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Resumen

Introduccién: Cada afo se reportan alrededor de 5,000 a 10,000 pacientes con enfermedad con-
génita o adquirida del es6fago que requieren tratamiento quirurgico, a diferencia del resto del tracto
gastrointestinal no es posible la utilizacién de tejido autélogo para su reconstruccién debido a su li-
mitada longitud asi como su delicada vascularidad, por lo que se emplean complejos procedimientos
como la interposicién de colon, Un campo que ha venido creciendo y que podria aportar una solucién
a estos problemas es la ingenieria de tejidos. El propdsito del presente trabajo consiste en la construc-
cién de una prétesis de eséfago a partir de células autélogas implantadas sobre una matriz de coldgena
y probar su utilidad en un modelo animal.

Material y Método: Se tomé una biopsia de tejido esofdgico sano a nivel de cuello de conejos sa-
nos, la cudl se procesé para disgregar sus componentes celulares en epitelio y musculo, se verificé la
viabilidad celular por el método de MTT y su presencia por microscopia electrénica de barrido. La
prétesis fue implantada en una segunda cirugia creando un defecto en” parche” en el eséfago nativo,
realizindose posteriormente estudios de endoscopia, esofagograma y necropsia en los animales.

Resultados: Posterior a la toma de biopsia las células epiteliales y musculares fueron aisladas y
sembradas y multiplicadas en cajas de petri cosechadas y sembradas en una concentracién de 1x!07
cel/cm2 en las protesis de submucosa intestinal. Posteriormente las prétesis fueron implantadas en
cuatro conejos sanos N=5, todos los conejos fueron sometidos posteriormente a estudios de esofago-
grama y endoscopia, observindose adecuada integracién del ahora llamado neoeséfago, con adecua-
do paso del medio de contraste no se observaron fugas ni estendsis, todos los animales permanecieron
vivos, alimentdndose por via oral sin complicaciones hasta el momento de ser sacrificados excepto uno
el cual murid por causas ajenas al estudio. En los estudios histopatoldgicos, se observa una arquitec-
tura casi normal del neoeséfago con presencia de capa mucosa y muscular adecuada.
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Conclusion: En el presente estudio pudimos establecer las condiciones, generales para el aisla-
miento caracterizacién y multiplicacién de células epiteliales y musculares de tejido esofdgico sano,
asimismo se cred una prétesis esofdgica, la cudl pudo implantarse en animales a los cuales se creé un
defecto del 50% de la luz del mismo con una adecuada integracién del ahora llamado neoeséfago.
Todos los animales permanecieron vivos alimentdndose por via oral sin complicaciones, lo cudl sienta
las bases para elaborar una proétesis total de eséfago la cudl en un futuro pueda ser utilizada en el tra-
tamiento de nifos con lesiones esofdgicas congénitas o adquiridas.

Palabras Clave: Enfermedad congénita o adquirida del eséfago; Ingenieria de tejidos; Neoes6fago.

Creating successful Neoeséfago by
Tissue Engineering in an Animal Model
Abstract

Introduction: Every year about 5,000 are reported al0, 000 patients with congenital or acquired
esophageal requiring surgical treatment, unlike the rest of the gastrointestinal tract is not possible to
use autologous tissue for reconstruction because of its limited size and its delicate vascularity, which
are used by complex procedures such as colon interposition, a field that has been growing and could
provide a solution to these problems is tissue engineering. The purpose of this work involves the con-
struction of a esophageal prosthesis from autologous cells implanted on a collagen matrix and test its
usefulness in an animal model.

Material and Methods: We took a biopsy of healthy esophageal tissue at the neck of healthy rab-
bits, which were processed to desegregate its cellular components in epithelial and muscle cell viabil-
ity was verified by MTT method and their presence by electron microscopy scanning. The prosthesis
was implanted in a second surgery to create a defect in “patch” in the native esophagus, further studies
of endoscopy, esophagogram and necropsy in animals.

