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INVESTIGACIÓN BÁSICA O CLÍNICA

R
ealizamos un autotransplante subcutáneo, en anima-

les inmunocompetentes (24 conejos), de cartílago ex-

traído del pabellón auricular, tratado mediante técni-

cas  de  i ngen ie r í a  t i su l a r  y  embeb idos  en  un  po l íme ro

reabsorbible (Ethisorb®) que le sirve de sostén. Encontra-

mos que se produce un cartílago de buena calidad, con la

expresión del colágeno tipo II y sin observar fenómenos de

rechazo del injerto.

W
e perform a subcutaneous autograft, in animals with preser-

ved immunity (24 rabbits), of cartilage taken from the auri-

cle, treated with tissue engineering thecnics and embebed

in a reabsorbable polimer (Ethisorb®) that acts as base. We observed

a good qualilty cartilage with the expression of collagen type II and

without graft rejection phenomenon.
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INTRODUCCIÓN

El tejido cartilaginoso es uno de los pilares fun-
damentales en la especialidad de Otorrinolaringolo-
gía. En caso de pérdida no se puede restituir por lo
que su conservación debe ser prioritaria. Al no en-
contrar un tejido que pueda reemplazar al cartílago,
tanto en su estructura, como en su flexibilidad, to-
das las investigaciones han discurrido en el intento
de encontrar una manera de poder "fabricar" cartí-
lago. Con los avances científicos en el campo de la
ingeniería tisular, a partir de unas pocas células de
cartílago se pueden obtener una gran cantidad de
ellas, que si se siguen dividiendo podrán formar un
tejido cartilaginoso que pueda sustituir al dañado o
extraído.

En la especialidad de Otorrinolaringología el tras-
plante de cartílago ha tenido relevancia en el intento
de sustituir defectos de éste para conseguir una inte-
gridad anatomofuncional completa tanto en lesiones
de la laringe, nariz, traquea, pabellón y oído medio.
Los problemas vienen derivados de la necesidad de
obtener una cantidad buena de cartílago con unas ca-
racterísticas similares al tejido a trasplantar.

Cuando se cultivan condrocitos en monocapa
nos enfrentamos a un problema de desdiferen-
ciación de estos hacia una línea fibroblástica1. En
este proceso, es difícil mantener la morfología y la
funcionalidad de los condrocitos normales, es decir
las células cambian a un aspecto estrellado y modi-
fican su capacidad de producir colágeno tipo II y
proteinglicanos específicos del cartílago. Efectiva-
mente los fibroblastos que se obtienen del cultivo
de condrocitos producen colágeno tipo I y tipo III y
fibronectina2,3. En 1982, Benya y Schaffer4 consi-
guieron aislar condrocitos de conejo demostrándo-
se que pueden ser cultivados de manera extensiva,
en su forma desdiferenciada, para aumentar el nú-
mero de células y que, cuando se realizaban sub-
cultivos de agarosa, se reexpresaba el fenotipo
condrocítico normal. Bujía y cols5 en 1993, demos-
traron que la rediferenciación de los condrocitos  en
medio tridimensional (suspensión y gel de agarosa)
era completa, adquiriendo de nuevo una morfología
y funcionalidad completas, observando además la
formación de matriz pericelular en los cultivos con
agarosa. En este sentido cuanto más diferenciado
estaba el cultivo más disminuía la tasa de creci-
miento celular.

Para poder estructurar un tejido a base de célu-
las independientes se necesita una sustancia o me-
dio de sostén, que produzca una distribución tridi-
mensional del cultivo celular y que a su vez sean
capaces de inducir la producción de matriz. Más re-
cientemente se ha intentado encontrar una sustan-

cia o material que, sirviendo de soporte pueda pro-
ducir matriz, y que posteriormente se reabsorba o
desaparezca tras el trasplante6-9. 

Las ventajas de usar una estructura sólida radi-
ca en la mayor resistencia mecánica dando mayor
estabilidad a la forma del tejido obtenido. La rela-
ción entre el volumen y el área de contacto debe
ser alta, para obtener la mayor adhesión celular ho-
mogénea. En este sentido un transportador en for-
ma de mechas no entrelazadas es el más adecua-
do para realizar el proceso de ingeniería tisular. Se
debe tener en cuenta dos requisitos importantes a
la hora de producir un injerto adecuado: La diferen-
ciación y producción de la matriz extracelular debe
ser comenzada "in vitro" para evitar la formación de
fibrocartílago y que el trasplante rellene por comple-
to el defecto estructural10.

