes ventajas ultraestructurales de textura y flexibilidad que
permiten un mejor perfil de biocompatibilidad. Incluso ha sido utilizado y publicado
desde hace mas de una década como medio de transporte y marco tridimensional
biodegradable para el injerto de condrocitos en defectos articulares [13-14]. Su
utilizacién inicié en la década de 1940 en el campo de la neurocirugia por Gray y
cols. con la finalidad de otorgar un medio fisico de contacto en pequefias
superficies y cavidades en el lecho quirdrgico con sangrado en capa, para asi
favorecer la hemostasia y absorcion del exceso de fluido incluso varias veces su
propio peso [16-17]

En México desde hace mas de 35 afios esta esponja hemostatica se ha utilizado
en rinoplastias con la finalidad de estabilizar los injertos de cartilago sobre el dorso
nasal en cirugias estéticas y reconstructivas, con buenos resultados clinicos y sin

complicaciones aparentes [18].



En 2010 Vallarta y cols. publicaron su experiencia mediante una revision
retrospectiva de los casos de rinoplastia primaria o secundaria en donde utilizaron
este tipo de biomaterial como envoltura tipo “emparedado” para estabilizar los
injertos de cartilago septal machacado sobre el dorso nasal, en donde
evidenciaron mediante evaluaciones fotograficas el mantenimiento de la altura,
longitud y contorno del dorso nasal a largo plazo, asi como plasticidad durante las
primeras semanas del postoperatorio [10], sin embargo no reporta ninguna
caracterizacion histopatoldgica que valide la viabilidad del homoinjerto de cartilago
machacado envuelto en gelatina en esponja o determine sus caracteristicas

histoldgicas. (21)

Los modelos en animales tienen desde hace mas de un siglo validez en el
desarrollo experimental de nuevas técnicas o intervenciones terapéuticas, la linea
Wistar o rata de laboratorio albina tiene caracteristicas tisulares, vasculares e
inmunoldgicas Optimas para evidenciar y llegar a conclusiones equiparables con la

fisiologia humana, que ya ha sido validado en varias publicaciones.[15-16]



lIl. DEFINICION DEL PROBLEMA

La utilizacion de cartilago como injerto para relleno o soporte en la cirugia
reconstructiva de trastornos congeénitos, traumaticos, ablativos y/o estéticos
requieren de un medio estable y favorable para su aplicacion, mantenimiento y
diferenciacion condrocitaria en defectos bi y tridimensionales. Esta demostrado
que la utilizacion de condrocitos cultivados en la matriz tridimensional
SPONGOSTAN® permite la diferenciacion condrocitaria y disminuye la
dediferenciacion, lo que asegura el mantenimiento de las caracteristicas del injerto
de acuerdo a su objetivo funcional y/o estético. [13-14]. Sin embargo el hecho de
aislar o cultivar los condrocitos previo a la cirugia se torna impractico y costoso.
No existen estudios experimentales que evallen la viabilidad del homoinjerto de

cartilago machacado envuelto en SPONGOSTAN®.

V. PREGUNTA DE INVESTIGACION

¢, Tendra la misma tasa de supervivencia condrocitaria y grado de fibrosis el injerto
aislado de cartilago auricular machacado que el mismo combinado con matriz
tridimensional SPONGOSTAN® a 8 semanas en ratas Wistar?



V. HIPOTESIS

El SPONGOSTAN® disminuye el indice de reabsorcion y mejora la supervivencia
de los condrocitos de los injertos de cartilago auricular machacado comparado con

su aplicacion aislada.

VI. OBJETIVO GENERAL

e Primario:
Evaluar y comparar las caracteristicas histopatolégicas del injerto de cartilago
auricular machacado envuelto en SPONGOSTAN® colocado en plano subcutaneo
en ratas Wistar posterior a 8 semanas. Mediante seis parametros histolégicos
determinantes de la viabilidad cartilaginosa
Se evaluara mediante histopatologia:
1. Densidad condrocitaria
2. Reaccién a cuerpo extrafo
3. Grado de fibrosis
4. Inflamacion cronica
5. Vascularizacion

6. Tasa de reabsorcion cartilaginosa.



Secundarios:

1.