Results: After the biopsy epithelial and muscle cells were isolated and multiplied sown and har-
vested in Petri dishes and seeded at a concentration of 1x! 07 cel/cm2 in intestinal submucosa pros-
theses. Subsequently, the prostheses were implanted in four healthy rabbits N = 5, all rabbits subse-
quently underwent esophagogram and endoscopy studies, observing proper integration of the now
called neoeséfago, with adequate passage of contrast medium showed no leakage or stenosis, all ani-
mals remained alive, feeding by mouth without complications so far from being slaughtered except
one who died for reasons unconnected with the study. In histopathological studies, there is an almost
normal architecture neoeséfago presence of mucosa and muscle layer proper.

Conclusion: In this study we establish the conditions, general characterization for the isolation
and multiplication of epithelial cells and muscle tissue healthy esophageal also created an esophageal
prosthesis, which could be implanted in animals to which a defect was created 50 % of the light of it
with proper integration of the now called neoeséfago. All animals remained alive feeding by mouth
without complications, which lays the basis for developing an esophageal prosthesis in the future
which can be used in the treatment of children with congenital or acquired esophageal lesions.

Index words: Congenital or acquired disease of the esophagus; Tissue engineering; Neoeséfago.

Introduccién

Las enfermedades congénitas o adquiridas
del eséfago que requieren tratamiento quirdr-
gico generalmente estdn asociadas a una alta
morbilidad y a una amplia variedad de compli-
caciones posquirurgicas.'

A diferencia del resto del tracto gastrointes-
tinal en el caso del eséfago no es posible la uti-
lizacién de tejido autblogo para su reconstruc-
cién debido a su limitada longitud asi como su
delicada vascularidad.?
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En enfermedades congénitas severas como
las atresias esofdgicas especialmente la deno-
minada tipo A en donde la distancia entre los
cabos esofdgicos es muy amplia se emplean
complejos procedimientos como el ascenso
géstrico® interposicién de intestino delgado?
o grueso,’ haloinjertos con pediculo vascular
etc. sin embargo las complicaciones de dichos
procedimientos se encuentran en el orden del

30 al 40%.®
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Asimismo se han utilizado multiples pro-
cedimientos paliativos en el caso de lesiones
malignas cuando no es posible la sustitucién
de este 6rgano.’

Cada afo se reportan alrededor de 5,000 a
10,000 pacientes con enfermedad congénita o
adquirida del es6fago, estos casos incluyen ano-
malias congénitas como atresia esofégica con
fistula traqueo-esofdgica con una incidencia de
entre 1 a 4500 en los Estados Unidos,'* asimis-
mo los nifios con lesiones traumdticas como las
quemaduras por ingestién de sustancias cdus-
ticas tienen como consecuencia una alta mor-
bilidad, debido a la estendsis que producen,
requiriendo en muchas ocasiones la sustitucién
esofdgica total."

Lo anterior hace patente cada vez mis la ne-
cesidad de crear nuevas técnicas y procedi-
mientos para el tratamiento de estos pacientes
de tal manera que podamos mejorar sustancial-
mente ¢ incluso idealmente restaurar completa-
mente la calidad de vida.

Al respecto miles de vidas se han salvado
gracias a los avances en trasplantes de érganos,
sin embargo en nuestro medio esto se ve muy
limitado debido al reducido nimero de dona-
dores compatibles disponible, por ejemplo en
los Estados Unidos menos de 3000 donadores
de higado estdn disponibles para una demanda
aproximada de 30,000 pacientes.'?

Un campo que ha venido creciendo y que
podria aportar una solucidn a estos problemas
es la ingenieria de tejidos, la cudl aplica los
principios de ingenieria, y de las ciencias
bioldgicas para crear sustitutos vivos que restau-
ren, mantengan o mejoren la funcién de tejidos
y 6rganos y que ademds tengan la capacidad de
auto-propagacion, y de auto-reparacién.'

Existen tres estrategias generales para la crea-
cién de tejido nuevo:

1. Creacién de células sustitutas: esta técnica
evita las complicaciones de una cirugia y permi-
te reemplazar solamente aquellas células que no
tienen funcidn, se limita por el rechazo inmu-
nolégico y por el potencial fallo de las células
implantadas de mantener su funcién.

