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RESUMEN

Estudio experimental sobre conejo inmaduro, acerca de la capacidad condrogénica
pericondrial en los injertos libres del mismo.

Los injertos pericondriales, suturados sobre defectos condrales creados experimental-
mente, demostraron su capacidad regeneradora condral tras intervalos de.3,.6, 12 semanas.

La disposicion espacial de las células condrales en el regenerado, junto a los estudios
con el método citofotométrico a través de la tincion de Feulgen, demuestran el origen

pericondrial del regenerado.

Los regenerados se asemejan a las condiciones estructurales del cartllago maduro.

La revascularizacién del injerto pericondrial, suturado sobre un receptor adecuado,
permite inicialmente al pericondrio proliferar aposicionalmente para dar paso en un
segundo tiempo al crecimiento intersticial mitdtico dependiente.

Descriptores: Regeneracion cartilaginosa. Pericondrio y regeneracidn cartilaginosa.

SUMMARY

Experimental Study of the Perichondrial proliferative capacity using free perichondrial

grafts in the inmature rabbit.

A full thickness chondral defect was surgically created in the rabbit’s ear. The peri-
chondrial graft was sutured bigding the gap, and new chondrocytes were seen after 3-6-12

weeks.

The perichondrial origin of the new chondrocytes was proven using Feulgen stain in
combination with the cytophometric method.

We therefore suggest that the graft undergoes revascularization, then the fibroblasts
proliferate, forming several layers of chondrocytes, which, in their tum, g0 on increasing
the cartilage thickness by intersticial growth.

Key words: Perichondrial regeneratmn. Perichondrial capacity: Experimental study.

Introduccion

Todos los tejidos trasplantados de uno a
otro animal sufren un fenomeno de rechazo
caracterizado microscOpicamente por una
infiltracidn leucocitaria que concluye en
una necrosis completa que acontece sobre el
dia cuarenta del trasplante.

Entre los tejidos privilegiados que no su-
fren este proceso figura el tejido cartilaginoso.

Los trasplantes de cartilago han experi-
mentado un gran auge desde que pueden ser
utilizados aislados los condrocitos de la sus-
tancia fundamental mediante un proceso
quimico a baja temperatura (SMITH, 1975).

El estado actual de nuestros conocimien-
tos es fruto de una ya dilatada experiencia
en este campo que nace con BERT (1865),
quien demostrd que el rabo de la rata intro-
ducido subcutdneamente como un autoin-
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jerto era capaz de retener su estructura o0sea
y condral a la par que desaparecian el tejido
muscular y la piel.

Posteriormente, OLLIER (1867) demostro
supervivencia de los trasplantes durante pe-
riodos de tres meses, y estudiando la capaci-
dad de regeneracion observo que las heridas
en el cartilago articular de los conejos inma-
duros eran capaces de regeneracidn, pero
que heridas similares en conejos maduros
eran irreversibles y sustituidas por un rege-
nerado fibroso.

A este autor le cabe el mérito de ser el
primer investigador que admitid la presen-
cia del pericondrio como necesaria para la
supervivencia del trasplante.

ZAHNN (1877) demostrd supervivencia
en los trasplantes del cartilago fetal, pero
que sin embargo las células condrales del
cartilago adulto sufrian un proceso degene-
rativo graso durante los primeros momentos
del trasplante.

LEOPOLD (1881) evidencio no solo la su-
pervivencia de los trasplantes condrales en
los conejos inmaduros, sino que dio un paso
mas al demostrar su crecimiento; el modelo
experimental que siguid fue introducir los
trasplantes condrales a injertar en un medio
avascular, la cdmara anterior del ojo, y estu-
diar su estructura y tamafo tras doscientos
dias del trasplante.

PRUDDEN (1882) demostrd superviven-
cias de los trasplantes durante varios meses
(cuatrocientos dias).

Paralelamente a estos autores, FISCHER,
en 1888, utilizando cartilago costal, demos-
tré que los trasplantes sin pericondrio su-
frian un proceso degenerativo en ocho se-
manas, mientras que si el trasplante conser-
vaba el pericondrio, su supervivencia no se
veia afectada.

SEGGEL (1904) encontrd degeneracion en
todos los trasplantes realizados, indepen-
dientemente de que se tratara de autoinjer-
tos u homoinjertos, con o sin pericondrio.

Sin embargo, a partir de 1900, numero-

sos autores han demostrado la supervivencia
y el crecimiento de los trasplantes.

MANGOLDT (1900) la evidencio tras die-
cinueve meses del trasplante.

Davis (1913) trasplantd fragmentos de
cartilago costal incluidos en colgajos pedicu-
lados y patentizd supervivencia transcurri-
dos los primeros cuatro meses.

Posteriormente, este mismo autor com-
probo supervivencia tras quinientos dias del
trasplante, y concluia que la presencia o au-
sencia del pericondrio en los injertos era in-
diferente para la presa y supervivencia de
los mismos.

NAGEOTTE (1919) demostré superviven-
cia y proliferacién de nuevas células condra-
les en los bordes de la herida.

LOEB (1935) demostrd supervivencias en
los autoinjertos tras seis meses del trasplan-
te, pero en los homoinjertos hizo patente
una marcada reaccion linfocitaria e incre-
mento del tejido conectivo, comparable a
cualquier fenomeno de rechazo inmunitario.

BORST (1928) pdstulaba que la presencia

-del pericondrio era vital para la presa del

injerto. _ _

Podemos concluir que, tras estos prime-
ros 30 afos del siglo XX, existen resultados
contradictorios acerca de la supervivencia y
crecimiento de los injertos, asi como perma-
necia oscuro el papel del pericondrio.

Fue en los afios siguientes cuando se de-
mostro claramente la supervivencia y creci-
miento de los trasplantes.

Esta evidencia ha sido conseguida por
diversos autores y utilizando métodos dis-
tintos. Los examenes histologicos simples
muestran las lagunas condrales llenas tras
varios afios del injerto: cuatro para el estu-
dio de PEER y KIRKHAN (1940).

Los estudios sobre el material lipidico
del citoplasma de los condrocitos o el gluco-
geno, asi como las tinciones del PAS para la
sustancia fundamental, permitid a CRAIGMY-
LE diferenciar en les regenerados el origen pe-
ricondrial o condrocitico de las células.
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Imdgenes histoldogicas

FiG. .- Testigo. No regeneracion. Tejido fibroso intermedio.
Tincién H.E.

GIBSON, CURRAN y DAVIES (1957), usan-
do el azufre 35 como test de viabilidad en el
hombre, demuestran supervivencias en los
injertos de cartilago costal en 6 pacientes
durante 15 meses.

LINDON PEER utilizdo la determinacion
del sexo cromatico como test de viabilidad.

Son innumerables la cantidad de autores
que demostraron la supervivencia de los

trasplantes condrales, no sélo en los anima-
les de experimentacidn, sino en el hombre,
con aplicaciones clinicas importantes, como
las que se derivaron de los estudios de GI.
LLIES en 1954, quien utilizd injertos condra-
les durante sus procedimientos de rinoplas-
tias clinicas, técnica muy difundida y de to-
tal vigencia actual.