Describir las caracteristicas histopatolégicas del injerto de
cartilago auricular machacado aislado de ratas Wistar en
fresco.

Describir las caracteristicas histopatologicas del injerto de
cartilago auricular machacado aislado colocado en plano
subcutaneo en ratas Wistar posterior a 8 semanas.

Describir las caracteristicas histopatoldgicas del
SPONGOSTAN® aislado colocado en plano subcutaneo en
ratas Wistar posterior a 8 semanas.

Comparar la densidad condrocitaria, reaccion a cuerpo

extrafio, grado de fibrosis, inflamacion crénica, vascularizacion
y tasa de reabsorcion entre el grupo de cartilago
SPONGOSTAN® vy el grupo de cartilago aislado en ratas

Wistar posterior a 8 semanas.

VIl MATERIAL Y METODO
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A. TIPO DE ESTUDIO

Estudio prospectivo, experimental y comparativo.

B. DEFINICION DEL UNIVERSO

1. Cronoldgico
2. Geogréfico:
a. Unidad de Cirugia Experimental del Hospital Central Sur de Alta
Especialidad de PEMEX.
b. Servicio de Patologia del Hospital Central Norte PEMEX.

3. De trabajo: Ratas Wistar que cumplan los criterios de inclusion.

C. CRITERIOS DE SELECCION

l. CRITERIOS DE INCLUSION:

11



Ratas macho Wistar en entre 300 a 400 gr. Sanas y de entre 3 y 6 meses
de edad.

. CRITERIOS DE EXCLUSION:

Ratas Wistar de < 300 gr o > 400 gr.
Ratas con valoracion médica veterinaria de enfermedad.
Ratas con intervenciones quirdrgicas previas.

[l. CRITERIOS DE ELIMINACION:

1. Enfermedad inflamatoria o infecciosa sistémica evidente durante el
periodo de observacion.

2. Infeccion local de los sitios del injerto.

3. Extrusién del material injertado.

4. Muerte.

D. ASPECTOS ETICOS

Se trabajara en ratas Wistar de acuerdo a la Norma Oficial Mexicana NOM -062-
Z0OO0 1999- la cual da las especificaciones técnicas para la produccion, cuidado y

uso de los animales de laboratorio.
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De acuerdo a esta ley y bajo la supervision de un comité interno para el cuidado y
uso de animales de laboratorio, se obtendran animales suministrados por
instituciones con fines de investigacion con certificado de salud y calidad, se
usaran ratas tipo Wistar, al llegar a el bioterio seran cuidadas y manejadas por el
personal del mismo que son veterinarios y técnicos laboratoristas. Estaran en
jaulas disefiadas para facilitar el bienestar del animal, satisfacer las necesidades
de investigacion y reducir o eliminar las variables experimentales, con
instalaciones interiores bajo techo, localizacidén y ubicacion adecuada, en un area
especifica para estos animales, se dejaran en cuarentena y acondicionamiento
adecuado. Al realizar el procedimiento quirdrgico serd en un area quirdrgica
adecuada y se dara analgesia y anestesia, tanto trans como postoperatoriamente,
ademas de un antibidtico profilactico y al cabo de 8 semanas se sacrificaran estos
animales de acuerdo a la norma oficial mediante administracion intravenosa de
anestésicos barbituricos llevandose a una sobredosis y la muerte, posteriormente
se tomaran las biopsias correspondientes.

En ningln momento se realizara otro procedimiento diferente al puesto en este
protocolo, ni se modificara durante su desarrollo.