2. Sustancias inductoras de tejido: consiste en
la fabricacién a gran escala de moléculas senal
como factores de crecimiento y el desarrollo de
métodos para llevar dichas moléculas hasta los
tejidos blanco.

3. Cultivo de células y su colocacion en
matrices: en sistemas cerrados las células estdn
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encerradas en membranas que permiten la sa-
lida de sus productos y evitan el ataque del sis-
tema inmunoldgico, en sistemas abiertos estin
adheridas a matrices naturales como coldgena
o sintéticas como los polimeros, e implantadas
en el cuerpo, asimismo estas células pueden ser
autblogas.'

En los ultimos afos la utilizacién de ma-
teriales a base de matriz extracelular (MEC)
como templetes para la reparacién de érganos
a tenido gran auge, estos materiales se origi-
nan a partir de submucosa de intestino delgado
(SIS) o submucosa de vejiga urinaria (UBS)"
por sus siglas en inglés y se han utilizado exi-
tosamente como injertos para la reparacién de
defectos aplicados en dermatologia, en cirugia
cardiovascular , ortopedia, dura madre, vejiga
urinaria.”!”

El propésito del presente trabajo consiste
en la construccién de una prétesis de eséfago
a partir de células autdlogas implantadas sobre
una matriz de coldgena y probar su utilidad en
un modelo animal.

Justificacién

La alta morbilidad de las enfermedades con-
génitas o adquiridas del es6fago en ninos hace
creciente la necesidad de crear modalidades de
tratamientos alternos a las tradicionales técnicas
empleadas en la actualidad. Las técnicas de in-
genieria de tejidos aplicadas a eséfago mediante
el uso de biomateriales basados en matriz extra-
celular como templete para la regeneracion de
musculo y epitelio esofdgico es una alternativa
que podria mejorar el tratamiento y la calidad
de vida de estos nifios.

Planteamiento del problema

;Es factible la utilizacién de injertos de bio-
materiales basados en matriz extracelular como
la submucosa de intestino delgado como tem-
plete para el cultivo de células epiteliales y mus-
culares para la reconstruccién de eséfago?

Hipaotesis

Es posible reconstruir eséfago a partir de la
obtencién de una biopsia esofdgica, multiplicar
las células epiteliales y musculares en el labo-
ratorio, sembrarlas en una matriz de coldgena

para finalmente implantarla en el sitio del de-
fecto a reparar.
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Objetivo

Multiplicar células epiteliales y musculares
sembrarlas en una matriz de coldgena para uti-
lizarse como injerto autdlogo para la reparacién
de un defecto esofdgico.

Objetivos especificos

1. Establecer las condiciones en nuestro la-
boratorio para la seleccién y expansién de célu-
las de epitelio esofdgico.

2. Establecer las condiciones en nuestro la-
boratorio para la seleccién y expansién de célu-
las de musculo esofédgico.

3. Fabricacién in vitro de una proétesis de
esofago a partir de células autélogas sembradas
en una matriz de coldgena

4. Probar la viabilidad de una prétesis de
eséfago en un modelo animal.

5. Corroborar los resultados mediante estu-
dio histopatoldgico, inmunohistoquimica y mi-
croscopia electrénica de barrido.

L) ~
Diseno

Estudio experimental de tipo ensayo de la-
boratorio en animales.

Animales utilizados en este estudio: conejos

raza New Zeland de cualquier género adultos
sanos con peso entre 4 y 6 kg.

Tamano de muestra: Cinco conejos, cada
animal serd examinado por un veterinario para
garantizar buen estado de salud.

Se les implantardn un Templete de Coldge-
na( MEC-SIS) sembradas con células (grupo
experimental).

Figura 1. Epitelio esofdgico caracterizado con
anti-citoqueratinas AE1/AE3

Grupo control: Templetes sin células.

