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RESUMEN

ste trabajo comprende la obtencion de andamios 3D

por la técnica llamada “Descelularizaciéon” que utiliza

como principio la perfusion de disoluciones a través del

lecho vascular de un 6rgano.

La descelularizacion se llevd a cabo en un

dispositivo, disefiado y construido especificamente para

]

este propésito, llamado Bio-MEC, el cual garantiza la

obtencién de la matriz extracelular (MEC), conservando
su integridad estructural y su composicion (1) (2). Las variables que se consideraron para su
disefio son: tamano de los érganos, concentracion del agente quimico, flujo y volumen
requerido de la disolucién, ademas, se evaluaron los materiales utilizados en la construccion de
dicho dispositivo con un ensayo de degradacion. Los contenedores fueron seleccionados y
disefiados de acuerdo con el tamafio de cada érgano y de un material inerte a los agentes

quimicos utilizados.
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La descelularizacion consiste en extraer todas las células, las cuales pueden ser
reconocidas como agentes extrafios por el sistema inmune del receptor, con la ayuda de
diferentes disoluciones que permiten la disrupcion celular (3), dejando tan solo la MEC (4), esta
estructura de soporte se compone principalmente por colagena, elastina y otras proteinas de
sefalizacion quimica, conservando la intrincada arquitectura interna del érgano y su forma

basica (5).

Los andamios obtenidos se evaluaron mediante técnicas histologicas, en secciones
bidimensionales de tejido (6). Para un analisis general, se utilizé la tincion de Hematoxilina-
Eosina, con la cual se observdé una descelularizacion eficiente por la ausencia de nucleos y
citoplasma celular, ademas de esto, la presencia de la MEC fue confirmada mediante la tincion
Tricrdmica de Masson, la cual permitié apreciar la ausencia de células y la permanencia de

colagena.

La arquitectura del 6rgano fue analizada mediante Microscopia Electronica de Barrido
(MEB) la cual proporciona informacion de la estructura en tres dimensiones del andamio antes
y después de ser descelularizado: la preservacion de estructuras propias de cada 6rgano,

vasculatura, porosidad y dafos en el andamio.

Con la espectroscopia infrarroja (IR) se corroboré la presencia de colagena en el
andamio obtenido, identificando las bandas caracteristicas y la contribucion de algunos
aminoacidos. De manera conjunta, se evalud la presencia del acido desoxirribonucleico (DNA)
en la disolucion descelularizante mediante cuantificacion por espectrofotometria ultravioleta-

visible (UV-vis), con lo cual se corroboré la extraccion de material genetico.

Los analisis térmicos (TGA y DSC) proporcionaron informacion del comportamiento de la
MEC del andamio, en comparacién con un material de referencia de colagena tipo | (COL), al
ser sometido a cambios de temperatura y asi estudiar: la estabilidad en ciertos intervalos de
temperatura, la desnaturalizacion de las proteinas presentes en el andamio, la degradacion del

mismo asi como la pérdida de masa.
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El dispositivo Bio-MEC permitié obtener andamios 3D con las caracteristicas requeridas
para cada 6rgano, ya que la arquitectura presente en estos andamios es igual al érgano que se
descelulariz6. Ademas el andamio obtenido por descelularizacion presentd un mejor
comportamiento, comparado con el andamio de colagena (COL) que se utiliz6 como referencia,

ya que las temperaturas de desnaturalizacion y degradacién son mayores.
Posteriormente (no abarcado en esta tesis), esta estructura servira de soporte para las

células del paciente receptor (7), con lo que se pretende obtener un érgano Bioartificial

completo y funcional (8).
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Tabla de Abreviaturas

Bio-MEC Biomateriales — Matriz Extracelular

CD Columna de descelularizacion

CcMC Concentracion micelar critica

CLG Colagena

DNA Acido desoxirribonucleico (por sus siglas en ingles)

DSC Calorimetria diferencial de barrido (por sus siglas en ingles)
GAG Glicosaminoglicano (por sus siglas en ingles)

IIM Instituto de Investigaciones en Materiales

IR Espectroscopia infrarroja

IT Ingenieria de Tejidos

MEC Matriz extracelular

PBS Buffer fosfato salino (por sus siglas en ingles)

RNA Acido ribonucleico (por sus siglas en ingles)

SDS Dodecilsulfato de Sodio

SEM Microscopia Electronica de Barrido (por sus siglas en ingles)
TBF Tributil fosfato

TGA Analisis Termogravimétrico (por sus siglas en ingles)

TX1 Triton X100

UNAM Universidad Nacional Autbnoma de México

UV-vis Ultravioleta-visible
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Introduccion

PLANTEAMIENTO
DEL PROBLEMA

a fabricacion de andamios 3D para la regeneracion o

sustitucion de organos internos en México se

encuentra en desarrollo y los andamios elaborados por

técnicas como: bioespumas, electrohilado, liofilizacién,

entre otras, presentan ciertas limitaciones como la

vascularidad, porosidad, composicion y tener proteinas
de sefalizacién que en conjunto mimeticen la matriz

extracelular.

Debido a su complejidad estructural la matriz
extracelular (MEC) aun no es posible sintetizarla a nivel
laboratorio (4), ya que la MEC para cada 6rgano es
diferente (9).
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Por otro lado, factores como el tamano de los érganos (equivalente al tamafo del
andamio), la materia prima para fabricar los andamios y el costo de fabricacidn, propician que
los dispositivos que se encuentran en el mercado sean escasos y de costo elevado, siendo
poco adecuados para obtener andamios con los requerimientos necesarios para regenerar o

sustituir 6rganos completos o grandes secciones de ellos.