Con claridad quedd demostrada la presa

FiG. 2.— Testigo. No regeneracién. Tejido fibroso intermedio en
distintas fases de madurez. No se observa actividad proliferativa
de los extremos condrales maduros del defecto. Tincién H.E.
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de los injertos condrales, pero sin embargo,
cuando la experimentacion es llevada al te-
rreno de la clinica se sigue encontrando re-
sultados contradictorios, no solo en cuanto
‘a la presa, sino sobre todo en cuanto a la
duracion de la misma.

PEER atribuy¢ estos fallos a deficiencias
vasculares de los lechos receptores o a debi-
lidad proteica de los pacientes, muriendo
los condrocitos y sufriendo un proceso de
reabsorcion posterior de la matriz condral.

Para una gran mayoria de autores, los
‘fallos estdan mas en relacion con una serie de
hechos mecanicos en el lecho receptor que a
una falta de presa en el injerto. Y asi se in-
vocan los hematomas, las infecciones, las
suturas a tension, la excesiva movilidad, etc.

Demostrada la supervivencia de los tras-
plantes condrales los investigadores pasaron
a preguntarse cudl era el motivo de ella,
siendo que en el resto de los tejidos tras-
plantados ‘el resultado final era invariable-
mente el rechazo.

Para LOEB, la razon estribaria en el bajo
metabolismo condral.

Para LASKIN, a su metabolismo anaero-
bio. -
Para FAWNS (1953), es el coldageno de la
sustancia fundamental quien protege al in-
jerto de la accion de la colagenasa.

CRAIGMYLE (1960) postulaba que era el
pericondrio el elemento protector de la in-
vasion fibroblastica del injerto.

Los trabajos mds recientes parecen incli-
narse por dos razones distintas: la poca anti-
genicidad del cartilago y el papel protector de
la sustancia fundamental.

Baja antigenicidad cartilaginosa

CRAIGMYLE estudio los cambios histold-
gicos y de tamafio de los ganglios linfaticos
tras los injertos, y concluyé que eran los ho-
moinjertos tedricamente, los mas compro-
metidos, el aumento de tamafio de los gan-

“glios linfaticos era inferior al 10 por 100,

asi como demostro que el incremento de cé-
lulas linfoblasticas en la corteza de los gan-
glios linfaticos era de escasa entidad.

Mas tarde, la baja antigenicidad se atri-
buy9 a la escasa celularidad y a la presencia
de mucoproteinas de la matriz que rodea 16s
condrocitos, protegiendo al injerto de la in-
vasion fibroblastica e impidiendo la difusién
de los antigenos; y asi, pudo demostrar
CRAIGMYLE que los injertos de cartilago no
sensibilizan al huésped para rechazar injer-
tos de piel posteriores.

PEACOCK confirma los mismos-haflazgos
por via del azufre 35.

HEINER (1970) demostré que los implan-
tes de condrocitos aislados de su matriz sen-
sibilizan al receptor, dando intensas reaccio-
nes de rechazo a injertos de piel posteriores.

HAGERTY (1977), estudiando homoinjer-
tos humanos de tres a ocho afios, intentando
demostrar la presencia de anticuerpos en el
suero del receptor, obtuvo resultados negati-
vos (técnicas de doble difusidon en agar, in-
munoelectroforesis).

PEACOCK (1965) demostroé que fragmen-
tos de cartilago in vitro son capaces de im-
pedir la difusion de las proteinas del plas-
ma, y concluia que la matriz impedia la
salida de los antigenos y el ingreso de los
anticuerpos citotoxicos.

Para BACSICH (1968), los mucopolisacd-
ridos de la matriz serian similares a los que
componen la cdpsula de los neumococos y
los preservan de la destruccion de los anti-
genos circulantes. ,

A pesar de todas las conjeturas acerca de
los mecanismos inmunoldgicos que permi-
ten la supervivencia de los injertos condra-
les, y que en la actualidad estdn todavia en
estudio, lo que parece bien demostrado es
que sobreviven tanto los autoinjertos como
los homoinjertos, y si en determinados mo-
delos experimentales o en condiciones di-
versas de sus aplicaciones clinicas se produ-
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FiG. 3.- Testigo. No existe regenerado condral. Partiendo del

extremo condral maduro derecho se aprecia un islote regenerati-

vo posiblemente originado a partir del pericondrio maduro del
defecto.

ce el fallo de la presa es debido a condicio-
nes anomalas vasculares del lecho.

Un ultimo hecho demostrado es el creci-
miento de los trasplantes, y en este sentido,
GLENN R. ALLISON, en 1975, parece dejar
zanjada definitivamente la cuestion. Utili-
zando trasplantes condrales en conejos in-
maduros, demuestra que tras 60 dias de pro-

medio los autoinjertos crecian el 88 por
100, y los homoinjertos el 75 por . 100, su-
friendo un incremento de superficie del 253
por 100 y del 211 por 100, respectivamente.

En el momento actual permanece por
aclarar el mecanismo de accidn pericon-
drial. Y a este respecto se pueden plantear
las siguientes cuestiones:

F1G. 4.~ Testigo sin regencracion.’
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1. (Qué funcion desemperia el pericondrio
en los trasplantes cartilaginosos?

a) . {Es necesario para la supervivencia?

b) (Es indiferente?

¢) Se comporta como una barrera de-
fensiva frente a los antigenos circulantes?

d) (Se comporta de un modo activo re-
generando cartilago?

e) Sufre un proceso de metaplastia
condral por invasion fibroblastica?

2. (Cudl es la capacidad condrogénica del
pericondrio?

a) (Es nula y se comporta como tejido
fibroso?

b) (Es capaz de regenerar cartilago solo
cuando se mantienen sus conexiones vascu-
lares originales en los colgajos?

¢) (Puede regenerar cartilago cuando se
utiliza como un injerto?

d) (Precisa de un ambiente condral
para ejercer esta funcidn, o le es indiferente
el medio?

_e) Solo es capaz de regeneracion en los
autotrasplantes, o, por el contrario, también
en los homotrasplantes?

Creemos que las cuestiones. planteadas
en el primer apartado han sido suficiente-
mente aclaradas por los trabajos realizados
experimentalmente hasta la fecha y citados
en la revision bibliografica.

Es precisamente del segundo apartado de
donde surge el planteamiento doctrinal de
esta tesis.

Planteamiento de la tesis

Que el pericondrio es capaz de regenerar
sustancia condral a expensas de su cara fér-
til cuando se mantienen sus conexiones vas-
culares originales, como sucede en los colga-
jos, es un hecho totalmente admitido en la
actualidad y fuera de toda. duda. Son sufi-
cientemente concluyentes los trabajos expe-

rimentales de SKOOG sobre la patogénesis de
la oreja en «coliflor.

Realizo un modelo experimental desti-
nado a crear un espacio entre el pericondrio
y el cartilago de la oreja despegando sin
seccionarlo, el pericondrio.

Los resultados fueron concluyentes: re-
lleno del espacio tras un intervalo de tiempo
mas o menos prolongado de un tejido con-
dral maduro que deformaba el aspecto o
morfologia externa de la oreja.