Material y Métodos
Fabricacion de esdfago

I.- Obtencién de matriz de coldgena acelular
de intestino delgado.

La obtencién de la matriz acelular de colé-
gena de intestino delgado se realizard como estd
descrito,?! brevemente secciones de intestino
delgado serdn delaminados mecdnicamente de
las capas superficiales de tinica mucosa y de la
muscularis externa, la tinica submucosa rema-
nente consistird casi exclusivamente de matriz
extracelular con algunas células.

Posteriormente se trata con dcido peracético
al 0.1% lavado con aguda desionizada y solu-
cién salina para retirar las dltimas células con
un pH neutro, para lograr un biomaterial esté-
ril el tejido serd secado y liofilizado por 24 hrs
y esterilizado con 6xido de etileno. Previo a su
uso el tejido serd re-esterilizado con luz UV por

24 hrs.
Cosecha celular:

Se tomard una biopsia de tejido esofdgico
a nivel de cuello de conejos sanos la cudl serd
transportada al laboratorio en solucién de
Hanks. Se realizard micro diseccién utilizando
lupas de 2.5 X para remover cuidadosamente la
capa seromuscular del tejido del eséfago.

Las células musculares serdn inducidas para
multiplicacién utilizando la técnica de explan-
te,”> brevemente consiste en fraccionar en pe-
quenas porciones de tejido seromuscular y man-
tenidas en cajas de cultivo de 10cc con medio
Dubelco’s Eagle modificado suplementadas con
10% de suero fetal bovino (DMEM/FBS).
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Figura 2. Musculo esofdgico liso caracterizado
con anti (alfa) actina

Las células epiteliales serdn disociadas utili-
zando digestién enzimdtica, mediante colagena-
za y dispasa, estas serdn agregadas a las cajas de
Petri de 25cc. con medio de keratinocitos libre
de suero ( medio K) y se utilizardn para aislar las
células epiteliales en solucidn.

III.- Siembra de células sobre la matriz de
coldgena

Las células serdn cultivadas en cajas de Petri
de 25cc. Una vez que alcancen 70% de con-
fluencia, realizdndose pasaje a dos cajas de Petri,
hasta completar tres pasajes.

El pasaje de las células se realizard al incubar-
las con una solucién EDTA-tripsina por 1min.,
para despegar las células del plato de cultivo, y
esta sera inactivada con suero.

Las células serdn centrifugadas y el paquete
celular se llevard a una concentracién de 1X107
cel/cc con medio fresco.

PGA sin células PGA con células

Tabla 1. Viabilidad celular

Los templetes serdn sembrados secuencial-
mente con células epiteliales dentro de limen
y las células musculares en la superficie externa
resuspendidas en una solucién con medio.

Los tejidos sembrados serdn incubados por
siete dias. Los tejidos no sembrados se utiliza-
rin como controles incubados por 24hrs. en
medio DMEM/FBS previo a la implantacién.

Descripcién general de procedimientos
quirirgicos

Para este estudio se utilizardn diez conejos
divididos en dos grupos uno experimental y
otro control.

A cada animal en la primer cirugia se le to-
mard una biopsia esofdgica a nivel de cuello de
aproximadamente 0.5 cm de longitud la cudl se
procesard en el laboratorio }l)ara aislar, cultivar y
expandir las células epiteliales y musculares. En
esta misma cirugia se les colocard una sonda de
yeyunostomia a fin de proporcionarles alimento
por esta via evitando la ingesta oral por cinco
dias para favorecer la cicatrizacién en el defecto
creado.

Una vez expandidas las células y conformada
la prétesis esofdgica, se procederd a una segunda
cirugia en donde se creard un defecto de aproxi-
madamente 2 cm de longitud de circunferencia
total la cudl se reparari mediante el implante
de la prétesis esofdgica, los animales se man-
tendrdn igualmente alimentados por sonda de
yeyunostomia por siete dias.