Para la fabricacion de érganos artificiales (elaborados con materiales sintéticos), que
abarca desde la sintesis de las materias primas, la caracterizacién, disefio y fabricacion del
dispositivo hasta las pruebas preclinicas y clinicas, se requieren afios de investigacion para
imitar el funcionamiento del 6rgano o tejido en cuestion, sin olvidar que actualmente solo son

temporales.
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/

HIPOTESIS

s posible construir un dispositivo que permita
obtener andamios 3D de matriz extracelular
controlando variables como: volumen, concentracion,
flujo volumétrico y agente quimico de la disolucién

descelularizante.
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OBJETIVOS DEL

PROYECTO

isenar y construir un dispositivo para la obtencién de
andamios 3D, a partir de 6rganos de cerdo que puedan

emplearse en ingenieria de tejidos.

e Evaluar el funcionamiento del dispositivo para
obtener andamios de matriz extracelular a partir de la
descelularizacion de o6rganos de origen animal

empleando la perfusién de disoluciones.

e Confirmar la descelularizacién del andamio

obtenido.
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IMPORTANCIA'Y
LIMITACIONES

os andamios fabricados en el laboratorio de

Biomateriales (IIM - UNAM) por las técnicas

\ mencionadas anteriormente, aun presentan ciertos

inconvenientes que, sin embargo, son resueltos por los

andamios que se pueden obtener al descelularizar un

organo, ya que éstos ultimos mantienen la composicion

de la MEC y la arquitectura de cada érgano.

Este trabajo propone la obtencion de andamios
de MEC para rifidon, corazén e higado, siendo una
propuesta viable como solucién a la falta de 6rganos
para trasplante que constituye un problema de salud

publica.
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Como aporte tecnoldgico se construyé el dispositivo Bio-MEC, que facilita la obtencion
de MEC de diferentes 6rganos, ademas este dispositivo permite colocar uno o varios 6rganos a

la vez, dependiendo de su tamafo.

Actualmente, el estudio de 6rganos en el Instituto de Investigaciones en Materiales, se
limita al uso de organos de animales destinados a la experimentacion, dado que la
manipulacion con organos humanos tiene limitantes legales y éticas. Por esta razon, se
decidid trabajar con 6rganos de cerdo que anatdmicamente son parecidos a los 6rganos

humanos.

Los protocolos descritos en el presente trabajo, han sido aplicados de manera
satisfactoria en 6rganos de animales jovenes y sanos sin considerar el efecto de aspectos
como la edad, deformaciones o patologias, asi como la conservacion prolongada de los

organos antes de ser descelularizados.




Introduccion

JUSTIFICACION

e acuerdo al Centro Nacional de Trasplantes, hasta

noviembre de 2015 se han inscrito 20,094 personas en

la lista de espera para trasplante de algun érgano (10).

La lista de espera se conforma de la siguiente

manera por érgano:

12,150 para rifion.
7,467 para cornea.
403 para higado.
51 para corazon.
11 para pancreas.

para rifion y pancreas.
para higado y rifion.

para corazén y pulmon.
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Con referencia a los datos anteriores, se determina que el riidn es el 6rgano con mayor
demanda para trasplante, seguido de cornea, higado y corazén, esto justifica el uso del rifidn
como organo principal de estudio y permite avanzar la investigacion en corazén e higado que

son organos con la vascularidad necesaria para ser colocados en el dispositivo Bio-MEC.

Los andamios obtenidos para la ingenieria tisular, deben imitar las
caracteristicas esenciales de la matriz extracelular tales como composicion,
porosidad adecuada, vasculatura que permita el flujo de nutrientes a las células y la

residencia de proteinas de sefalizacion (11).
La obtencién de andamios de MEC, a través de un proceso de descelularizacion, puede

ser una solucion viable a la demanda de andamios para la regeneracion de tejidos y 6rganos,

ya que cumplen con todas las caracteristicas antes mencionadas.

10
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ANTECEDENTES

N\

/

a ciencia e ingenieria de los biomateriales ha tenido
grandes avances en la obtencién de andamios 3D para
piel (12), cartilago (13), vejiga-uréter (14), traquea (15),
vasos sanguineos (16), entre otros, (17); por diferentes
técnicas como bioespumas (12), electrohilado (18),
solvent cast (19), liofilizacion (20), 3D printing (21),
sinterizacién selectiva por laser (22), entre otras (23),
que imitan la estructura de un tejido u érgano y son
fabricados con materiales, biocompatibles, bioactivos

y/o bioreabsorbibles (24).
Estos andamios sustituyen la MEC, que es

secretada por las células y deben permitir la migracion,

proliferacion y diferenciacion celular (25) (26).

13
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Lo ideal es fabricar un andamio de MEC, sin embargo, actualmente la posibilidad de
sintetizar MEC en el laboratorio es un proceso asequible debido a la complejidad en su
composicion, estructura espacial y falta de caracterizacion (4) (9), ya que la MEC de cada
organo Yy tejido es diferente (27). Existen los andamios biolégicos derivados de MEC que son
usados en cirugia reconstructiva y medicina regenerativa para reparar (28) (29) (30), reconstruir
(31) (32) o reemplazar (33), tejidos u organos; estos andamios son obtenidos por la técnica
llamada descelularizacién (34). En el proceso de descelularizar se eliminan las células y se
preserva casi en su totalidad la estructura y composicion de la MEC (35). La obtencion de
tejidos descelularizados se puede lograr con diferentes métodos: a través de un gradiente de
presion con disoluciones enzimaticas (36), o la inmersion-agitacién en disoluciones (37), por otra
parte, la perfusién de varios agentes quimicos a través del lecho vascular permite obtener

andamios biolégicos 3D de MEC para érganos ya que derivan de érganos completos (38).

El primer reporte de descelularizacién de un érgano fue en el 2008 al tratar un corazén
de rata, el cual present6 una apariencia traslucida de color blanco y estructuralmente similar al
corazon (39); en el periodo de 2009-2010 se reportd la descelularizacién de higado (40), riidn
(41), pancreas, pulmon (42) e intestino delgado en ratas. Mientras que en 2010, se iniciaron las
publicaciones en relacion a descelularizacién de 6rganos mas grandes provenientes de cerdo

como corazoén (2010), higado y rifién (2012).