Al término del protocolo todo animal sacrificado sera tratado como tejido
infectocontagioso y el que estara a cargo de estos y su desecho sera el bioterio de

acuerdo a las normas establecidas.
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E. REALIZACION DEL ESTUDIO

Se realiz6 un estudio prospectivo, experimental y comparativo entre los 4 grupos
de muestras obtenidas a las 8 semanas posteriores a su implantacion en plano
subcutaneo en el lomo de ratas sanas Wistar de acuerdo a los cédigos de ética
existentes y la NOM para el uso de animales y tejidos biolégicos en investigacion.
Se determino este tiempo de recoleccion de muestras, dado que es el tiempo de
absorcion de la gelatina en esponja y el 6ptimo para determinar la viabilidad
cartilaginosa en estudios experimentales in vivo [5,8]

El objetivo de este estudio fue conocer y comparar seis parametros histolégicos
determinantes de la viabilidad cartilaginosa: 1. Densidad condrocitaria, 2.
Reaccion a cuerpo extrafio, 3. Grado de fibrosis, 4. Inflamacion cronica, 5.
Vascularizacién y 6. Tasa de reabsorcion cartilaginosa.

Se trabajé en el quiréfano para especies menores del bioterio del Hospital
Central Sur de Alta Especialidad de PEMEX con una seleccion de 9 ratas sanas
macho Wistar de 350 + 50 gr de peso bajo apoyo y manejo anestésico general por
el veterinario encargado. Previa asepsia y antisepsia, se realizdé toma de injerto de
cartilago auricular izquierdo [Figura 1] y diseccion de tres bolsillos subcutaneos

en la linea media del lomo de la rata de 0.5 x 0.5 cm con incisiones intermedias

14



[Figura 2] para la colocacion de cartilago con leve machacado envuelto en
SPONGOSTAN® (bolsillo 1), lamina de SPONGOSTAN® aislada (bolsillo 2) y

cartilago auricular machacado aislado (bolsillo 3). Figura 3y 4

e

Figura 1. Se muestra la técnica quirargica de toma del cartilago auricular izquierdo mediante hidrodiseccion y liberacién de
la dermis mediante diseccion fina.

Figura 2. Marcaje preoperatorio para la diseccion simétrica de los bolsillos subcutaneos receptores de los injertos con
incisiones intermedias.

15



Figura 3. Se observa la preparacion del cartilago auricular machacado entre dos laminas de SPONGOSTAN®.

(2) @)

Figura 4. Piezas de cartilago auricular machacado envuelto en SPONGOSTAN® (1), lamina aislada de SPONGOSTAN®
(2) y cartilago auricular machacado aislado (3), previo a su colocacién subcutanea en los bolsillos correspondientes.

Se realizo el cierre de las heridas con sutura plastica no absorbible (polipropileno
4-0) con toma de fascia dorso-lumbar para asegurar el aislamiento de los bolsillos.
Se aplicé ademas una dosis de antibiético (penicilina benzatinica 1, 200,000 U) y
analgésico (metamizol sodico) las primeras 48 hrs. Dimos seguimiento en la
evolucion de los modelos experimentales con observaciones bisemanales de las
heridas, para descartar datos de dehiscencia, infeccion, absceso, extrusion del
material injertado, enfermedad o muerte, ademas de vigilancia en su estado

general y peso semanal.
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Posterior a las 8 semanas se sacrificaron de manera aleatoria a 9 modelos
animales mediante sobredosis de anestésico de acuerdo a la Norma Oficial
Mexicana para el uso de animales y tejidos biolégicos en investigacion. En esta
intervencion postmortem se realizé una incision en el flanco izquierdo de cada rata
para elevar el colgajo en plano supra aponeurético y realizar anotaciones y
fotografias de las caracteristicas macroscopicas y posicion del material injertado

en cada bolsillo. Figura 5.

Figura 5. Se muestra la posicién del material injertado en los bolsillos 1, 2 y 3 posterior a 8 semanas en el modelo
experimental Wistar postmortem.