Diversos han sido los polímeros que se han
usado en la fabricación de tejido cartilaginoso. Ca-
da día con el avance en los procesos de investiga-
ción se añaden a este campo nuevos productos
que mejoran si cabe a los anteriores. El material
debe ser una sustancia inocua, reabsorbible y que
ofrezca una determinada estructura de sostén para
que las células de los tejidos se adhieran a él y for-
men un entramado lo más parecido al tejido origi-
nal. La geometría que tiene el material es un pará-
metro importante en la adhesión celular11.

En los últimos años se ha usado mechas de ma-
terial con polímeros reabsorbibles no entretejidos, ya
que ofrecen la mayor superficie de adherencia, sir-
ven de sostén y no interfieren con el tejido del hués-
ped. Además esta distribución homogénea de las fi-
bras procura una ordenación homogénea de las
células incluidas en el material12.

Viviente10 en 1997, utiliza mechas no entrelaza-
das de ácido poliláctico y ácido poliglicólico en sus
experiencias en criopreservación.

Aigner y cols13 en 1998, emplean polímeros ba-
sados en el ester benzílico del ácido hialurónico en
sus trabajos para la producción de cartílago para su
sustitución en defectos previamente realizados. 

El primer problema con el que nos encontramos
es el de la desdiferenciación de los condrocitos en
el cultivo monocapa y su posterior rediferenciación,
con la expresión adecuada del colágeno tipo II, en
el cultivo tridimensional. 

Actualmente la postura más común y la más uti-
lizada es la de emplear polímeros como transporta-
dores y como medio de sostén para los condrocitos
a la hora de trasplantar cartílago.

Park y Ward14 en 1995, presentan injertos auri-
culares en conejos realizados mediante cultivo tridi-
mensional, implantándolos subcutáneamente, obte-
niendo buenos resultados morfofuncionales. Muy



recientemente las líneas de investigación se enca-
minan a la terapia génica como marcador del esta-
do de diferenciación de los condrocitos y para evi-
tar la degeneración y destrucción del cartílago,
incluso participa en los mecanismos de reparación
del cartílago. 

MATERIAL Y MÉTODOS

Hemos usado 24 conejos de la raza Nueva Ze-
landa (New Zeland) del Animalario de la Universi-
dad de Murcia, utilizando animales recién desteta-
dos, con independencia de sexo y genéticamente
dispares. 

Se ha utilizado el Ethisorb® (Ethicon, Norders-
tadt, Alemania) que se trata de un polímero de fi-
bras no entrelazadas reabsorbibles de ácido polilác-
tico (90%) y ácido poliglicólico (10%), siendo el
Polidioxano (1%) el factor de adhesión entre las fi-
bras. 

A 12 conejos se les extrae una muestra del pa-
bellón auricular. La muestra de cartílago se trocea
en pequeños fragmentos de entre 1-2 mm2. Se le
añade colagenasa tipo II (Seromed, Alemania) con
una concentración de 2 mg/ml, hialuronidasa (Ser-
va, Alemania) con una concentración de 1 mg/ml y
ADN-asa con una concentración de 0,5 mg/ml, para
la digestión enzimática de la matriz. El material ob-
tenido se filtra en un tamiz para separar los trozos
grandes que no se hayan digerido. Los condrocitos
que hemos obtenido se introducen en unas placas
de crecimiento celular con diferentes tamaños de
pocillos, con capacidad diferencial. Estas placas tie-
nen la propiedad de que los condrocitos viables se
adhieran al suelo. Se usan varios pocillos, dividien-
do la muestra entre ellos y rellenándolos hasta el
borde de medio de cultivo (DMEM con 4.500 mg/l
de glucosa), suero de ternera fetal al 20% y genta-
micina al 1% (unos 5 ml). Todos los días se revisan
las placas para observar el crecimiento celular y ca-
da 2-3 días se cambia el medio de cultivo, todo
siempre en cámaras de flujo laminar y en condicio-
nes de máxima esterilidad, ya que esta fase del ex-
perimento es en la que más fácilmente puede pro-
ducirse una contaminación. Cuando todo el pocillo
esté lleno de células (y dado que el contacto entre
los fibroblastos inhibe su crecimiento), se realiza un
proceso de tripsinación, que consiste en añadir tris-
pina + EDTA (quelante de Calcio) a una concentra-
ción de 0,05 mg/ml (tripsina 0,05 mg/ml y EDTA a
0,2 mg/ml), para que se separen las células. La
cantidad obtenida se reparte entre los pocillos de
una placa de cultivo con compartimentos de mayor
capacidad y superficie. Este proceso se puede re-