La complejidad y duracion del protocolo de descelularizacion estan relacionadas con el
grado de conservacion estructural y biolégica. Es importante tener en cuenta el tamafio y peso
del 6érgano, asi como los agentes quimicos y su concentracion para lograr la lisis celular (34), ya
que el tiempo requerido para descelularizar depende de estos factores y puede variar desde un
par de horas hasta semanas. Lo anterior representa un punto critico en el proceso, ya que el
uso indiscriminado de cualquier agente quimico causara danos en la composicién y estructura
de la MEC (43). Por otra parte, para descelularizar 6rganos utilizando la perfusion, se debe
ajustar a las caracteristicas fisioldgicas de cada 6rgano, determinadas por el tamano y edad del
cerdo, incluyendo el flujo, la presién y la velocidad de las disoluciones descelularizantes (44).
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INGENIERIA DE
TEJIDOS

a ingenieria de tejidos (IT), es una ciencia que ha llegado a

\ tener una gran aplicacion en los dUltimos afios, abarca

/ \ disciplinas como Biologia, Medicina, Fisica, Quimica,

Ingenieria, Ciencia de Materiales, Biomateriales, etc., asi
como el desarrollo de tecnologia que son parte del proceso

para generar o regenerar, reparar o reemplazar tejidos e
Lincluso organos enteros con la combinacion de células,

/ biomateriales y proteinas de sefalizacion. (45)

La estrategia clasica de la IT consiste en aislar células
especificas de un 6rgano o tejido para ser cultivadas en un andamio, al que se le pueden
afadir proteinas de sefalizacion, bajo condiciones de cultivo controladas, para obtener un
constructo y colocarlo en el sitio deseado del cuerpo del paciente y asi conducir la formacién de

nuevo tejido en el andamio que puede degradarse con el tiempo. (46)

15
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La biomimética es el area de la ciencia que tiene por objeto el estudio de las estructuras
biolégicas y sus funciones, para aprender acerca de la naturaleza, sus estrategias y soluciones,
y utilizar este conocimiento en diferentes campos de la ciencia. Dentro de la IT, especialmente
en el disefio de andamios, la biomimética representa un camino potencial para el éxito de la
respuesta celular in-vitro e in-vivo, que es un factor vital para promover la produccién de MEC

nativa. (47)

CELULAS

Las células son las unidades funcionales basicas de los organismos complejos. Las que
se relacionan o son similares entre si, asi como las células que funcionan de una manera
particular o tienen un propdsito comun, se agrupan para formar tejidos. Los cuatro tejidos
basicos (epitelio, tejido conectivo, musculo y tejido nervioso) que constituyen el cuerpo, se
unen para formar érganos, que a su vez se integran en sistemas. La labor de cada sistema es
especifica, es decir, implica un conjunto de funciones relacionadas, como digestion,

reproduccion o respiracion. (48)

Aunque el cuerpo humano esta conformado por mas de 200 tipos diferentes de células,
cada una con una funcion diferente, todas las células poseen ciertas caracteristicas
unificadoras y por tanto pueden describirse en términos generales (Figura 1). Cada célula esta
rodeada por una membrana plasmatica bilipidica, posee organelos que le permiten realizar sus
funciones, sintetiza macromoléculas para su uso o secrecion, genera energia, es capaz de

comunicarse con otras células y con su entorno.

El agua representa el mayor volumen del citoplasma y en ella se disuelven o suspenden
diversas sustancias inorganicas y organicas. Esta suspension liquida se denomina citosol y
contiene los organelos, estructuras metabdlicamente activas que llevan a cabo funciones

precisas.
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Ademas, la forma de las células, su capacidad para moverse y las vias intracelulares
dentro de ellas se conservan por un sistema de tubulos y filamentos que se conoce como

citoesqueleto. (49)

La descelularizacién interactua directamente con la membrana plasmatica y esta es la
parte mas importante de la célula para nuestro estudio, por tal motivo, se abordara de manera
particular para entender sus componentes principales y sus caracteristicas para asi

comprender la interaccidn con las sustancias descelularizantes.

Las células tienen una membrana que separa y protege sus componentes del medio
externo. Todas las membranas celulares estan compuestas por lipidos y proteinas y comparten

una estructura fundamental comun, independientemente de su localizacion.

El componente lipidico esta formado por millones de moléculas de lipidos organizados
en dos laminas intimamente adosadas que conforman una bicapa lipidica. Esta bicapa es la
responsable de la estructura fundamental de la membrana y actua como una barrera de

permeabilidad. (50)

Las moléculas proteicas median la mayoria de las otras funciones de la membrana y

confieren a las distintas membranas sus caracteristicas individuales.
Los lipidos presentes en las membranas celulares combinan dos propiedades muy

diferentes en una misma molécula: cada lipido posee una cabeza hidrofilica (que atrae al agua)

y una o dos colas hidrocarbonadas hidrofobicas (que repelen el agua). (51)

17
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Figura 1. llustracion general de una célula animal. Se Figura 2. llustracion de una vista tridimensional de la
ilustra el nucleo, varios organulos, el citoplasmay la membrana celular. Imagen modificada de (50).
membrana celular. Imagen modificada de (50).

Las moléculas con propiedades hidrofilicas e hidrofébicas se denominan anfipaticas.
Esta caracteristica quimica es compartida por otros tipos de lipidos de membrana y desempefia

un papel importante en el ensamblaje de los lipidos en forma de bicapa.

La cabeza hidrofilica es atraida por el agua mientras que la cola hidrofébica rechaza el
agua y tiende a agregarse con otras moléculas hidrofébicas. Pero como el interior de la célula
contiene agua y su exterior esta rodeado por agua, este conflicto se resuelve inteligentemente

por medio de la formacién de una bicapa lipidica.
Las cabezas hidrofilicas quedan expuestas al agua en ambas superficies de la

membrana mientras que las colas hidrofébicas quedan protegidas del agua y se ubican unas

junto a las otras en el interior del “sandwich” (Figura 2).
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Si existiera un desgarre pequefio en la membrana, las moléculas de la bicapa se
reorganizaran en forma espontanea para abolir el borde libre y excluiran las moléculas de agua
y conducira a la reparacion de la bicapa. Si es grande el desgarro, la lamina puede comenzar a

plegarse sobre si misma y a fragmentarse para formar vesiculas aisladas (52).

