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ABSTRACT. Foam sponge fragmenis were implanted into the retro-
sternal cavity of dogs. Extractions were performed from the seventh
to twenty-seventh week after the implantations, and this explanted
material was processed for optical and electronmicroscopical studies.
Histochemistry to detect elastic fibres was also performed. The char-
acteristic cells from an aseptic, chronic inflammation have been chser-
ved, as well as several degrees of fibrosis that varied directly with the
implantation time. Probable fibre-producing cells were detected. Imper-
meability of the tube after 25 weeks of implantation and its use for
sustituting hollow organs as well as the presence of the different kinds
of cells therc encountered have been discussed.

RESUMEN. Se estudi6 el material obtenido de la cavidad retroesternal
de perros, a los que se les implantd previamente fragmentos de esponja
de poliuretano (foam) en forma de tubos. Las extracciones se realiza-
ron desde 7-27 semanas. Las muesiras se procesaron para su estudio al
microscopio optico y electrénico vy ademds se realizaron técnicas histo-
quimicas para determinar fibras eldsticas. Se observaron las células
caracteristicas de la inflamacidon aséptica crénica, asi como diversos
grados de fibrosis variables de acuerdo con el tiempo de implanta-
cidon. Se destaca la presencia de células que pudieran ser productoras
de fibras elasticas. Se discute la posible impermeabilidad del tubo des-
pués de las 25 semanas de implantacién y su utilizacién para sustitu-
cién de drganos huecos, asi como la presencia de los diferentes tipos
celulares hallados.

INTRODUCCION

En afios recientes, con la produccién de gran variedad de materiales
plasticos, se comenzé a realizar estudios sobre Ia posible utilizacién de
dicho material para sustituir porciones de érganos.
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Se ensayo en animales la implantacién en diferentes lugares del orga-
nismo de materiales plasticos tales como: leucite, plexiglds, nylon acri-
lico, resinas vinilicas (Ingraham v Maison Alexander, 1947); esponjas
de polivinil (Grindley y Waugh, 1951); nylon, orlén, dacrén, teflén, mar-
lex (Usher 1958); polietileno (Rubin y Bromberg, 1971); foam y poliure-
tano (Rigdon, 1974); realizandose estudios al microscopio optico de la
rzaccién del tejido conectivo frente a los mismos.

Muchos autores, basandose en los estudios antes citados, confecciona-
ron diferentes tubos para realizar sustituciones de esétago en animales
de experimentacién y aun en humanos (Grindley y Nurin Rochester,
1948; Klopp v Alford Crandoll, 1951; Hardin, 1954; Berman, 1956; Sacks,
1959; Carter 1963; Segura y cols., 1966; Leininger y Hines, 1970; Hauna
1970; Stuart, 1972; Menachen y Newman, 1972; Sanfelippo, 1973; Holden
v cols., 1973) pero todos los métodos hasta ahora ensayados han obte-
nido resultados poco alentadores.

En el momento presente se ensaya la idea de realizar esofagoplastia
a partir de tubos obtenidos por la invasion del tejido conectivo del pro-
pio individuo, en un cilindro de esponja de poliuretano (Selman, 1973).

Los objetivos del presente trabajo son los de estudiar las caracteristicas
morfolégicas de la reaccion inflamatoria del tejido conectivo frente
al poliuretano utilizando en la esofagoplastia al microscopio éptico y
electrénico; el tiempo en que se produce la fibrosis total de la pared
del tubo de esponja y a la vez determinar si es lo suficientermente densa
como para impermeabilizar dicho tubo.