De igual forma, OHLSEN (1978) demostré
que el pericondrio era capaz de regenerar
cartilago cuando se le utilizaba como un
colgajo pediculado que se transponia por
deslizamiento a un defecto condral realizado
a distancia.

Habiendo establecido de esta forma el
potencial condrogénico del pericondrio en
los colgajos, y basados en la tenue red vas-
cular pericondrial, proyectamos investigar
las posibilidades de utilizar el pericondrio
como un injerto libre.

El primer paso a realizar consistid en
elegir el animal de experimentacidon. Rapi-
damente nos de¢idimos por el conejo, dada
la gran experiencia que existe en nuestra ca-
tedra, fruto de trabajos experimentales ante-
riores acerca del anillo pericondrial. Otros
motivos lo fueron la facilidad de obtencion,
manutencion y la resistencia a la anestesia
con mortalidades minimas en las series rea-
lizadas en anteriores trabajos.

Una segunda cuestion de gran importan-
cia lo fue la edad del animal. Elegimos el
animal inmaduro de tres semanas de exis-
tencia y un peso que oscilaba entre los
380-420 g. El motivo por el que decidimos
la inmadurez fue doble: primero por la rapi-
dez de crecimiento del animal en este perio-
do; presuponiamos que si la regeneracion
existia los resultados se obtendrian asimis-
mo en un tiempo experimental menor. El
segundo motivo fue de orden econdmico, ya
que el menor tamafio exigia un menor gasto
de manutencion y de cuidados.

La tercera cuestion a resolver fue el ori-
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FIG. 5.- Sin regeneracién intermedia. Testigo.

gen o zona dadora del injerto. Para ello rea-
lizamos un estudio anatomico de facilidades
de obtencidn, de acceso y de manipulacion,
decidiéndonos por el pericondrio de la ore-
ja. Realizamos una serie de intervenciones
destinadas a localizar siempre el mismo em-
plazamiento, el mismo tamafo y a estudiar
la anatomia patoldgica del pericondrio en
este lugar.

La zona receptora del injerto fue otra
cuestion sujeta a discusidon. Decidimos utili-
zar la oreja contralateral creando un defecto
condral y pericondrial previo con objeto de

salvar dos de los principales obstdculos que
presuponiamos en esta tesis. En primer lu-
gar, siempre pensamos trabajar con autoin-
jertos por un motivo obvio: salvar los
inconvenientes naturales de un posible re-
chazo inmunitario que nos obligara a inter-
pretaciones de resultados para los que no
nos considerabamos capacitados, aun con
los medios técnicos minimos de interpreta-
cion.

En segundo lugar, el injerto iba destina-
do a situarse en un ambiente francamente
condral para estudio de su poder regenerati-

FiG. 6.— Sin regeneracion. Testigo.
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vo; y por otra parte, el patron vascular del
lecho receptor era constante.

La obtencion del injerto y su sutura so-
bre el defecto condral habia que realizarla
rapidamente, y para ello creimos imprescin-
dible, dado lo exiguo del tamafio del peri-
condrio, el realizar la intervencion bajo la
ayuda del microscopio, para lo cual realiza-
mos un aprendizaje de uso y manejo del
mismo, asi como del instrumental micro-
quirurgico.

Teniendo bien presente que la movilidad
del injerto sobre el lecho receptor es una de
las causas de fracaso en la presa de los injer-
tos de piel, decidimos realizar una sutura
cuidadosa del injerto sobre los bordes del
pericondrio de vecindad, y asi el injerto sal-
taba en puente el defecto condral, a la par
que se encontraba firmemente en posicion
gracias a la sutura del mismo.

Otra cuestion que consideramos de inte-
rés fue el sentido de orientacion del injerto,
siempre presuponiendo en principio que la
regeneracion, caso de darse, lo haria a ex-
pensas de la cara fértil; ésta se la suturd en
inmediato contacto con el defecto condral.

El factor comparativo o testigo pensa-
mos que nada mejor que, una vez extraido
el injerto de una oreja, ésta misma serviria
de testigo extrayéndole, inmediatamente por
debajo del defecto pericondrial creado con
la obtencion del injerto, un fragmento con-
dral de idéntico tamano al injerto. De este
modo las condiciones entre la oreja sujeta a
investigacion vy la testigo eran lo mas pareci-
do posible.

Por ultimo, y en un terreno puramente
especulativo y unilateral, decidimos que el
tiempo de duracion de la experiencia fuera
para todas nuestras series de 3, 6 y 12 se-
manas.

Las suturas dejadas con el injerto nos
servirian para identificacion posterior del
lugar del defecto, ya que si prescindiamos
de las suturas y la regeneracion era comple-
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ta las dificultades posteriores de localizacion
de las mismas eran obvias.

Con fines estadisticos y de fiabilidad rea-
lizamos cinco series de cinco conejos cada
una para esta nuestra primera experiencia.

Los resultados histoldgicos encongtrados
en esta serie —que mas adelante se perfilaran
con detalle- nos llevaron a la conclusion
que los defectos condrales testigos, sin injer-
tar, no presentaban evidencia de regenera-
cion, mientras que en los injertados la habia
siempre en distintas cantidades y disposi-
cion.

Era evidente que el pericondrio estaba
jugando un papel decisivo en la suerte de la
regeneracion. '

En este momento nos volvimos a plan-
tear una serie de cuestiones acerca de los
mecanismos de actuacidn pericondrial:

I. (Actua de un modo activo creando
cartilago?

2. (Actua como inductor de ta prolife-
racion de los extremos condrales?

3. ¢Se trata de un mecanismo de accion
combinado de los dos precedentes?

4. <(Jugaria un papel meramente mecd-
nico? Es decir, (se comportaria como cual-
quier tejido inmaduro que sufriera poste-
riormente un proceso de metaplasia con-
dral?, o, por ultimo, ése impediria con la su-
tura del mismo sobre el defecto la penetra-
cion fibroblastica cicatricial del hematoma?

Como resultado a estas cuestiones crea-
mos dos modelos experimentales nuevos.

El primero iba destinado a contestar las
tres cuestiones primeras, es decir, se trataba
de deslindar en el regenerado la distinta
procedencia pericondrial o de los extremos
condrales del defecto.

El segundo iba destinado al ultimo apar-
tado, es decir, a eliminar el factor mecanico
del pericondrio.

El modelo experimental que creamos
para deslindar los posibles origenes del rege-
nerado fue el siguiente: ’
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FiG. 7.- Regenerados. Con injerto. Tincion H.E. Conegjo de 12
semanas. El regenerado es completo y maduro. Ambos extremos
han quedado fusionados.

Basandonos de nuevo en anteriores expe-
riencias en la catedra decidimos que un
marcado con timidina tritiada del injerto
previamente a ser suturado, nos permitiria
posteriormente en el estudio del regenerado
concluir que las posibles células hijas del
pericondrio, especialmente aquellas de las
primeras generaciones, irian marcadas nece-
sariamente con timidina.