Los lipidos mas abundantes en las membranas celulares son los fosfolipidos (Figura 3),
que son moléculas que se caracterizan por tener una cabeza hidrofilica unida al resto del lipido

mediante un grupo fosfato.
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Figura 3. Molécula lipidica de membrana: Posee una cabeza
hidrofilica y colas hidrofébicas.
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PROTEINAS DE SENALIZACION

Las células se comunican entre si y con la MEC, por medio de sefiales quimicas entre
las que se encuentran: factores de crecimiento, encargados de regular el ciclo celular,
mantener la supervivencia celular, estimular la migracion celular, la diferenciacién celular e
incluso la apoptosis; citocinas, responsables de la comunicacion intercelular, inducen la
activaciéon de receptores especificos de membrana, funciones de proliferacion y diferenciacion
celular, compuestos quimitacticos, crecimiento y modulacion de la secrecion de
inmunoglobulinas; ligandos, moléculas capaces de ser reconocidas por otras provocando una

respuesta bioldgica. (50) (53)
A su vez estan los componentes de la MEC como: (54) (55)

Glicoproteinas: laminina, fibronectina, enactina y tenascina.
e Participan como receptores celulares, asi como guia para la migracion
celular siendo las principales uniones entre células y la MEC. Proporcionan

sitios de union para CLG.

Proteoglicanos: agrecano, betaglicano, decorina, sindecano, perlecano y serglicina.
e Proporcionan soporte mecanico, uniones con factores de crecimiento,
unién con la CLG, adhesién celular, soporte y almacenamiento, asi como

difundir con mayor facilidad los nutrientes a las células.

Glicosaminoglicanos (GAG’s): Acido hialurénico, condrotin sulfato, dematan sulfato,
heparan sulfato, queratan sulfato.

e Brindan viscosidad a la disolucion, compresibilidad baja, brinda integridad

estructural a las células y provee vias entre las células, permitiendo la

migracion celular.
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ANDAMIOS

Los andamios representan el soporte fisico para el crecimiento celular y el espacio
disponible en el cual el tejido u o6rgano se desarrolla. La rigidez del andamio le permite
mantener su forma durante la regeneracién pero la rapidez de degradacion del mismo tiene
que garantizar el apoyo necesario durante la formacion de tejido. La porosidad en los andamios
es una caracteristica fundamental para la migracion celular y para el transporte de fluidos y
nutrientes. En particular, la microporosidad es importante para el crecimiento interno capilar y
las interacciones entre células y MEC, mientras que la macroporosidad es relevante para el
suministro de nutrientes y eliminacién de desechos del metabolismo celular. La porosidad

optima esta estrictamente relacionada con el tipo de 6rgano o tejido.

Los andamios deben disefarse para tener una porosidad con tamafo de poros de 63-
150 pm, area superficial que permita la adhesion y union celular (a mayor superficie mayor sera
la adhesion celular en el andamio) geometria interconectada, resistencia estructural, y la forma
tridimensional especifica para cada o6rgano o tejido. Los andamios son fabricados con
biomateriales sintéticos (metales, ceramicos, polimeros) o naturales (colagena, hidroxiapatita,
acido hialurénico) y con el fin de permitir la sustitucién de tejido recién formado deben ser
biocompatibles, biodegradables y/o reabsorbibles. (23) Los biomateriales se pueden definir
como cualquier sustancia, material o combinacion de ambos que pueden ser utilizados como
un todo o como una parte de un sistema que es considerado parte de un tratamiento, aumento
o reemplazo de algun tejido, 6rgano o funcién del organismo. Desde el punto de vista

fisiolégico, se dividen segun la respuesta general del tejido receptor al implante: (56)

e Los materiales toxicos provocan necrosis del tejido circundante.

¢ Los materiales inertes no reaccionan quimicamente con las macromoléculas del
huésped, el cual forma un tejido fibroso alrededor del implante.

* Los materiales biotolerables provocan una respuesta a distancia.

¢ Los materiales bioactivos son aquellos capaces de establecer interacciones quimicas

y fisicas con el tejido y promover su regeneracion.
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DESCELULARIZACION

22

a descelularizacion consiste en extraer las células de un
organo o tejido, las cuales pueden ser reconocidas como
agentes extrafios por el sistema inmune del receptor, con la
ayuda de diferentes métodos y disoluciones (3) que permiten
la lisis celular, dejando tan solo la estructura de soporte
denominada MEC (4), compuesta mayoritariamente por
colagena, elastina y otras proteinas de sefalizacion quimica,
conservando la intrincada arquitectura interna del 6rgano y

su forma basica (5).

La seleccidn del método y disoluciones que se utilizan
para una descelularizacion efectiva depende de varios
factores entre los que se encuentran; la cantidad de células

del tejido, densidad, contenido graso, tamafio y espesor (57).
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Debe considerarse que cada agente y método descelularizante altera la composicion y
causa dafo en la arquitectura de la MEC. Sin embargo, lo que se requiere es minimizar estos
dafos. Existen diferentes métodos para la obtencion de la MEC, dependiendo del 6rgano o

tejido a procesar se utilizaron tres métodos.

METODOS DESCELULARIZANTES

» Temperatura: Consiste en colocar los érganos o tejidos a temperaturas por debajo de 0 °C,

de forma que la totalidad del agua se convierta en hielo. (36) (58) (59) (60)

Ventaja: los cristales de hielo intracelulares fragmentan la membrana celular.

Desventaja: La formacion de cristales de hielo puede alterar o danar la MEC.

> Agitacidén: Se necesita forzar un liquido, con medios mecanicos, para que adquiera un

movimiento constante alrededor del tejido u 6rgano. (37) (58) (59) (61) (62)

Ventaja: Lisa las células, facilita la exposicion quimica y eliminaciéon de material celular.

Desventaja: Agitacion o sonicacion agresiva puede alterar MEC.

» Perfusion: Consiste en introducir de manera lenta pero continda un liquido en un tejido u

organo a través del lecho vascular. (38) (39) (40) (42) (63)

Ventaja: Facilita la exposicion quimica y la eliminacion de material celular.

Desventaja: La presion asociada con la perfusion puede alterar la MEC.

Para llevar a cavo la descelularizacién es necesario utilizar disoluciones con agentes

quimicos que interactuen con las células y eliminen los residuos celulares fuera del érgano.
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Estas disoluciones son utilizadas en diferente orden, pero de manera individual,
dependiendo del érgano ya que los 6rganos vy tejidos tiene diferentes tipos de células y un

comportamiento diferente con cada disolucién.

AGENTES DESCELULARIZANTES

» Enzimas.
e Nucleasas: (38) (59) (64) (65) (66)
Ventaja: Catalizan la hidrolisis de ribonucledtidos y cadenas de desoxirribonucledtidos.
Desventaja: Los restos son dificiles de eliminar de los tejidos, puede provocar una

respuesta inmune.