petir todas las veces que sean necesarias hasta
obtener el número deseado de células.

Los condrocitos en suspensión al 1% en agaro-
sa se colocan en el material, se le añade poli-L-Li-
sina como adherente celular y se recubre toda la
muestra con agarosa al 2%, polimerizada previa-
mente con hielo. Esta muestra se introduce en una
Cámara de Perfusión Continua (Minucells & Minu-
tissue, Bad Abbach, Alemania) durante aproxima-
damente 30 días obteniéndose una pieza rectangu-
lar de 1 x 1,5 cm (Todo este proceso se realizó en
colaboración con el Dr. Joaquín Aigner de Ludwig-
Maximillian- Universitat de Munich. Alemania).

A todos los conejos se les implanta en el pabe-
llón auricular contrario a la toma de la muestra, el
producto obtenido. A otros 12 conejos se les im-
planta en el pabellón auricular contrario a la toma
de la muestra, una pieza del material Ethisorb® so-
lo sin condrocitos. Se sacrifican al mes de la inter-
vención a un grupo de conejos, a los 3 meses a
otro y los restantes a los 6 meses (Fig. 1).

Se extrae una porción amplia del pabellón au-
ricular englobando el implante. Se cubren con Ti-
ssue-Teck® (Miles, Elkhart, EE.UU.) y se ultacon-
gelan con nitrógeno líquido y estudiándose pos-
teriormente con las técnicas de de Hematoxilina-
Eosina, Azul Alcian, Tricrómico de Massón e In-
munohistoquímica con anticuerpos anti-colágeno
tipo II.

Las fotografías realizadas en las tinciones Azul
Alcian y Tricrómico de Massón se analizan median-
te un software informático específico: Adobe Pho-
toshop 5,0®, con el cual se analizan las cantidades
relativas de color que se han teñido, obteniendo
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Figura 1. A. Esquema del diseño del experimento. Al animal de
experimentación (A) le extraemos una pequeña muestra de

cartílago (B). Aislamos los condrocitos (C) mediante digestión
enzimática de la matriz y realizamos el cultivo celular en

monocapa (D). Añadimos los condrocitos al polímero (E) y se
introduce en la Cámara de Perfusión Continua . El biomaterial
obtenido (Ethisorb + condrocitos) (F) se implanta en el mismo

conejo (G).



unos resultados cuantitativos de crecimiento y vitali-
dad del implante (Método de O’Driscoll)15.

Estos datos cuantitativos se estudian mediante
un análisis estadístico utilizando una estadística
descriptiva de las variables cuantitativas calculando
los parámetros característicos: media, error de la
media, desviación típica y rango. La comparación
de grupos se ha realizado mediante un análisis de
la varianza de dos vías complementado con con-
trastes de igualdad de pares de medias con el test
de la t-Student y la corrección de Bonferroni, que
nos determinará la validez de la demostración de
nuestras hipótesis de trabajo. 

RESULTADOS

A. ANÁLISIS MACROSCÓPICO

El aspecto morfológico era similar en todas
ellas, teniendo la apariencia de una sobreelevación
sobre la piel interna del pabellón. En cuanto a su
contextura, se apreciaron diferencias entre los im-
plantes con condrocitos y los que no presentaban
condrocitos. Los que sí tenían células presentaban
una elasticidad aumentada sobre los que no in-
cluían células.