Este modelo tedrico conllevo las siguien-
tes dificultades: Dado que el animal de ex-
perimentacion era portador a su vez de in-
jerto y testigo no podiamos recurrir como
en otras ocasiones al marcado mediante la
inyeccion intracardiaca de timidina que tan
buenos resultados ofrecio en otras experien-
cias, porque logicamente la inyeccion intra-
cardiaca llevaria al marcado de todas las po-

Fi;. 9.— Detalle regenerado. Inmadurez condral, binucleacion,
anisomorfia, calcificacion variada, aplanamiento celular progre-
sivo hasta la zona fibrosa del injerto, de donde parece onginarse.
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FiG. 10.- Regenerado incompleto. Tejido condral en distintos
grados de madurez.

blaciones en divisién, con lo que parte de
los extremos condrales sujetos al estudio, asi
como el resto de pericondrio no desechado
del lecho receptor, serian marcados.

Por todo ello elegimos el marcaje in vi-
tro, en cultivo de tejidos apropiado, con ti-
midina tritiada a distintas dosis y a tempe-
ratura de 37°, durante un espacio de tiempo
que iba de los 20 minutos a las 12 horas,
todo ello en medio estéril y con perfusiones
de oxigeno a distintos volumenes.

Tras el tiempo de marcaje el injerto era

extraido del medio y rapidamente trasplan-
tado sobre el defecto condral.

Posteriormente, tras cuatro semanas de
evolucion, se procesaba mediante autorra-
diografia el regenerado.

El procedimiento llevado a la préctica,
tras no pocos meses de trabajo —como mas
adelante veremos—, resultd lento, laborioso
y con tal suerte de dificultades que nos lle-
varon a su abandono, muy a pesar nuestro.

De los injertos procesados —12— sdlo
conseguimos un marcaje dudoso en dos de

gy Lo

FiG. 11.— Regenerado incompleto (detalle de la anterior).
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FiG. 12.- Regenerado intermedio.

ellos, y los motivos todavia hoy los desco-
nocemos, dado que las fuentes de error eran
tan variadas que no pudimos hallar el fallo
técnico responsable: tiempos de incorpora-
cidn, temperatura, dosis de timidina del me-
dio de cultivo, el medio de cultivo mismo,
uso de cdmaras de cultivo inadecuadas, per-
fusidn de oxigeno, etc. Y por ultimo, todos
los derivados del proceso de autorradiogra-
fia, peliculas, revelados, fijadores, etc.

Aun hoy pensamos que quiza nuestro
error esté en el tiempo de incorporacion de

timidina in-vitro por el injerto, dado que to-
dos sabemos que, en cualquier medio de
cultivo, a mayor tiempo de incorporacion o
captacion, mayor numero de células marca-
das se obtienen; pero en nuestro modelo, a
mayor tiempo de incorporacion, mayor ries-
go de infeccidon y de falta de presa en el in-
jerto. '

Por todo lo expuesto no nos atrevemos a
especulacion teorica alguna.

A pesar de nuestro fracaso con este mé-
todo, recientemente, y con el uso de las téc-

FIG. 14— Detalle de la anterior. Disposicion en «pilas de monedasy.
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FIG. 15.— Regenerados intermedios. Imagen histologica superior
epiteliomatosa.

nicas de microcirugia y cateterismo, cree-
mos factible crear un método in vivo de cap-
tacion de timidina exclusiva del pericondrio
a injertar mediante cateterizacién de vena y
arteria de la oreja portadora del injerto, in-
terposicion en el circuito de una bomba de
perfusion de timidina, con lo que la difusion
de la timidina al resto de los tejidos seria
minima.

Todo este ultimo apartado no deja de
entrar en el terreno de la especulacidn, y
serd motivo de un posterior trabajo.

Por todo lo expuesto abandonamos el
método de la timidina tritiada en la diferen-
ciacion del regenerado.

Posteriormente y con la ayuda inestima-
ble de la catedra de Anatomia Patoldgica,
muy especialmente del profesor Emilio Bar-
berd, se nos sugirié utilizar como elemento
diferencial un método fotométrico cuyo fun-
damento es el siguiente:

—La tincidon del Feulgen detecta estequio-
métricamente el DNA.

FIG. 16.— Detalle de la anterior. En la mitad superior a mayor
tamafio la imagen que remeda histologia epiteliomatosa.



FIG. 8.— Regenerado. Inma-
durez condral. Tincién H.E.
La sustancia fundamental
no se encuentra calcificada,
los condrocitos son de esca-
so tamano. La disposicidn
adopta la forma de «pilas de
monedasy.

Fi1G. 13.- Regenerado com-
pleto y detalle.

FiG. 28.—Observar detalle
superior. Islote regenerativo
condral que parece originar-
se en la zona fibrosa del
injerto pericondrial.
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F1G. 17.— Regenerado. Detalle de la fig. 15. Extremo izquierdo

del corte. Entre el cartilago maduro y el regenerado se observan

numerosas células en estadio de transicion entre el tejido fibroso
y el cartilago maduro.

- Si se mide la cantidad de color, se mide el
DNA. Este contenido de color es medido
por un citofotometro de integracion disefia-
do exprofeso.

- Las células en reposo, todas ellas, tienen
la misma cantidad de DNA (reposo = No
proliferacidon).

- Si las cantidades adoptan una distribucidn
en dos modos: una dobla a las otras, se de-
duce que estas células estan pasando de Gl

FiG. 18.— Extremo de avance del regenerado. Binucleacion, ani-

a G2, y por lo tanto las cantidades interme-
dias son células en fase S, y aunque no se
vean las mitosis estas células estdn en proli-
feracion. :

Con todo este fundamento se estudia en
el regenerado la situacion de las células que
estdn en proliferacion, y por tanto en fase S
de la mitosis.

Desde un punto de vista tedrico la situa-
cién de las células en fase S nos dilucidara

somorfia.
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el origen de ellas, de los extremos o de la
zona intermedia pericondrial.

En esta serie se sacrificaron 5 conejos. Se
repitié el modelc experimental original, se
tifieron por el método de Feulgen y el estu-
dio del regenerédo, y con el método fotome-
trico se realizaron contajes celulares de cua-
tro zonas distintas:

-A) Centro del regenerado.

hB) Periferia del mismo.

C) Regenerado en contacto con los ex-
tremos.

D) - Extremos condrales maduros del de-
fecto.

Los resultados, como mds adelante pre-
cisaremos, fueron como sigue:

— Centro del regenerado. Predominio de
células en fase G1.

— Periferia del regenerado. Predominio
de células en fase S y G2.

Por esto se concluye que el regenerado
presenta un crecimiento expansivo.

El estudio del regenerado en los extre-
mos condrales, en dos casos en contacto con
el cartilago maduro, ofrecid resultados dis-

pares: en dos casos se trataba de cartilago
maduro hialinizado, y en dos conejos se tra-
taba de un crecimiento expansivo similar al
anterior. '

En la zona D), extremos de cartilago, el
porcentaje mayor de los contajes detectaron
células en fase G2 no proliferante, con la
salvedad de que las células condrales proxi-
mas al pericondrio presentaban fases S, y
por lo tanto se considerd estaban en prolife-
racion.

El ultimo capitulo de nuestro trabajo se
dirigi6 a crear un modelo experimental me-
canico similar al anterior, pero con la dife-
rencia de injertar fascia muscular y no peri-
condrio, y de esta forma contestar a nues-
tras dos ultimas preguntas.