» Solventes: (36) (37) (62) (67) (68)
Ventaja: Provocan lisis celular por deshidratacion, solubilizan y eliminan los lipidos,
eliminan eficazmente las células de los tejidos densos e inactivan pirdgenos.

Desventaja: Entrecruza y precipita las proteinas, incluyendo CLG.

> Detergentes no iénicos: (37) (39) (40) (58) (61) (62) (64) (65) (68) (69) (70)
Ventajas: Interrumpen las interacciones proteina-ADN, las interacciones lipido-lipido y
lipido-proteina y en menor grado las interacciones proteina-proteina. Resultados mixtos
con eficacia dependiendo del tejido, la eliminacién de células es eficaz en los tejidos
finos.

Desventaja: Pueden danar de la ultraestructura de la MEC vy la eliminacién de GAG's.

» Detergentes idnicos: (33) (37) (38) (39) (40) (41) (42) (59) (61) (62) (67) (68) (70) (71) (72) (73)

Ventaja: Solubiliza la membrana celular y nuclear. Elimina los restos nucleares y
proteinas citoplasmaticas.
Desventaja: Alteran la ultraestructura de MEC, puede eliminar factores de crecimiento,

GAG’s y danar la CLG.
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Los detergentes son moléculas anfipaticas que rompen las interacciones hidrofébicas de
la membrana celular al intercalarse dentro de las bicapas fosfolipidicas y asi solubilizar lipidos y
proteinas presentes. La parte hidrofdbica de una molécula de detergente es atraida hacia
cadenas hidrocarburadas y luego se mezcla con facilidad con ellas; la parte hidrofilica es
atraida fuertemente hacia el agua. Algunos detergentes son productos naturales, pero la

mayoria son moléculas sintéticas desarrolladas para limpiar y dispersar aceites y agua. (74)

Los detergentes idnicos como el dodecilsulfato de sodio (SDS), contienen un grupo
cargado; los detergentes no idénicos como el Triton X-100 (TX1), carecen de grupos cargados.
A muy bajas concentraciones los detergentes se disuelven en agua pura como moléculas
aisladas. En cuanto la concentracion aumenta, las moléculas empiezan a formar micelas,
pequefios conglomerados esféricos en los cuales las partes hidrofilicas de las moléculas se

orientan hacia el exterior y las partes hidrofobicas se agrupan en el centro. (52)

La concentracion micelar critica (CMC) a la cual se forman las micelas es una
caracteristica de cada detergente y es una funcidn de las estructuras de sus partes

hidrofébicas e hidrofilicas.

Los detergentes idnicos se unen a las regiones hidrofébicas expuestas de las proteinas
de membrana, asi como al centro hidrofébico de las proteinas solubles en agua. Los

detergentes actuan de diferente manera y a diferentes concentraciones.

A altas concentraciones (por encima de la CMC) solubilizan membranas bioldgicas y
forman micelas mixtas de detergente, fosfolipidos y proteinas integrales de membrana. A bajas
concentraciones (debajo de la CMC), se unen a las regiones hidrofébicas de la mayoria de las
proteinas integrales de membrana y las hacen solubles en disoluciones acuosas (Figura 4).
Debido a su carga, estos detergentes también rompen enlaces iénicos y de hidrogeno. A altas
concentraciones, mayor al 10 % (p/v), el SDS desnaturaliza por completo las proteinas
ligandose a cada cadena lateral. Los detergentes no i6nicos no desnaturalizan las proteinas y

por ello son utiles en la extraccion de proteinas de membrana. (50)
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Concentracion por
encima de CMC

v

Detergente

Membrana Celular

Concentracioén por
debajo de CMC

Disuelto, pero
sin formar
micelas

Figura 4. Influencia de la concentracion micelar critica en presencia de proteinas y fosfolipidos de la
membrana celular. Imagen modificada de (52).

Los detergentes se diferencian de los fosfolipidos de membrana por la presencia de una
sola cola hidrofébica y en consecuencia tienen un comportamiento distinto. La presencia de
una sola cola hidrofobica determina que las moléculas de detergente adopten una forma mas
parecida a la de un cono (Figura 5A); en un medio acuoso estas moléculas tienden a agregarse
en pequefios racimos denominados micelas en lugar de formar una bicapa como los

fosfolipidos, que poseen una conformacion mas cilindrica como lo muestra la Figura 58. (53)

Figura 5. Ejemplificacion de forma A) cénica de las moléculas de detergente y B) cilindrica de los fosfolipidos.
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BIORREACTORES

| objetivo de este trabajo no es la construccion de

un biorreactor, es la construccion de un dispositivo

basado en los disefos de biorreactores existentes. Por
tal motivo es indispensable introducir al lector en este

tema.

,L Un Biorreactor puede ser descrito como
/ cualquier dispositivo que intenta imitar condiciones

fisiolégicas segun el propésito deseado como: simular
el flujo sanguineo, mantener la temperatura corporal,
proporcionar una concentracién de oxigeno, mantener
y estimular el crecimiento celular, todo encaminado a la

regeneracion de tejidos y érganos. (75)
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Existe una gran variedad de disefios de biorreactores como resultado del esfuerzo
multidisciplinario realizado, por ingenieros e investigadores, para construir dispositivos utiles en
la IT. (76)

El propdsito de un biorreactor es proporcionar una frontera que proteja el proceso que se

lleva acabo del ambiente externo: contaminado y no controlado. (77)

Los elementos basicos que conforman un biorreactor son: (78)
Contenedor o camara.
Sistema de agitacion o flujo.

Sistemas de control.

W bh =

Sistemas de medicion.