B. ANÁLISIS MICROSCÓPICO

Con la tinción de Hematoxilina-Eosina encontra-
mos un aumento importante de la celularidad a lo
largo del tiempo en los implantes del polímero con
condrocitos, en contraposición con el aumento mo-

derado de la celularidad en el caso del material solo.
En el caso de la producción de mucopolisacáridos
ácidos, detectado con la tinción de Azul Alcian, en-
contramos la existencia de un aumento muy signifi-
cativo de la producción de matriz en el caso del polí-
mero con cultivo celular. Con la tinción de tricrómico
de Massón encontramos un aumento significativo de
la tinción en ambas preparaciones, en los dos pro-
cesos se produce una fibrosis colágena importante.
Con la técnica de Inmunohistoquímica se aprecia,
en el caso del implante con cultivo celular o con
condrocitos, una intensa tinción que traduce una
existencia de colágeno tipo II, en contraposición con
el polímero solo que apenas se tiñe (Fig. 2).

C. ESTUDIO ESTADÍSTICO

Es estadísticamente significativo (p = 0,0001)
que en el transcurso del tiempo desde los implan-
tes, existe un crecimiento de los mucopolisacáridos
ácidos, es decir, de la producción de matriz. Este
crecimiento es mayor en los injertos de Ethisorb®
que se asocian al cultivo de condrocitos, que en el
mismo polímero solo (Fig. 3). 

En cuanto a la producción de fibras, no hemos
hallado diferencias estadísticamente significativas.
Esto se debe a que comparamos cuntitativamente
la cantidad total de fibras colágenas, no específica-
mente la producción de colágeno tipo II.

DISCUSIÓN

La capacidad del implante de tener un compor-
tamiento similar al cartílago nativo es una premisa
pretendida en este trabajo. En este sentido Aigner y
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Figura 2. Tinción con la técnica de Inmunohistoquímica. Se
aprecia la importante coloración de la muestra de Ethisorb con
condrocitos, que demuestra la existencia de colágeno tipo II, en

relación con la pobre captación de tinción en la muestra de
Ethisorb sin condrocitos.

Figura 3. Gráfica de evolución en el tiempo del crecimiento de la
matriz intercelular. Es estadísticamente significativo que existe

un crecimiento de la producción de matriz a lo largo del tiempo y
que es mayor en las muestras de Ethisorb con condrocitos.



cols13, Wambach y cols16 y en general la mayoría de
los autores expresan la necesidad de obtener tejido
cartilaginoso sin recurrir a utilizar el de otras partes
del organismo, con la consiguiente limitación cuanti-
tativa.

Las técnicas modernas de ingeniería tisular nos
permiten disponer de cartílago sin importar la cuan-
tía necesaria. Miura y O’Driscoll17 obtienen condro-
citos del periostio. Los resultados más favorables
del autotrasplante con el polímero Ethisorb® con
condrocitos nos indican que en el futuro el uso de
esas fibras reabsorbibles es la opción más adecua-
da. Además con los avances de la industria farma-
céutica se obtendrán materiales bioreabsorbibles
más modernos que mejoraran estos resultados.

Katsube y cols18 y Park y cols19 experimentan
con nuevos polímeros, indicando sus buenos resul-
tados pero observando que con los avances de la
técnica se podrían mejorar.

La necesidad de evitar el sistema inmunológi-
co nos lleva a utilizar células cultivadas del propio
organismo que, al dividirse mediante técnicas de
ingeniería tisular, podrían alcanzar el número de-
seado para sustituir cualquier cantidad de cartíla-
go dañado. En este punto si no se produce una
matriz extracelular adecuada, que impida el paso
de las moléculas responsables de la inmunidad,
los condrocitos y el material podrían ser destrui-
dos. 

Son muy importantes los trabajos de Bujía y
Pitzke20,21 donde describen la presencia de molécu-
las de adhesión intercelular (ICAM-1) en la apari-
ción de los fenómenos de rechazo. 

Nada más lejos de la realidad, el implante del
polímero Ethisorb® con condrocitos en cultivo ob-
tiene buenos resultados en cuanto a la vitalidad y la
capacidad de reexpresar el fenotipo condrogénico.
En cuanto a los injertos de material solo, sin con-
drocitos, se observa una baja capacidad formadora
de cartílago en los implantes subcutáneos, ya que
no presentan células que puedan crecer y formar
un tejido cartilaginoso. Aunque en algunos pocos
casos aparecen fenómenos de condrogénesis (for-
mándose formas juveniles de cartílago), en la ma-
yoría se produce su reabsorción y desaparición, de-
jando un resto de fibrosis. 