Los animales se mantendrdn vivos por perio-
dos de 15 dias a seis meses, estos tiempos fue-
ron escogidos basados en experimentos simila-
res utilizando submucosa de intestino delgado

como templete de coldgena o templete de 4cido
poliglicdlico (PGA)."8*
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Figura 3. Microscopia electrénica

PGA sembrada con células

o

tt’ ndy

sembrada con células

Procedimientos quirirgicos:

Primera cirugia: Cada conejo serd anestesia-
do por induccién con Tiopental sédico IV. Se
realizard asepsia y antisepsia de la regién cervi-
cal ventral y abdominal con isodine espuma y
tintura de yodo-alcohol se colocardn de cam-
pos estériles,y se procederd a realizar una inci-
sién media, posteriormente mediante diseccién
roma por planos se identificard el eséfago, al
cudl se realizard una incisién de un centimetros
de longitud para toma de biopsia, el defecto se
cerrard con sutura absorbible de vicryl 3 ceros
(Ethicon Ltd. UK.), se afrontard el tejido ce-
lular subcutdneo con vicryl 3 ceros y piel con
vicryl 4 ceros.

Posteriormente se procederd a realizar inci-
si6én media abdominal de aproximadamente dos
centimetro de longitud se realizard diseccién
por planos hasta cavidad abdominal hasta loca-
lizar asa de intestino delgado (yeyuno) el cudl se
incidird para colocar sonda de yeyunostomia la

Mucosa

Submucosa =

Misculo
estriado

cudl se fijard mediante jareta de vicryl 3 ceros,
fijindose asimismo el intestino a pared abdomi-
nal anterior con vicryl 3 ceros, exteriorizdndose
la sonda por contra abertura en piel a la cudl se
fijard con seda 4 ceros.

Segunda cirugia: Se realizardn los mismos
procedimientos de anestesia y de asepsia, poste-
riormente se realizard incision media en cuello
de aproximadamente 4 cm, diseccién por pla-
nos hasta localizar el eséfago, al cudl se resecard
un segmento de dos centimetro de longitud y
50% de circunferencia en donde se colocard la
protesis esofdgica en “parche” suturdndola a los
bordes del eséfago con monocryl 5 ceros con
puntos simples totales.

Asimismo se colocardn clips de metal (pre-
miun surgiclip M 11.5 Unites States Surgical
Corp., Norwalk Conn) en los bordes quirdrgi-
cos del eséfago nativo como marcadores, una
vez fijada la prétesis se procederd a cierre de la
herida por planos de igual manera que en la pri-
mera cirugfa.

Submucosa

Figuras 4y 5. Cortes Histolégicos de neoeséfago

Cortes histolégicos de protesis de neoeséfago en “parche” tenidos con Hematoxilina
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Figuras 6y 7.
Crotes de neoeséfago
Cortes Histoldgicos de neoeséfago en “parche” tenidos con hematoxilina y esosina

Reacciéon
inflamatoria

inflamatoria

Cuidados post-quirirgicos

Cada animal recibird una dosis intra opera-
toria de antibidtico ( cefazolina 500 mg IV.) y
en el postoperatorio ( cefalexina 500 mg por
sonda cada 12 hrs por siete dias).

Se mantendrdn con alimentacién por
sonda de yeyunostomia por siete dias y pos-
teriormente se reiniciard la alimentacién
oral en forma gradual, los animales esta-
rén bajo el cuidado de médicos veterinarios
quienes vigilardn su evolucién.

Evaluacion postoperatoria

1.- Se realizard serie esofagogastrodueode-
nal y endoscopia esofdgica a los 15 dias pos-
tquiragicos.

2.- Los animales serdn sacrificados mediante
la inyeccién de una sobredosis de pentobarbital
sédico y cloruro de potasio al mes de la operacién
y alos 2, 4, 6 meses postquirurgicos para eva-
luacién histopatoldgica.

3.- Estudio Histopatoldgico:

Al momento de la autopsia el eséfago regene-
rado incluyendo el eséfago nativo normal serd
resecado y abierto mediante una incisién longi-
tudinal y se realizardn las siguientes mediciones:

Los especimenes recolectados serdn fijados en
formol al 10% y se realizard un estudio histopa-

Figura 10. Endoscopia
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tolégico con microscopio de luz mediante tin-
cién tricromo de Masson.'® Asi como tinciones
con HyE compardndose con tejidos sanos.