Se destinaron para esta serie 4 animales,
y, como en el capitulo anterior, se tifieron
por el Feulgen y se realizaron los contajes
celulares pertinentes.

A histologia simple se pudo demostrar
que, al 1gual que en las experiencias anterio-
res, los defectos testigos carecian de regene-
rado; sin embargo, en los injertados con fas-
cia muscular, en tres de ellos existian tam-
bién islotes regenerativos dispersos.

FIG. 19.— Regenerados. Disposicidon en pilas de monedas. Binu-

cleacidn, gradiente diferente en forma y tamafio. Aplanamiento

progresivo’ celular hasta llegar a adoptar la forma fusiforme pro-
pia del fibrocito y confundirse con las células pericondriales.
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FI1G. 20.- Imagen de transicion entre el tejido inmaduro condral
regenerado y el extremo maduro de seccidn.

Realizados los contajes celulares se de-
termino que en la zona central del regenera-
do existia proliferacion, pero de grado mds
débil que en la anterior, y que en este caso
la mayor parte de células en fase S se en-
‘contraban en los extremos del regenerado,
aquel que esta precisamente en contacto con
los extremos condrales del defecto.

Material y métodos
Material

Nuestra primera experiencia requirié la utili-
zacion de 25 conejos de 21 dias de edad, con una
media de peso de 400 g.

Las intervenciones fueron realizadas en el qui-
rofano experimental, en ambiente estéril y con la
ayuda del microscopio.

FIG: 21.— Extremos en regeneracién. El defecto quirygrgico se
encuentra relleno de tejido conectivo.
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FiG. 22— Extremo en regeneracién. Disposicién en oleada desde
el pericondrio hasta formar un casquete al cartilago maduro del
corte.

El instrumental quirdrgico utilizado en nada
se diferencia del convencional de microcirugia.

Meétodos

Una vez sacrificados los animales, se procedid
al procesado de las piezas en el servicio de Anato-
mia Patoldgica, realizados los cortes y las tincio-
nes a la hematoxilina eosina.

La experiencia con timidina tritiada requirio:

- 12 animales semejantes al grupo anterior.
— Preparacion del cultivo in vitro.

Se utilizd medio de cultivo cedido por el Insti-
tuto de Investigaciones Citologicas de la ciudad de
Valencia.

La cdmara de cultivo fue del tipo 2 de Trowell
con tornillo de sujecion adaptado.

Los injertos pericondriales, una vez obtenidos
quirurgicamente como en el modelo anterior, son
llevados rapidamente al medio de cultivo, solu-
cidon que contiene S nc por ml de timidina tritia-
da. Cada disco del medio de cultivo es llevado a
la camara de Trowell, previamente rellenada con

95 por100de O y 5 por 100 de CO,. A continua-

FiG. 23.— Extremo en regeneracidn.
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FIG. 24— Islotes regenerativos en distintos estadios de madurez.
Préximos al extremo condral mediano.

cion, las camaras son puestas en incubadora de
38-38’5".

A intervalos de tiempo desde los 20 minutos
hasta las 12 horas son tomados los cultivos de las
camaras y fijados en formalina al 10 por 100 y
pH 7°4-7°6.

Por el procedimiento convencional son inclui-
dos los bloques en parafina.

Los cortes de los mismos son realizados a 5-6
micras. Los portas con las preparaciones son lle-
vados al proceso de autorradiografia, realizadas
con Kodak AR 10, siguiendo la metodologia de
DONIACH y PELC (1950).

Para nuestra tercera experiencia se utilizaron
5 conejos. Las tinciones utilizadas lo fueron con
el método de Feulgen de tincidn nuclear.

Para la medicion colorimétrica se utilizé el ci-
tofotometro de integracién de la catedra de Ana-
tomia Patoldgica.

Se efectuaron las mediciones y se realizaron’
las graficas utilizando el mismo aparato.

Los contajes de las cuatro zonas a investigar se
realizaron por medidas de 100 en 100 células. En
ocasiones, dada la escasa celularidad en algun islote
regenerativo, fueron desestimados los contajes.

Por cada especimen se realizaron mediciones

F1G. 25.— Detalles regenerativos. Superior binucleacién, aniso-
morfia y sustancia fundamental en vias de calcificacion.
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FiG. 26.— Imagen inferior. Calcificacion pericondrial.

en 400 células. lo que arroja un contaje total de
2.000 células estudiadas.

Los resultados de los contajes vienen dados
por el mismo citofotometro en forma de graficas
sobre pantalla. que para mayor comprension son
trasladadas a escala sobre papel milimetrado.

La metodologia seguida en nuestra dltima ex-
periencia es semejante en todo a la anterior.

La fascia muscular elegida para el injerto es la
de los musculos paraespinales dorsales. En oca-
siones. las adherencias entre ellas y el tejido mus-
cular eran tan firmes que nos obligaron al pelado
quirurgico de las mismas.

Las graficas de los contajes se transcribieron
igualmente a papel milimetrado.

Resultados de la primera experiencia

1. Las orejas testigo invariablemente mante-
nian el defecto condral. y el espacio se encontraba
relleno de un tejido conectivo en distinto grado de
madurez.

El defecto condral realizado en los tejidos rete-
nia su tamano original, a pesar de que la oreja del
conejo habia sufrido un incremento de tamafio en

FIG. 27.- Regenerados intermedios incompletos. La imagen en
conjunto da la impresion de que la transformacion condral serd
completa.
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Fi. 29 - Regenerados.

relacion al aumento del peso mas que a la edad
del congjo.

2. En las orcjas sujctas al injerto encontra-
mos:

—En la totalidad existian regeneraciones condra-
les, pero la disposicion cra variable.

—En ¢l 50 por 100 dc los casos, 12 piczas histold-
gicas, los regencrados cran incompletos y de si-
tuacion central en el defecto, a modo de islotes
regenerativos; en todos cllos se trataba de cartila-
2o clastico inmaduro.

-En 10 piczas los regencrados formaban una
imagen combinada, presentando unos islotes cen-

Aﬁﬂ
Mo

Sl g

trales regenerados y una 1magen de continuidad
de los extremos condrales maduros del extremo
de reseccion.
—En dos casos, que correspondicron a los tras-
plantes de 6 y 12 semanas de evolucidn, la ima-
gen regenerativa era practicamente total, habién-
dose restituido totalmente la solucidén de conti-
nuidad, y adoptando una disposicion tal que per-
mitia presuponer que su origen era pericondrial.
Dos conejos de esta serie tuvieron que ser
reintervenidos, ya que por defecto de técnica en la
obtencion del injerto se encontraron quistes de in-
clusion epitelial. Este hecho es debido a que el

FI1G. 30.— Tejido conectivo inmaduro en la zona del injerto; da la
impresion de estar sufriendo una metaplasia condral.
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Graficas método citofotométrico

Resultados Zonas A
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Picnosis.

F1G. 12.- Predominio de G1.