MATERIALES Y METODOS

Se emplearon 9 perros, semejantes en cuanto a raza, talla, peso y ané-
lisis de diferentes parametros hematicos, se les introdujo en espacio
retroesternal un cilindro constituido por esponja de poliuretano de
0.4 cm de grosor, 1.5 cm de didmetro v de longitud variable de acuerdo
a la talla del esterndn del perro, con una sonda rectal de goma nudmero
34 en su luz, para evitar el colapsamiento; dichos cilindros se extraje-
ron a los 7, 17, 19 21 y 27 semanas.
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lLas muestras obtenidas se procesaron para microscopia optica, reali-
zandose tincion con hematoxilina y eosina, tricréomica de Gomori, Orcei-
na acida con Giemsa v la coloracién de Verhoceff, se observaron en un
microscopio Optico Carl Zeiss en campo. brillante; para microscopia
electrénica se utilizdo el método de fijacion con glutaraldehide al 3.2%
a una temperatura entre 0 v 4°C durante una hora, inmediatamen-
te de extraida la muestra, previo lavado rapido en suero fisiolégico.
Se lavaron con tampén fosfato pH 7.3 (Millonig, 1961) toda una noche,
la postfijacion se realizd con 0sQy al 2% en tampon fosfato durante una
hora, seguida de lavados réapidos en el mismo tampén. Se deshidrata-
ron en concentraciones crecientes de alcohol etilico, la infiltracién e in-
clusién se realizaron unas muestras con Epon 812 (Luft, 1961) y otras
en Araldita (Glauert, 1958).

Los blogues fueron cortados en un ultramicrétomo LKB Ultrotome TII
obteniéndose cortes cuyos colores de interferencia variaron entre pla-
teados y amarillo claro, se montaron sobre -rejillas de 400 mesh sin
membrana soporte. : .

Se realizd post-contraste con urani] acetato 7 minutos e hidroxido de
plomo 10 minutos. (Reynolds, 1961); todas las preparaciones fueron ob-
servadas en un microscopio elcctréonico Hitachi HS-7.

Como controles se incluyeron fragmentos de esponja de poliuretano para
su estudio al microscopio 6ptico v electrénico.

RESULTADOS

En los resultados obtenidos se observé que el aspecto al microscopio
optico (Fig. 1) de las trabéculas de la esponja de poliuretano, presentd
formas variadas, predominando las formas poliédricas.

Las células observadas en todos los tiempos de extraccion fueron las
que habitualmente se presentan en la inflamacion crémica; macréfagos
y células gigantes a cuerpo extrano (Fig. 2) en estrecha relacién con
las trabéculas de la esponja, las que aparecen como islotes entre el te-
jido biolégico (Fig. 3).
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Fig. 1. Se observan las espiculas de la esponja de poliuretano de formas poliédri-
cas (P), inclusiéon en parafina 37 x.

A baja magnificacion se constaté que la fibrosis que penetra los espa-
cios huecos que dejan las trabéculas de la esponja va aumentando pro-
gresivamente de fuera a dentro hasta fibrosarse completamente la pa-
red del tubo de esponja (Fig. 3) lo cual ocurre alrededor de las 25 se-
manas. Llamé la atencién el hecho de que el proceso de reparacién fi-
brosa se encontré mezclado con la reaccion inflamatoria crénica, apa-
reciendo focos de fibrosis que alternan con las células inflamatorias,
pudiéndose observar fibras colagenas y fibroblastos, también en estre-
cha relacion con las trabéculas de la esponja (Fig. 2). Frecuentemente
se encontraron capilares cortados longitudinalmente y de través.

En los cortes a los que se realizé coloracion para fibras elasticas se
constaté la presencia de las mismas, en las paredes de los vasos san-
guineos presentes en el corte (Fig. 4) y dispersos entre las fibras cola-
genas, en ocasiones relacionadas con células; siendo mas abundantes
en las muestras de mayor tiempo de implantacién (Fig. 5).
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Fig.' 2. Célula gigante a cuerpo extrafio (G), obsérvese la gran cantidad de miicleos

dispuestos cerca de la superficie celular (N) v en estrecha relacién con una espicula

de poliuretano (P). Ademads ntcleos de fibroblastos (F) y fibras calagenas (F.C.)
Teen. Tric. de Gomori 373 x.

Fig. 3. Muestra extraida a las 25 semanas de implantacién, se observa cémo el

tejido de reparacién ha invadido toda la pared del tubo de esponja; las espiculas

de la misma (P) presentan el aspecto de islotes entre el tejido, observe la cipsula
fibrosa hacia la parte externa del tubo (F). Tecn. Tric. de Gomori 23 x.
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Fig. 4. Aspecto de las fibras eldsticas (flecha) en vasos sanguineos de necoforma-
cién: arteriola (A), vénula (V) y entre las fibras colagenas (F.C.)) del icjido de
reparacion. Tecn. de Verhoeft 103 x.