Un biorreactor puede ser tan simple como una caja de Petri en una incubadora o tan
complejo que puede controlar el ambiente al interior de su camara (en funcién del tamafio del

andamio), mantener o cambiar el flujo requerido, todo de manera automatizada. (79)

Existen diferentes niveles de complejidad en un biorreactor; tipicamente, los sistemas
incorporan al menos uno de los diferentes tipos de flujo: continuo/discontinuo, desplazamiento
uniaxial o biaxial de corrientes, por presion hidrostatica y por accidén de la gravedad (Figura 6).
Los biorreactores comunmente estan disefiados para realizar una o mas de las siguientes

funciones: (76) (78)

Cultivar uniformemente una concentracion de células sobre biomateriales

clinicamente relevantes.
¢ Mantener el flujo de disoluciones dentro del andamio y el cultivo celular.

e Controlar las condiciones de cultivo, tales como temperatura, pH, niveles de CO,,

nutrientes, medicamentos, entre otros.

e Controlar el flujo de las disoluciones: intermitente o continuo.
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/

Figura 6. Biorreactores representativos con aplicaciones en ingenieria de tejidos: (a) biorreactores de matraz con
propela de agitacion, (b) contenedores con pared giratoria, (c) biorreactores de esponjas-membranas porosas, (d)
biorreactores de perfusion y (e) biorreactores que aplican fuerzas mecanicas controladas.
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RECURSOS
BIOLOGICOS

e utilizaron para este trabajo cerdos jovenes de 15 a

20 Kg, sexo indistinto. El cerdo se obtuvo de una granja

certificada que cumple con los requisitos minimos de
buenas practicas de produccidén porcina, dentro de la

cual se realiza medicina preventiva.

Los cerdos empleados para la toma de 6rganos

permanecieron en observacion minimo siete dias antes

del procedimiento quirurgico, en la Facultad de
Medicina (departamento de cirugia) de la Universidad
Nacional Autbnoma de México (UNAM), con la finalidad
de vigilar su estado de salud; los animales que
presentaron signos de enfermedad fueron omitidos en

este estudio.
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MATERIAL

BTENCION DE ORGANOS

Contenedor acero inoxidable (rifidn).
Gasas.

Hilo quirurgico.

Hojas de bisturi.

Jeringas.

Lampara.

Ligaduras.

Mango de bisturi.

Mesa auxiliar.

Pafio quirurgico.

Pinza de diseccion.

Pinza de diseccién con dientes.
Pizas mosquito (curvas).

Pizas mosquito (rectas).

Porta agujas.

Tijeras cirugia (curvas).

Tijeras cirugia (rectas).
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CANULACION DE ORGANOS

Conector de acrilico (catéter).
Contenedor de acrilico o metalico.
Jeringas.

Ligaduras.

Manguera de latex.

Tijeras cirugia (curvas y rectas).

PREPARACION DE DISOLUCIONES
Agitador magnético.
Parrilla de agitacion.
Balanza analitica.
Cuchara.
Jeringas.
Vasos de precipitado.

REACTIVOS: SOLUTOS Y DISOLVENTES

Agua desionizada y destilada. CAS 7732-18-5. H,O
Amfotericina B. CAS: 1397-89-3. C47H73NO+7
Buffer fosfato salino (PBS):
Cloruro de sodio. CAS: 7647-14-5. NaCl
Cloruro de potasio. CAS: 7447-40-7. KCI
Fosfato de sodio. CAS: 7558-79-4. Na,HPO,
Fosfato de potasio monobasico. CAS: 7778-77-0. KH,PO4
Desoxirribonucleasa |I.
Dodecil sulfato de sodio (SDS). CAS: 151-21-3. C12H25Na04S
Estreptomicina.
Heparina.
Penicilina.
Solucion fisiologica.
Cloruro de sodio. CAS: 7647-14-5. NaCl
Cloruro de potasio. CAS: 7447-40-7. KCI
Cloruro de calcio. CAS: 7647-14-5. CacCl.
Lactato de sodio. CAS: 867-56-1. C3HsNaO3
Tributil fosfato (TBF). CAS: 126-73-8. (CH3(CH>)30)3:PO
Triton X100 (TX1). CAS: 9002-93-1. t-Oct-CsHy-(OCH2CH3)xOH, x= 9-10
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CONSTRUCCION DEL DISPOSITIVO

36

Manguera de PVC. 1/8”.

Manguera de silicon 1/8”.

Vaso de precipitadosde 2Ly 4 L.

Tapodn de caucho de silicon con orificios.
Contenedor de 20 L.

Tapa de madera y de acrilico para 20 L.
Conexiones de vidrio o policarbonato.
Valvulas de tres vias de acrilico con teflon.
Refrigerante de serpentin.

Trampa de aire de disefio especifico.
Columna para descelularizacion de disefio especifico.
Valvula de drenado.

Pinzas para bureta de tres dedos y sencillas.
Soporte universal.

Soporte para el contenedor de 20 L.

Bomba peristaltica.

Termometro de dos lecturas.

Valvula de un solo flujo.

Jeringas.




DIAGRAMA DE
FLUJO
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Descelularizacion de 6rganos: Diseno y construccion de un

dispositivo para la obtencion de andamios 3D

Disefo y construccion del
Biorreactor: Bio-MEC.

Procuracion de érganos

Preparacion de

Toma de dimensiones y peso de drganos.

de cerdo.

Seleccion de cerdos: tamafio y peso.

Seleccidn de conectores y mangueras.

Disefio y fabricacion de piezas.

Contenedor.

Diseccién y toma de érganos.

disoluciones.

Seleccion de reactivos.

Almacenaje de 6rganos.

Redaccién de Reporte técnico.

Columna de descelularizacion.

Trampa de aire.

DISENO Y FABRICACION
DEL BIORECTOR:

Bio-MEC

Prueba de diferentes disoluciones y concentraciones.

Descelularizacion de
drganos.

Preparacion del 6rgano.

Montaje en el biorreactor Bio-MEC.

Estandarizacién de disoluciones por gramo de tejido.

A

Esterilizacion de disoluciones.

A 4

Almacenaje de disoluciones.

Perfusion de disoluciones descelularizantes.

PROCURACION DE
ORGANOS.

DESCELULARIZACION CARACTERIZACION DE
DE ORGANOS. ANDAMIO 3D.

A 4

Obtencién de andamios 3D.

Caracterizacion de andamios 3D.

Histologia.

TGA, DSC.

IR, UV-VIS.

SEM.

Figura 7. Diagrama de flujo de la metodologia de trabajo.
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DISENO Y
CONSTRUCCION DEL
DISPOSITIVO BIO-MEC

ara disenar el dispositivo fueron necesarios los
requerimientos del grupo de trabajo y la procuracion de
organos para conocer sus dimensiones promedio y asi

proponer el volumen del contenedor, lo que deriva en la

/ \ forma y seleccidon de materiales para su fabricacion.