FIG. 11 — Predominio de células en fase G1. Tendencia a la picnosis.
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Resultados Zonas. B

saSe:
N

FiG. 7.- Proliferativa neta. Células en fase S predominante.
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Resultados Zonas C pericondrio de la-cdra volar de la oreja esta inti-
, mamente adherido al cartilago y la piel.
HiHH Estos dos hechos, como mas adelante comen-
taremos, nos obligaron en todas las series poste-
riores a proceder al despegado previo entre la piel
y el pericondrio, utilizando para ello la infiltra-
HETHH cion con suero fisiologico a través de una fina
aguja, semejante a las utilizadas en estomatologia
i para la anestesia de la mucomembrana peridstica
de la encia. :
H De esta serie concluimos que los defectos con-
HH drales testigos, sin injertar, no presentaban evi-
dencia de regeneracidon, mientras que en los injer-
852 HH tados la habia siempre en distintas cantidades y
disposiciones.
it De nuestra segunda serie, destinada a deslin-
dar por via de la timidina tritiada el origen peri-
FIG. 8 — Proliferante. Predominio de fase S. condrial de los regenerados, no se valoran los
resultados por los condicionamientos ya anterior-
mente citados.

El método fotométrico de diferenciacion de los
| regenerados arrojo los siguientes resultados:
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—Zona A): Centro del regenerado. 5 contajes de
100 células.

—Zona B): Periferia del regénerado. 5 contajes de
100 células.

—Zona C). Regenerado en contacto con los extre-
HH mos. 5 contajes de 500 células.

H —Zona D). Extremos condrales maduros. 500 cé-
28 " lulas contadas.
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En tres casos predominio de células en G1: en
un caso con subpoblacion regresiva; en otro, con
proliferacion lenta G1 mas S G2, y en el dltimo,
con tendencia regresiva o estdtica.

FIG. 9.— Predominio G1 previo S. Normal en
ciclo disponible para regeneracion.

Zona B
SHb s R R EHE B R _
ES5E S nny suan aeassass o : Predominio de células en fases S y G2.
S35 I eaa sRaRa S ndy e HEHHHE En tres de los contajes resultaron altamente
Si it i i T demostrativos. De esto deducimos que se trataba
e 1 : T de crecimientos expansivos.
SRS, Zone C
4 1 i 1 i { ——L
FH HHH Se trataba de cartilago maduro en dos casos, y
i L : en otros dos de tendencia expansiva similares a
T H : los anteriores.

T 3 Zona D

SH s e Los porcentajes eran de células en fase G2 con
snei tendencia a la picnosis.

FIG. 10~ Predominio de células G1. En nuestra ultima experiencia se realizaron
contajes en el centro del regenerado y en los ex-

Normales en ciclo.
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tremos, existiendo evidencia de proliferacién en
ambos, pero en mayor grado en el regenerado en
contacto con los extremos condrales maduros.

Discusion

En el estudio presente, el cartilago rege-
nerado a través del injerto pericondrial au-
télogo, suturado sobre un defecto quirargica-
mente creado, parece demostrar el poder
potencial del pericondrio no solo en los col-
gajos, sino también en los injertos.

En nuestra experiencia, realizada en el
conejo inmaduro, se encontro regeneracion
condral tras 3, 6, 12 semanas del injerto.

El regenerado se asemeja a las condicio-
nes estructurales del cartilago maduro de los
extremos de seccion.

Este prolfﬁco desarrollo condral puede
quiza ser explicado por la relativa facilidad
de revascularizacion de esta delgada mem-
brana pericondrial suturada sobre un recep-
tor adecuado.

En este sentido, los éxitos alcanzados en
las regeneraciones condrales por otros auto-
res a expensas de colgajos pericondriales
que conservan su vascularizacion a través de
un pediculo, cabria preguntarse si en reali-
dad no estarian actuando mas como un in-
jerto que como un colgajo.

La relativa inactividad de los extremos
de seccion condral parece desprenderse de
los estudios con el método citofotométrico
de deteccion del DNA. ,

El pericondrio auricular del conejo es es-
tructuralmente una membrana semitranspa-
rente relativamente insignificante y quiza de
actividad no especifica, y por ello puede ser
manipulada, moldeada o seccionada sin su-
frir alteraciones importantes en su funcion.

El grado de respuesta obtenido variaba
considerablemente de unos animales a
otros, y para nosotros este hecho viene vin-
culado fundamentalmente a dos factores:
tiempo de duracion de la experiencia, y
condiciones locales del lecho receptor.

El crecimiento condral normal se esta-
blece de dos formas diferentes: aposicional e
intersticial. En el primero las células van
proliferando desde el pericondrio, mientras
que en el segundo las mitosis representan la
primera fuerza de crecimiento.

Pues bien, de nuestras preparaciones his-
tologicas parece derivarse el hecho de que el
crecimiento inicial corresponde al aposicio-
nal pericondrial, para en un estadio poste-
rior dar paso al desarrollo de numerosas cé-
lulas en mitosis.

De todo lo expuesto se deduce que los
injertos pericondriales suturados sobre de-
fectos quirurgicos son capaces de regenerar
cartilago, si bien el mecanismo bioldgico o
biomecdnico permanezca por aclarar.

Protocolo quirigico

Como paso previo a nuestro trabajo experi-
mental sobre el potencial condrogénico del carti-
lago, se intervinieron 4 animales con objeto de’
identificar y disecar el pericondrio del cartilago
elastico de la oreja.

Bajo anestesia local de la oreja, que facilitaba
la diseccion del pericondrio, y general del animal
con ketamina a dosis de 1 c.c. por Kg:, se proce-
dié al abordaje quirurgico de la oreja del conejo
de la-forma siguiente:

— Incision dorsal en la base de la oreja de 2 ¢cm de
longitud y en forma de S, con objeto de introducir
separadores automaticos.

— Diseccidn del tejido celular y exposicion del
cartilago.

- Incision cuidadosa del pericondrio, sobre el car-
tilago, cuidando de no herir a éste.

- Se completa la incision hasta crear un rectan-
gulo perieondrial. 4

- Elevacién del mismo ayudados por disectores,
semejantes a los utilizados en las intervenciones
sobre paladares hendidos. La diseccion con este
proceder resulto de gran sencillez y eficacia.

— Cierre de la piel con nylon monofilar.

Se procesaron las piezas y se completd el estu-
dio histologico simple a la HE, necesario para su
identificacion. -

Una vez completado éste y teniendo la seguri-
dad absoluta de localizacidn, se procedid a la pri-
mera experiencia de la tesis.
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Imdgenes de la intervencion

F1G. 1.- Tallado del pericondrio y cartilago para obtencién de
injerto. ’

Se intervinieron los animales siguiendo el si-
guiente protocolo:

—Peso del animal y edad del mismo. Las orejas
derechas se utilizaron siempre como orejas testi-
gos. Las izquierdas eran portadoras del defecto in-
jertado. '

—Rasurado previo de las zonas a intervenir y
aseptizacion del mismo con solucién de hibitane.

- Anestesiado del animal con ketamina, y a conti-
nuacion, con el animal dormido, se procede a la
infiltracion con anestesia local del dorso de la

oreja con objeto de facilitarnos el despegamiento
pericondrial.
- Abordaje dorsal en S, diseccion del celular sub-
cutaneo. :
—Se practica un defecto condral y pericondrico en
ambas orejas.