Fig. 5. Fibras elasticas (flecha) entre {ibras coldgenas, préximas a una espicula (F)
que toman esa coloracién por la técnica 93 x.
Insertado: Aspecto de la fibra eldstica a mayor aumento (E). 1400 x. Tecn. Verhoeff,



REACCION TEJIDO CONECTIVO FRENTE AL, .. 23

Al microscopio electrénico se observo la diferencia de densidad electro-
nica del poliuretano, con respecto al medio de inclusién (Araldita) sien-
do el poliuretano mas electrondenso que la araldita, lo que también se
pudo observar en una muestra. con tejido biolégico {Fig. 6). Se constatd
la presencia de macréfagos, fibroblastos (Fig. 7) y células en estado
de degeneracion.

Fig. 6. Aspecto del poliuretano al microscopio electrénico (P}, en relacidn con el
resto de tejido bioldgico (flecha) 8,576 x.
Insertado: Se observa la diferencia de densidad entie el poliuretano (P) vy el medio
de inclusién, araldita (A) 17,197 x.

Se observaron grandes extensiones de citoplasma que presentaban va-
rios nacleos, en alguno de los cuales se pudo constatar nucleolo; en el
citoplasma; mitecondrias, aparato de Golgi, granulos electrondensos
v gran cantidad de vacuolas de diferentes tallas diseminadas, redes de
membranas lisas que se invaginan en el citoplasma a partir de la mem-
brana plasmatica, reticulo endopiésmico rugoso y filamentos; la merh-
brana celular de superficie irregular presenté en ocasiones muchas filo-
podias (Fig. 9). Se constatd la presencia de capilares de neoformacién
(Fig. 10) observandose las células endoteliales que delimitan su luz.
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Fig. 7. Se observan dos porciones de fibroblastos, uno de ellos presenta nucleo (N)
en ¢l otro podemos observar el reticulo endoplasmdtico rugeso ensanchado (RER),
con material granuloso poco electrén denso en el interior de su luz, en el espacio
extracelular algunas fibras colagenas.
Insertado: fibras coldgenas, obsérvese la periodicidad axial 31,741 x.

El aspecto mas sobresaliente de este estudio fue la observacién de célu-
las muy voluminosas, de forma variable, que presentaron un nuicleo
grande e irregular, el cual contenia frecuentemente un nucleolo, con la
cromatina en banda fina rechazada hacia la periferia (Fig. 11).

El citoplasma presenté abundantes mitocondrias de variadas formas
con crestas transversales, en dlgunas preparaciones eran de pequefio ta-
marfio y mds densas que en otras; ademas se observaron pequefios gra-
nulos, abundantes densos correspondientes a ribosomas libres; asi como
algunos granulos electrondensos los que interpretamos como lisosomas;
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vacuolas pequefias de diferentes didmetros cerca de la membrana plas-
matica,

Fig. 8. Capilar de neoformacidn, se observa su luz (L) que contiene hematies (H)

v material poco electrén denso,- delimitado por células endoteliales (CE) a una

de ellas se le pucde observar el micleo (N) en el espacio extravascular se ob-
servan algunos hematies 4273 x.

En ocasiones se obscrvé también acimulos de pequenos granulos elec-
trondensos que parecen corresponder a glucogeno; estas células tam-
bién presentaron en algunos cortes, aparato de Golgi de desarrollo nor-
mal; asi como reticulo endopldasmico rugoso el que se observé escasa-
mente desarrollado; ademas canales de membranas lisas que recorren
amplios trayectos (Fig. 12).

En estrecha relacién con la superficie celular se observaron gran can-
tidad de fibras, en las cuales no se pudo constatar periodicidad axial.
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Dentro de este grupo celular se encontraron algunas células, que al pa-
recer mosiraron signos de degeneracion, como: balonamiento de la do-
ble membrana nuclear y alteraciones mitocondriales.

Fig. 9. Se observa extensa porcion de citoplasma que presenta dos mniicleos (N),
une de ellos con nucleclo (Nu), abundantes vacuolas (V) v lisosomas (L) 4,9 x.