Se realizé la toma de biopsias del material injertado, asi como de cartilago
auricular fresco como control. Posterior a la obtencién de las muestras se fijaron
inmediatamente en formol 24 hrs para procesarse e incluirse en bloques de
parafina, de los cuales se realizaron cortes histolégicos a 4 um de grosor para
proceso de tincién con hematoxilina y eosina (H-E), Masson (M) y acido peryédico
de Schiff (PAS). La revision histolégica consistio en la evaluaciéon cuantitativa en 5

campos representativos en las 3 zonas propuestas (periférica, media y central) de

17



6 variables: 1. Fibroblastos, 2. Capilares, 3. Grado de fibrosis, 4. Células gigantes
multinucleadas, 5. Viabilidad cartilaginosa y 6. Neoformacién de cartilago, en las 3

muestras y el cartilago fresco control.

VIll. RESULTADOS

Durante el registro fotografico del colgajo del modelo experimental fue evidente la
movilizacion del cartilago fresco injertado, comparado con la gelatina en esponja

aislada y el cartilago envuelto en SPONGOSTAN®. Figura 6.

Figura 6. Fotografia in vivo de colgajo del dorso de rata Wistar en donde se evidencian los 3 injertos colocados de manera
subcutanea 8 semanas antes, es evidente la vascularidad alrededor de cada muestra, asi como la permanencia de la posicién
original de los injertos con la gelatina en esponja y el cartilago envuelto en SPONGOSTAN® a la extrema izquierda comparado

con el desplazamiento del cartilago aislado a la derecha de la imagen.
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Resultados de 9 ratas biopsias de Cartilago envuelto en Spongostan con 6 parametros

Fibroblastos |Celulas Gij Capilares  |Viabilidad Cartilaginosa|Tejido Conectivo
280 4 19 100% o
207 5 27 100% 4
265 8 29 100% 1
250 8 35 100% 3
278 3 13 100% 3
285 7 26 100% 2
197| 8 31 100% 2
256 8 28 100% 2
295 8 31 100% 3
Promedio 257 7.6 252 100% 24

Resultados de 9 ratas biopsias de Cartilago aislado con 6 parametros

Fibroblzstos |Celulas Gigantes Capileres  |Viabilidad Cartilaginosa |Tejido Conectivo
95 0 7] 100% 2
50 0 6 1 2
74 a 5 100%)| =k
87 o 6 100% 2
83 0 7 100%)| 2
77 0] 6 100% 1]
88 0 7 100%) 1
85 o 6 100% 1]
55 0 9 100% 2
Promedio 86 L] 6.5, 100% 1.6

Resultados de 9 ratas biopsias de Spongastan con 6 parametros

Fibroblsstos  |Celulas Gigantes |Capilares  |Viabilidad Cartilaginosa  |Tejido Conectivo
150 12| 5 0% bl
136 9 4 N 2
139 10| 4 0% 2
130 9 = 0% 3
144 1 4 % 2
127 8 3 0% i
130 10 4 0% &
130 9] = n% k)
11 12 4 0% 4]
Promedio 133 10 4 0% 24

Resultados de 9 ratas biopsias de Cartilago fresco con 6 parametros

Fibroblastos|Celulas Gigantes |Capilares  |Viabilidad Cartilaginosa |[T=jido Conectivo
21 0| a 100% i
34 0 2 100% 2
27 0 1 100% 2
35 0 2 100% 1
29 0 2 100% 0
33| 0 a 100% 0
26 0 1 100% 1
31 0 1 100% 2
40 2 100% 2
Promedio 30.6 a T 100% 1.2
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En la caracterizacion histopatoldgica de las 6 variables propuestas en las 3 zonas
mas importantes del corte microscépico se evidencio en la periferia una respuesta
fibroblastica laxa en la muestra de cartilago envuelto en SPONGOSTAN® de 2.42
veces mayor de la evidenciada en la muestra de cartilago aislado y del 2.17 veces
de la gelatina en esponja aislada, con una viabilidad cartilaginosa del 100%, y
neoformacion cartilaginosa (10.31 veces menor a la evidenciada en la muestra del

injerto del cartilago aislado) en la zona central. Figuras 7 y 8.