4.- Inmunohistoquimica:

La presencia de células de musculo liso serd
corroborada por inmunofluorescncia median-
te el empleo de un anticuerpo monoclonal de
ratén anti humano contra alfa actina de mus-
culo liso y contra citoqueratinas ( Dako A/S,
Glsotrup, Denmark).(Ver anexo descripcién de
técnicas).

Resultados

I.- El protocolo consta de tres fases, la prime-
ra fase in Vitro consiste en la toma de biopsias
de musculo y mucosa esofdgica, la caracteriza-
cién de ambos tejidos por métodos inmunolé-
gicos microscopia electrénica de barrido y la
construccién de una prétesis esofdgica, viable,
la segunda fase consiste en la implantacién
de dicha prétesis en el modelo animal de expe-
rimentacién, y la tercera fase estudios supervi-
vencia.

Caracterizacion celular

Seleccién y expansion de células de epitelio
y musculo liso

Consistié en la toma de biopsia de musculo
y mucosa esofdgica en un modelo animal (cone-
jo) la separacién de ambos grupos de células por
métodos enzimdticos y/o explante lograr su ex-
pansién en medios especiales de cultivo lo cudl
se ha llevado a cabo satisfactoriamente y su ca-
racterizacién por métodos de inmunohistoqui-
mica siendo positivos para pancitoqueratinas (
epitelio) y alfa actina ( mdsculo) Figura 1y 2.

En esta etapa asimismo las ¢ células se cul-
tivaron ambos tipos de células en una prétesis
compuesta de submucosa intestinal (SIS) y se
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Figura 11. Esofagograma

comprobd la viabilidad celular (Tabla 1).

Microscopia electrénica

Por ultimo se estudio las prétesis ya sembra-
das con células mediante microscopia electréni-
ca de barrido. (Figura 3)

Reportes Histopatolégicos

Las prétesis ya sembradas con células fueron
implantadas de manera subcutdnea en el dorso
de ratas wistar y retiradas 20 dias después para
su andlisis histopatoldgico los primeros ensayos
no mostaron presencia de células epitelias ni
musculares en estas protesis, sin embargo en es-
tudios posteriores se observaron células, lo cudl
se corrobord con estudios de viabilidad.

Posteriormente las prétesis fueron implanta-
das en un defecto creado en el eséfago cervical
en conejos sanos siendo sacrificados posterior-
mente.

Los reportes histopatolégicos de los estudios
postmortem reportan una arquitectura muy se-
mejante al normal con presencia de células epi-
teliales y musculares. (Figuras 6y 7)

En otros cortes observamos restos de mate-
rial de sutura y reaccién inflamatoria. (Figuras
8y9)

Se realizaron los estudios de serie esofdgica,
la cudl muestra adecuado paso del medio de
contraste sin datos de estenésis ni fugas, lo cudl
se confirma con endoscopia mostrando una li-
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gera cicatriz en la zona de toma de biopsia, y
una morfologia normal a la inspeccién visual.
(Figuras 10y 11)

Conclusiones

1. Se establecieron las condiciones en nues-
tro laboratorio para la seleccién y expansién de
células de epitelio esofdgico.

2. Se establecieron las condiciones en nues-
tro laboratorio para la seleccién y expansion de
células de musculo esofdgico.

3. Se fabricé in vitro una proétesis de eséfago
a partir de células aut6logas sembradas en una
matriz de coldgena

4. Después de 10 dias en cultivo la viabilidad
celular fue adecuada.

5. Fue posible implantar la prétesis en “par-
che” en el eséfago nativo con adecuada integra-
cién en los 4 animales

6. Los estudios de esofagografia y endos-
copia esofgdgica mostraron una adecuada luz
en la prétesis in vivo sin evidencia de fugas ni
estenosis.
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