- El pericondrio, extraido de la oreja derecha para

crear el defecto, es llevado en posicion y firme-
mente suturado al resto del pericondrio del defec-
to en la oreja izquierda.

- Se suturd dejando la cara fértil pericondrial en
contacto con el defecto condral y pericondrico.

F1G. 2.— Despegamiento pericondrial a la legra.
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FIG. 3.~ Injerto pericondrial en fase primaria de su obtencidn.

- Se procedid directamente a la sutura de piel.
~Tras las 3, 6, 12 semanas se sacrificaron los ani-
males, se extrajeron y procesaron las piezas segun
técnica habitual para tinciones a la HE.

—Toda la intervencion se realizo dentro de las
maximas condiciones de esterilidad.

- La intervencion se llevo a cabo bajo la ayuda
del microscopio.

Nuestra segunda experiencia, destinada a la
captacion previa al injerto de timidina por el pe-
ricondrio, se realizo siguiendo el mismo protocolo
quirurgico, pero la intervencion se realizaba en
dos tiempos:

El primer tiempo era de obtencion del injerto

pericondrial. Una vez obtenido se sumergia en el
medio de cultivo a 38° y concentraciones de timi-
dina de 5 nc por ml, y llevado a la cimara de cul-
tivo a 38° durante el tiempo de incorporacion.

Transcurrido éste el animal era de nuevo anes-
tesiado e intervenido de la oreja izquierda.

Se practicaba el defecto condral y pericondrico
y posteriormente, en el menor tiempo posible, el
injerto era llevado desde la cdmara de cultivo hasta
el defecto, donde era suturado.

Ante la posibilidad de contaminacion radioac-
tiva de los excretas de estos animales se mante-
nian aislados durante el tiempo de la experiencia.

Una vez procesadas las piezas y realizados los
cortes, se procedio a la colocacion de la pelicula

?&

FiG. 4.— Injerto pericondrial.
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fotografica AR 10 de Kodak. Y tras el tiempo de
exposicion en camara oscura, al revelado y fijado
de las mismas.

Nuestra segunda experiencia para el método
fotométrico se siguid la misma pauta de interven-
cion.

Las piezas fueron teiiidas por el método de
Feulgen y el contaje colorimétrico fue realizado
por el profesor Barbera Guillem a través del cito-
fotometro de integracion.

De su pantalla fueron fotografiadas directa-
mente las graficas resultantes, y posteriormente
trasladadas a papel milimetrado.

La dltima experiencia llevd la modalidad de
no injertar pericondrio, sino fascia muscular de
los musculos paraespinales dorsales.

Discusion

La viabilidad de los injertos de cartilago
costal en el hombre es algo que comienza a
conocerse desde hace 25 anos.

Sin embargo, no ha habido unanimidad
en el papel fundamental que desempena el
pericondrio para el futuro del trasplante,

dado que existen opiniones encontradas en-.

tre los diferentes autores que han investiga-
do acerca de este problema.

Y asi, para unos la presencia del peri-
condrio en el trasplante es algo necesario y
fundamental para su supervivencia. mien-
tras que otro grupo de autores no le asignan
un papel trascendente para la presa del tras-
plante.

Estd clinica y experimentalmente demos-
trado que no todos los injertos condrales so-
breviven al trasplante, y los factores de fra-
caso son atribuidos a: deficientes condicio-
nes vasculares en el lecho, hipoproteinemia,
deficiente fijacion mecanica, inadecuada su-
tura, infeccion, etc.

La privilegiada caracteristica- del tejido
condral para no sufrir el fendmeno de re-
chazo ha sido atribuida a dos condiciones
fundamentales:

— la baja antigenicidad del cartilago, y
— el papel protector del pericondrio.

La realidad experimental y clinica de-

muestra la supervivencia de los injertos con-
drales, al margen de cual sea la razon inti-
ma de su baja antigenicidad.

Recientemente, en 1976, se demostro ex-
perimentalmente que los trasplantes de car-
tilago son capaces no solo de sobrevivir,
sino también de crecer, tanto los auto como
los homoinjertos.

Un aspecto todavia no aclarado es la
funcidn del pericondrio en el trasplante.

En este dltimo camino ha sido dirigido
nuestra tesis.

De nuestra revision bibliografica, al peri-
condrio cabria atribuirle tres modos de ac-
cion en los trasplantes:

1. Actuar como barrera defensiva de la
invasion fibroblastica del trasplante.

2. Presentar actividad condrogénica
propia.

3. Tras su revascularizacion, presentar
un proceso metaplasico-condral.

Nuestra experiencia ha ido dirigida acer-
ca de la capacidad condrogénica del peri-
condrio.

No existe ningun género de dudas que el
pericondrio, cuando es trasplantado mante-
niendo sus conexiones vasculares, conserva
su capacidad condrogenética.

Este hecho nos ha llevado a utilizar el
pericondrio como un injerto libre, para in-
tentar demostrar su capacidad condrogenéti-
ca por si mismo tras el lapso de tiempo ne-
cesario para su revascularizacion.

El conejo inmaduro nos parecio el ani-
mal 1ddneo para esta experiencia, y particu-
larmente el pericondrio de su oreja como
zona dadora.

Creando un defecto condral y pericon-
drico en la oreja contralateral encontramos
el lecho receptor mas adecuado para el tras-
plante.

Siempre se utilizo el mismo animal para
cada experiencia, con objeto de soslayar el
fendmeno inmunoldgico de rechazo.

Las condiciones locales de los tejidos nos
obligd a realizar las intervenciones ayuda-
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FIG. 5.— Inicio de la extraccion del fragmento condral.

dos por el microscopio quirurgico de 25-60
aumentos. Este nos ayudo a identificar con
facilidad la cara fértil del pericondrio, a rea-
lizar la sutura cuidadosamente con objeto
de conseguir una fijacion firme y, por ulti-
mo, a obtener el injerto sin apenas tejido
graso adicional.

La ventaja de utilizar el mismo animal,
al margen del hecho inmunitario, es que la
oreja dadora del injerto pericondrial nos

servia como testigo de la experiencia, per-
mitiendo observar su efecto comparativo.

Hemos realizado 5 series de 5 conejos en
una primera experiencia, que nos llevd a la
conclusidn que los defectos condrales testi-
gos no mostraban regeneracion, en tanto
que en los injertados la habia siempre en
distintos estadios, hecho que abogaba en fa-
vor de la presa del injerto y de su capacidad
condrogénica. ‘

FIG. 6.—Junto al cartilago se extrae el pericondrio posterior,
dejando ver en el fondo del defecto la piel ventral de la oreja del
conejo.
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Admitida su capacidad condrogénica,
habria -que explicar su mecanismo. Cabria
pensar si el pericondrio: 1) Era condrogéni-
co por si mismo. 2) Actuaba como inductor
de los extremos condrales de seccion. 3) Me-
canismo combinado de los dos anteriores. 4)
Mero papel mecanico de relleno del defecto,
comportandose como cualquier tejido co-
nectivo inmaduro que posteriormente sufri-
ria un cambio metapldsico.