= (b)

Figura 7. Microfotografias panoramicas que demuestran los 3 zonas estudiadas (periferia, zona media
y central) de las biopsias a las 8 semanas donde se evidencia la fibrosis laxa alrededor del material
injertado, viabilidad cartilaginosa del 100%, neovascularizacién y potencial de neoformacion
cartilaginosa (n6dulos basofilicos) intensa en la muestra de cartilago aislado (a) y de manera limitada
(10.31 veces menor) en el caso del cartilago envuelto en SPONGOSTAN® (b).
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Resultados Generales parametros histologicos

Fibroblastos |Celulas Gigantes |Capilares |Viabilidad Cartilaginosa|Tejido Conectivo
Cartilago envuelto en Spongostan 257 7.6 25.2 100%
Spongostan aislado 133 10 4 0%
Cartilago aislado 86 0 6.6 100%
Cartilago fresco 30.6 0 1.2 100%
Fibroblastos Células gigantes multinucleadas
300 1
b1 10
250 10
Th
00 + 8+
130 S L]
26 " :
100 ——Fibroblastos | 4 =4=Celulas gigantes
multinucleadas
50 K
06 0 o
0 U
Cartilago SPONGOSTAN  Cartilagoaislade  Cartilago fresco Cartilago SPONGOATAN  Camilagoaislado Cartilago fresco
envueltoen aislado envucltoen aislado
SPONGOSTAN SPONGOSTAN
Capilares Viabilidad cartilaginosa
30 4 120%
5.2 100% 100% 100%
25 100%
20 4 B0%
15 4 0%
10 4 6.6 == Capilares s =s=Viabilidad cartilaginosa
5 4 0%
0
o 1.2 0%
Cartilags  SPONGOSTAN  Cortilago Cartilago Cortilags  SPONGOSTAN  Cartilaga Cartilaga
envuelioen aislado aislade fresco envuelioen aislado aislado fresce
SPONGOSTAN SPONGOSTAN
Tejido Conectivo Neoformacion de cartilago
3 4
3
15 | 24 . 3
3
H 2
16 N
15
12 2
1 == Tejido Conectivo i == HNeolormacion de cartilago
0.5
1 5, °
0 Q
Cartilago SPONGODSTAN Cartilagoaislado Cartilagofresco Cartilago  SPONGOSTAN  Cartilago Cartilago
envuelto en Jidade enyuelto en aislado aislade fresco
SPONGOSTAN SPONGOSTAN
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Figura 8. Graficas que demuestran los resultados promedio en los 5 campos de las 6 variables
estudiadas histopatolégicamente, que demuestra la gran reaccion fibroblastica y capilar periférica
asociada al cartilago envuelto en SPONGOSTAN®), la viabilidad cartilaginosa del 100% y el potencial de
neoformacion cartilaginosa a las 8 semanas de su colocacion en plano subcutaneo de ratas Wistar.

IX. DISCUSION Y CONCLUSIONES

La caracterizacion histopatoldgica nos permitié destacar varias ventajas: 1.
Se logra la contencion segura del injerto gracias al efecto velcro de la gelatina en
esponja en la fase inicial y a la capa laxa de fibrosis en la zona periférica del
injerto de cartilago en la fase tardia. 2. Se mantiene la viabilidad cartilaginosa sin
evidencia de necrosis o de-diferenciacion fibrosa, en contraste con lo registrado
con el SURGICEL® en el caso del “Turkish deligth” de Erol por Yilmaz y cols. [5],
3. Es evidente reaccion leve-moderada a cuerpo extraiio sin afectacion

cartilaginosa, 5. No existe rastro del biomaterial injertado (SPONGOSTAN®) a las
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8 semanas, lo cual es evidencia de su reabsorcidon completa en menos de 8
semanas, que corresponde a lo reportado por el fabricante, y 5. Se mantiene el
potencial de diferenciacién condrocitaria de manera “controlada” al ser 10.21
veces menor que la observada en el injerto de cartilago aislado, lo cual es
beneficioso en el caso de la colocacion de injertos cartilaginosos en el dorso

nasal..
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