( ) El disefio debe ser sencillo, simple, de facil

montaje y desmontaje. Como la finalidad es la

/ descelularizacion de érganos se analiza la circulacion

/ sanguinea en el cuerpo humano, ya que se imitd¢ el

recorrido en el disefio y construccion del dispositivo
Bio-MEC.
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REQUERIMIENTOS DEL DISPOSITIVO CON BASE EN LAS
NECESIDADES DEL PROYECTO

Requerimientos primera parte:

e Contener un 6rgano (rifdn, corazén, higado) mas la disolucion descelularizante. El
tamano del contenedor debe ajustarse al tamafo del 6rgano a descelularizar.

¢ Mantener la arquitectura y composicion de la matriz extracelular.
e Proporcionar la rapidez adecuada durante el proceso de descelularizacion.

e Permitir un monitoreo visual durante el proceso.

Requerimientos segunda parte:

¢ Imitar el flujo sanguineo. El flujo de las disoluciones a utilizar debe ser similar al flujo
fisioldgico.

e Mantener la disolucion a una temperatura en un rango de temperatura de: 4-6 °C y
10-15 °C.

e Contener un filtro para residuos desprendidos del 6rgano.

Requerimientos tercera parte:

o Eliminar las burbujas de las disoluciones mediante una trampa de aire.

o Evitar la presencia de aire en el sistema mediante una salida para purgar.
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CONTENEDOR

Fue necesario conocer el peso y las dimensiones promedio de los 6rganos a utilizar, con
la finalidad de estandarizar el volumen de la disolucién descelularizante por gramo de tejido, y

asi seleccionar el contenedor adecuado que permita colocar 6rganos de varios tamafos.

Para procurar los dos rifiones simultaneamente, se liberaron de la fascia retroperitoneal
para extraerlos con facilidad, una vez liberados se anudé la aorta descendente (Figura 8, color
rojo) con tres nudos; uno a 5 cm arriba de la arteria renal “A” y dos nudos a 5 cm por debajo de

la arteria renal “B” y “C” con distancia de un centimetro entre cada uno.

En la vena cava inferior (Figura 8, color azul) se requiri6 de dos nudos, uno a 5 cm por
arriba de la vena renal “D” y otro a 5 cm por debajo de la vena renal “E”. Esto permitié obtener
los 6rganos sin derramar sangre en el interior del cerdo y asi procurar otros 6rganos con la

limpieza necesaria. Para mayor detalle ver Anexo A.

Se realizaron los cortes necesarios (lineas
punteadas) para separar los dos rifiones juntos,
extraerlos y depositarlos en un recipiente para
perfundir por la parte superior de la vena cava con
solucién salina heparinizada hasta eliminar la
sangre del rindn. Se observé un cambio de color,

de marréon obscuro a café claro.

Figura 8. Cortes para la procuracion de rifién.
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Una vez que se obtuvo el 6rgano a procesar, se registré6 su peso, volumen y sus

dimensiones como: largo, ancho y espesor.

Peso promedio:
Volumen promedio:
Largo promedio:
Ancho promedio:

Espesor promedio:

RiA6N:
150 g
150 mL
120 mm
70 mm

35 mm

Higado:
900 g
900 mL
150 mm
80 mm

50 mm

Corazén
300 g
300 mL
120 mm
90 mm

70 mm

Para proponer el volumen de disolucion descelularizante se tomé como referencia el

volumen y peso promedio para cada érgano, proponiendo el siguiente volumen: (33) (37) (38) (39)

(40) (41) (42) (59) (61) (62) (67) (68) (70) (71) (72) (73).

Volumen 1: volumen promedio (6rgano) * 10
Volumen 2: volumen promedio (6rgano) * 11.6666
Volumen 3: volumen promedio (6rgano) * 13.3333

Volumen 4: volumen promedio (6rgano) * 100

Propuestas de volumen:

Volumen 1
Rifon: 1,500 mL
Corazén: 3,000 mL
Higado: 9,000 mL

Volumen 2
1,750 mL
3,500 mL
10,500 mL

mL de disolucion descelularizante.

mL de disolucion descelularizante.

mL de disolucion descelularizante.

= mL de disolucion descelularizante.

Volumen 3
2,000 mL
4,000 mL

12,000 mL

Volumen 4
15,000 mL
30,000 mL
90,000 mL
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Los materiales propuestos fueron seleccionados en base a los encontrados en los

bioreactores comerciales:

Propuesta de materiales:

Metal: Acero inoxidable 304 Aluminio
Polimero: Acrilico Polietileno Policarbonato
Ceramico: Borosilicato Vidrio Topacio Vidrio Pirex

Los materiales utilizados en el contenedor deben ser biocompatibles o bioinertes, de tal
manera que la mayoria de los metales son excluidos. Los polimeros son utilizados en la
mayoria de ensayos in-vitro, pero los recipientes son utilizados una vez y desechados, algunos
otros se esterilizan en autoclave o por inmersion en disoluciones esterilizantes, por lo que

deben ser resistentes a degradacion quimica y térmica.

Los ceramicos utilizados en la construccion de contenedores son los vidrios:
proporcionan una superficie facil de limpiar, son resistentes a la mayoria de disoluciones
utilizadas en la ingenieria de tejidos, normalmente son transparentes y permiten visualizar el
avance del proceso que se realiza, motivo por el cual el material seleccionado es el vidrio de

Borosilicato ya que tiene excelente resistencia quimica y baja expansion térmica.

Tipicamente el contenedor de un dispositivo tipo biorreactor, puede tener forma de
cilindro con base plana, prisma con base cuadrada, prisma con base hexagonal y cilindro con
fondo concavo hacia arriba. Para eliminar o hacer cambio de fluidos, puede tener un desfogue

en la base, en el costado o por medio de succidn.
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La forma del contenedor debe evitar areas que favorezcan el crecimiento bacteriano por

lo que la forma seleccionada es el cilindro de base circular concava hacia arriba (Figura 9). Con

un orifico inferior de 18 mm para el desfogue. La forma de los contenedores permanecio

constante y las variables fueron las dimensiones del contenedor, las cuales fueron:

Rinon
e Diametro externo: 132 mm
e Diametro interno: 127 mm
e Grosor de pared: 2.25 mm
e Altura: 190 mm
- 245 mm
-t 235 mm

=

Higado
245 mm
235 mm

5mm
380 mm

380 mm

Corazoén

160 mm
155 mm
2.25 mm
245 mm

Figura 9. Semicorte en perspectiva con un punto de fuga (inferior) y proyecciones del contenedor de higado.
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MANGUERAS Y CONECTORES

Para garantizar un flujo exacto, se seleccionaron mangueras que se fabricadas para el

uso continuo y de larga duracion con bombas peristalticas:

LATEX
¢ Flexibles, no toxicas, amplio rango de resistencia quimica, antiabrasion.
e No recomendables con disolventes, grasas y aceites.