Con fines de indole practica y clinica,
pues, nos interesamos en conocer el origen
del tejido regenerado, y para ello creamos
los siguientes modelos experimentales:

El tejido pericondrial objeto del tras-
plante se marco previamente a su sutura
con timidina tritiada, con objeto de detectar
en el regenerado cualquier célula marcada y
determinar sin género de dudas su origen
pericondrial.

Esta experiencia exigia trabajar en mar-
cajes in vitro con cultivos de tejidos.

Esta parte experimental, aunque nos re-
sultd tediosa y llena de dificultades, los in-
jertos procesados no nos permitieron obte-
ner datos ostensibles, posiblemente por des-
conocimiento del tiempo de incorporacion
de la timidina en el cartilago, por las condi-
ciones particulares de sus células y de la re-
generacion condral.

Sin embargo, creemos que esta experien-
cia, salvando esta falta de conocimiento del
metabolismo y utilizando la captacion de
timidina por cateterismo y perfusion de la
arteria dorsal de la oreja del conejo, estable-
ciendo un circuito cerrado de perfusion me-
diante la canalizacion de la vena dorsal de
la oreja y utilizar una bomba de perfusion
de timidina, permitiria recoger datos intere-
santes para juzgar la actividad condrogénica
del pericondrio.

Nosotros nos decidimos a estudiar el te-
jido condral neoformado utilizando el méto-
do citofotométrico a través de la tincion del
Feulgen y con el citofotometro de integra-
cién disefiado exprofeso, que permite reco-

nocer las células que estan en fase S de la
mitosis- y de ello deducir el origen de las
mismas, bien de los extremos condrales de
seccion, o de la zona media pericondrial.

Los resultados, en una serie de 5 cone-
jos, nos mostraron que en el regenerado el
predominio de células en fase S y G2 era en
la periferia.

En los extremos del cartilago el porcen-
taje de células en fase S nos las mostrd en
las zonas proximas al pericondrio, lo que
nos hacia intuir su origen a expensas del
mismo.

En un deseo de mostrar la especificidad
del pericondrio realizamos un modelo expe-
rimental semejante al anteriormente utiliza-
do, pero injertando fascia muscular en vez
de pericondrio.

La irregularidad en los resultados y la
existencia de actividad en los extremos del
regenerado nos hizo desestimar el papel de
relleno del pericondrio impidiendo la inva-
sion fibrobldstica con el hematoma.

De los estudios realizados en esta tesis se
demuestra que el cartilago regenerado, a tra-
vés del injerto pericondrial autélogo, sutura-
do sobre un defecto condral y pericondrico
quirurgicamente creado, lo era a expensas
del pericondrio, demostrando su actividad
no sélo en los colgajos, sino también en los
injertos.

En nuestra experiencia, realizada en se-
ries de conejos inmaduros, se demostrd re-
generaciones condrales tras 3, 6, 12 semanas
del trasplante.

El regenerado se asemeja a las condicio-
nes estructurales del cartilago maduro de los
extremos de secrecion.

Este prolifico desarrollo condral puede
quiza ser explicado por la relativa facilidad
de revascularizacion de esa membrana peri-
condrial suturada sobre un receptor adecuado.

En este sentido los éxitos alcanzados en
las regeneraciones condrales: por otros auto-
res a expensas de colgajos pericondriales,

que conservan su vascularizacion, podrian
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FIG. 7.— Pericondrio.

ser debidos mds a la accidn pericondrial
como injerto que a la posible vasculariza-
cién, ya que, como hemos podido compro-
bar en nuestras experiencias, el riego arte-
rial pericondrico es muy tenue y débil.

La inactividad relativa de los extremos
condrales maduros de seccion parece des-
prenderse de los estudios citofotométricos
de deteccidon del DNA.

El pericondrio auricular de la oreja del

conejo es estructuralmente una membrana.

semitransparente, relativamente insignifi-

cante y quizd de actividad no especifica, y
por ello puede ser moldeada o seccionada
sin sufrir alteraciones importantes de su
funcion.

El grado de respuesta obtenido variaba
considerablemente de unos anirhales a
otros, y para nosotros este hecho viene vin-
culado fundamentalmente a dos factores:
tiempo de duracion de la experiencia, y
condiciones locales del lecho receptor.

El crecimiento condral normal se esta-
blece por dos mecanismos diferentes que se

FIG. 8.~ Pericondrio suturado sobre el defecto.
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FIG. 9.~ Injerto suturado en posicion.

complementan: aposicional e intersticial. En
el primero las células van proliferando des-
de el pericondrio, mientras que en el segun-
do las mitosis representan la primera fuerza
de crecimiento.

Pues bien, de nuestras preparaciones his-
tologicas parece desprenderse que el hecho
inicial corresponde al crecimiento pericon-
drial aposicional, para en un segundo tiem-
po dé paso al dependiente del aumento de
células en mitosis.

De todo lo expuesto se deduce que los

injertos pericondriales suturados sobre de-
fectos quirurgicos son capaces de regenerar
cartilago, si bien el mecanismo biomecanico
o biologico permanece por aclarar.

Conclusiones

- La importancia de dilucidar el papel del
pericondrio en el regenerado condral viene
derivada de las innumerables situaciones
planteadas en cirugia reparadora, donde se

FIG. 10.— Obtencion de la fascia muscular.
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requiere cartilago con actividad citogenética
propia y con supervivencia garantizada.

- De nuestras experiencias se deriva como
primer hecho que el pericondrio utilizado
como un 1njerto libre sobre un defecto con-
dral es capaz de formar tejido condral de re-
lleno.

- El regenerado histolégicamente alcanza a
tener el mismo aspecto e histologia que el
cartilago de los extremos de seccion.

— El papel condrogénico del pericondrio se
explicaria por su capacidad de pronta revas-
cularizacion a expensas del lecho.

— Para extraer conclusiones validas se exige
que lo trasplantado sea exclusivamente peri-
condrio, y por ello la técnica quirurgica se
realiza bajo microscopio; de ello deducimos
la poca credibilidad de las publicaciones
que no cumplen con rigor este paso del ta-
llado..

- El estudio citofotométrico nos ha sido va-
lido para juzgar de la actividad condrogénica.

- Es evidente que los extremos maduros de
seccion en el defecto muestran actividad mi-
tdsica, pero no es menos claro que ninguna
ha sido capaz por si misma de rellenar una
pérdida de sustancia.

—Las dreas subyacentes del pericondrio
muestran una actividad condrogénica pro-
pia, siempre a partir de la cara fértil peri-
condrial.

— Esta proliferacion es capaz de alcanzar a
rellenar per se la pérdida de sustancia y a
confluir con los extremos condrales madu-
ros de la brecha quirurgica.

— El cartilago formado en una primera fase
adquiere las caracteristicas del cartilago hia-
lino inmaduro.

— Este cartilago inmaduro evoluciona hacia
fibrocartilagd, primero en islotes y poste-
riormente se produce un relleno total.

- La garantia de la presa del injerto, de la
actividad condrogénica de crecimiento y la
supervivencia del mismo, exigen que los in-
Jertos condrales deban ser portadores del pe-

ricondrio, y que éste, a su vez, se revascula-
rice.
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