Cuando el polímero va acompañado de condro-
citos, la capacidad de formar un tejido fibroso no se
refleja. En este caso pierden esa característica y se
comportan como materiales inertes. Rudert y cols22

establecen la total reabsorción del material cuando
éste va acompañado de células, sin encontrar res-
tos fibrosos en la zona del implante. Ésto sería la
consecuencia de la formación por parte del implan-
te de un cartílago de buena calidad, sustituyendo

poco a poco al polímero y rellenando todo el espa-
cio ocupado por éste. 

En las zonas próximas al pericondrio, en algún
caso durante la intervención quirúrgica, es muy difí-
cil no rozar la capa externa del pericondrio. En este
punto (encontrado sólo en una de las preparacio-
nes) hemos encontrado focos de condrogénesis.
Miura y cols17 observan este fenómeno incluso
cuando el implante se coloca o roza el periostio en
autoinjertos osteocondrales. La importancia del pe-
ricondrio por su disposición condrogénica es un he-
cho demostrado. 

Los procesos de desdiferenciación celular y pos-
terior rediferenciación no afectan en nuestro experi-
mento a la calidad del cartílago implantado. La ca-
pacidad de reexpresar el fenotipo de condrocito se
restituye totalmente tras la inclusión de los condro-
citos en el material y la construcción de la pieza a
implantar. 

Este punto está muy contrastado por la mayoría
de los autores en sus experiencias tanto "in vivo"
como "in vitro". 

La viabilidad de los condrocitos implantados es
muy alta, encontrando pocos procesos de degene-
ración de las células o de vacuolización, lo que se
correspondería con un injerto avital y al posible es-
trés de las células del tejido en la intervención. A lo
lago del tiempo se observa un crecimiento del nú-
mero de condrocitos, ya que, aunque cuando se im-
planta el biomaterial ya se ha formado cartílago,
continúa creciendo de manera progresiva hasta re-
llenar casi todo el espacio diseccionado, guiado por
los restos de fibras no reabsorbidas todavía del po-
límero.

Aigner y cols13, Wambach y cols16, Rahfoth y
cols23 y Katsube y cols18 obtienen altas tasas de vi-
talidad celular en sus implantes, sin encontrar pro-
cesos de vacuolización ni degeneración del injerto. 

Los procesos de creación de la matriz extracelu-
lar y la producción de tejido cartilaginoso comien-
zan a las pocas horas del cultivo tridimensional, de-
duciendo que cuando hemos implantado la pieza
ya existe tejido cartilaginoso. "In vivo" continúa pro-
duciéndose matriz hasta que se rellena toda la zo-
na del autotrasplante.

Con las nuevas investigaciones en el campo
de la ingeniería genética24-26 además de evitar la
degeneración del tejido cartilaginoso, se preten-
de ayudar a los implantes en el crecimiento ade-
cuado, diferenciación más rápida y evitar fenó-
menos poco frecuentes de reabsorción. En los
casos de pérdida accidental o exéresis quirúrgi-
ca, el autotrasplante de cartílago neosintetizado
con polímeros reabsorbibles sería la única alter-
nativa eficaz.
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CONCLUSIONES

El cartílago que se produce en los implantes
con condrocitos es un tejido similar, en todos los
aspectos morfofuncionales, al normal encontrado
en el resto del organismo. 

Los polímeros sin células producen focos de
condrogénesis pero con un cartílago de baja cali-
dad y con poca síntesis tanto de mucopolisacáridos
ácidos como de colágeno tipo II (fenómenos de fi-
brosis). Los injertos de polímeros con condrocitos

presentan previamente al implante una estructura
similar al cartílago al visualizarlos por microscopía
electrónica, diferenciándose sólo en la presencia
del material. La viabilidad de las piezas con condro-
citos trasplantadas es muy alta, presentando una
evolución en el tiempo progresiva hacia la forma-
ción de cartílago maduro. No se han producido fe-
nómenos de rechazo agudo ni subagudo en todos
los animales de la investigación. En pocos casos
se han producido reacciones a cuerpo extraño en
la periferia del implante.
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