DISCUSION

Por los resultados obtenidos planteamos que los fendmenos observados
ocurren en el transcurso de una inflamacidn aséptica provocada por un
cuerpo extrafio frente al cual el organismo produce una reaccién de de-
fensa. En los tiempos en que hacemos las observaciones la respuesta
a la agresion presenta todas las caracteristicas de la reaccidén inflama-
toria crénica ¥ se encuentra mezclada con el proceso de reparacion.
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Fig. 10. Célula productora de fibras, presenta nticleo voluminoso (N), nucleclo (Nu),

en el citoplasma abundantes mitocondrias (M), pequefias v densas, en esirecha

relacién con la superficie celular, abundantes fibras que no presentan periodicidad
axial (E) 5494 x.

Las observaciones al microscopio electronico no han dado luz en cuanto
a la relacion del tejido bioldgico con las trabéculas de la esponja, debido
a dificultades encontradas para realizar los cortes ultrafinos.

A las pocas semanas de la implantacién, se observa un predominio de
células entre las trabéculas, donde es de destacar la presencia de ma-
crofagos en los que no pudimos constatar la fagocitosis del material
después del dia nimero 25, como aparece en el trabajo de Rigdon (1974)
creemos que podria deberse a la diferencia en la utilizacién del material
va que ellos emplearon particulas muy pequeifias.

La fibrosis penetré de fuera a dentro de la pared de la esponja v alre-
dedor de la semana numero 25, los espacios que dejan entre si las tra-
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béculas estan totalmente ocupados por tejido fibrético, aunque en algu-
nas porciones atin persisten células de la reaccion inflamatoria crénica.
Por la extension de la fibrosis pensamos que pudiera ser suficiente para
impermeabilizar el tubo y ser utilizado con éxito, en la sustitucion eso-
f4gica.

Fig. 11. Se observa porcién de una célula productora de fibras que presenta macleo

(N), abundantes mitocondrias (M), canales de membranas lisas (CL), aparato de

Golgi (G), punieado electrén denso (flecha) y fibras que no presentan periodici-
dad axial en estrecha relacion con la superficie celular (E) 9,074 x.

A pesar de que se observaron con gran frecuencia, células gigantes a cuer-
po extrafio, la fusién de membrana plasmética de mononucleares para
formar dichas células descritas por otros autores (Potek y Bernick, 1960;
Gillman vy Wright, 1966; Ham, 1969; Fox, 1970; Ancheta y Kouri, 1971;
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1974} se observé con muy baja frecuencia. Pensamos que encontrando-
nos ante una inflamacién crénica de largo tiempo de evoluciéon, tam-
bién aqui se produzcan estas células, por divisiéon nuclear sucesiva, sin
divisién citoplasmatica (Gdmez Barry, 1964). Los hallazgos estructurales
corresponden con los obtenidos por Papadimitriou y Arches (1974).

Las células observadas, las cuales estaban rodeadas de fibras que no
presentaban periodicidad axial y en estrecha relacién con la membrana
citoplasmatica, no presentaron la estructura caracterfstica de los fibro-
blastos; el hecho de que las coloraciones histolégicas especiales para,
fibras eldsticas realizadas, demostraran la presencia de las mismas, nos
inclina a pensar que estas células son productoras de fibras elasticas,
aunque como todos sabemos siempre ha existido preocupacién por de-
terminar con exactitud qué células producen las fibras elasticas y hasta
ahora, se ha planteado que son producidas por los fubroblastos (Fahren-
bach v cols., 1966; Ross y Bornstein, 1969) que es el criterio mas gene-
ralizado; estudios mas recientes realizados por Ross y Klebanoff, (1971)
y Ross, (1971) plantean la produccién de fibras elasticas por fibras mus-
culares lisas, También se recogen publicaciones en la literatura enca-
minadas a determinar la estructura de la clastina planteindose que
estdn constituidas por una parte fibrilar v otra amorfa {Gross, 1949;
Gotte y Serafini-Fracassini, 1963 y Gotte y cols., 1974) trabajo en el cual
se determind una periodicidad axial de 40 A para el componente fibri-
lar a altas magnificaciones (mayores de 250,000) y también destacan
que la ultraestructura de la elastina pura varia de acuerdo con el méto-
do empleado para su extraccién.

Estas células también se han encontrado por Valenti, (1974) en estudios
realizados en la liémina propia de la mucosa intestinal de nifios, con
sindrome de mala absorcién, mostrando semejantes caracteristicas mor-
fologicas.

No obstante estos planteamientos, nuevas investigaciones se llevaron
a cabo con vistas a profundizar dichos hallazgos.
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