¢ Intervalo de temperatura dinamico: -30 °C a 80 °C.

POLITETRAFLUOROETILENO (PTFE)
e Quimicamente inertes, excelente resistencia quimica, no toxica, bajo coeficiente
de friccion.
e Duracion de bombeo limitada.

¢ Intervalo de temperatura dinamico: -40 °C a 150 °C.

SILICONE Peroxide cured
e Excelente biocompatibilidad, no toxicas, resistentes a los hongos; resistentes a
bajas temperaturas, resistentes al ozono; minima tendencia a deformarse.
¢ No recomendables con solventes, aceites ni acidos concentrados.

¢ |Intervalo de temperatura dinamico: -40 °C a 100 °C.

SILICONE Platinum-cured
o Excelente biocompatibilidad, sin latex, no toxicas, resistentes a los hongos;
resistentes al clima, al ozono y radiacién; minima tendencia a deformarse.
e No recomendables con acidos o bases concentradas, solventes organicos ni
aceites.

¢ Intervalo de temperatura dinamico: -40 °C a 100 °C.
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SILICONE BioPharm

Tienen la superficie interna lisa lo que minimiza la retencion de particulas; tienen
un absorcion baja; excelente biocompatibilidad y no contienen aditivos lixiviables;
no toxicas, resistentes a los hongos; resistentes a ozono y radiacion.

No recomendables con solventes, aceites ni acidos concentrados.

Intervalo de temperatura dinamico: -40 °C a 100 °C.

SILICONE BioPharm Plus

Son similares a las mangueras BioPharm, ademas: tienen la maxima vida util de
las mangueras de silicona, mejor capacidad a la presion se usan con gran
cantidad de acidos y alcalis

No recomendables con solventes, aceites ni acidos concentrados.

Intervalo de temperatura dinamico: -40 °C a 100 °C.

PURI-FLEX

Biocompatibles, termosellables y soldables, niveles bajos en uniones con
proteinas, sin halégenos ni ftalatos.
No usar con solventes, aceites ni acidos concentrados.

Intervalo de temperatura dinamico: -30 °C a 100 °C.

TYGON E-LFL

Tienen la mayor vida util de todas las mangueras Tygon, transparentes para

monitorear el flujo, amplia resistencia quimica.
No usar con acidos ni alcalis fuertes.

Intervalo de temperatura dinamico: 0 °C a 40 °C.

TYGON E-Food

Disefiada para manipular productos de alimentos, interior liso, no son toxicas.
Duracién de bombeo limitada.

Intervalo de temperatura dinamico: 0 °C a 40 °C.
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TYGON E-Lab
e Transparentes para monitorear el flujo, resistente a casi todas las sustancias
quimicas inorganicas.
e Duracion de bombeo limitada.

e |Intervalo de temperatura dinamico: 0 °C a 40 °C.

TYGON Chemical
e Resistencia quimica oOptima de la formulacién Tygon, transparentes para
monitorear el flujo, compatible con solventes polares.

e Duracion de bombeo limitada, degradacion del exterior por cabezal de bomba sin

cambiar diametro interno.

¢ Intervalo de temperatura dinamico: 0 °C a 40 °C.

C-FLEX ULTRA
e Biocompatibles, termosellables y soldables.
¢ No recomendables con hidrocarburos.

¢ Intervalo de temperatura dinamico: -50 °C a 40 °C.

C-FLEX

e Biocompatible, termosellables y soldables.
e No recomendables con hidrocarburos.
e Intervalo de temperatura dinamico: -40 °C a 40 °C.

Las mangueras propuestas son de la marca Masterflex y el cddigo utilizado en este
trabajo es el numero de serie de la manguera (Figura 10). Para la seleccion de mangueras, se
tomaron en cuenta los tiempos de vida util de las mangueras (Figura 11) y se realizé el ensayo

de degradacion sugerido por el fabricante y descrito a continuacion.
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y ARnapgpeliiog

A A il RS

00180 96410 96400 96420 96440 96419 06434 06424 06440 06418 06509 06475

Figura 10. Mangueras Masterflex y su numero de serie.

e Se cortd y registré la masa de un segmento de 2 cm de manguera.

e Los segmentos fueron sumergidos en 20 mL de las disoluciones a prueba: SDS TXT
TBF

e Enlos dias 5, 10, 15, se registraron los pesos de los segmentos.

Nombre No. de serie

o LATEX 00001
e POLITETRAFLUOROETILENO 00180
o SILICONE:

- Peroxide-cured: 96410

- Platinum-cured. 96400

- BioPharm. 96420

- BioPharm Plus. 96440
e PURI-FLEX. 96419
e C-FLEX ULTRA. 06434
e C-FLEX 06424
e TYGON.

- E-LFL. 06440

- E-Food. 06418

- E-Lab. 06509

-  Chemical. 06475
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10,000

Norprene®, PharMed® BPT, PharmaPure® S

1000

500

200

Vida promedio (Horas a 50 rpm)

100

Chem-Durance® Bio, C-Flex® ULTRA

BioPharm Plus silicona,

Puri-Flex™

Figura 11. Comparacion de la vida util del material de las mangueras.

Se utilizaron conectores de policarbonato en forma de “Y” con un diametro interno de
6.25 mm, reductores con diametros internos de 6.25 mm y 2.75 mm; conectores, llaves de tres

vias y valvulas de un solo paso, con diametro interno de 6.25 mm ilustrados en la Figura 12.

[}

Figura 12. llustracion de los conectores utilizados en la fabricacion del dispositivo.

Se utilizé vidrio Borosilicato en conectores y extensiones que estan en el interior del

contenedor y en la fabricacion de piezas de diseno especifico con las siguientes dimensiones:

¢ Diadmetro interno de 6 mm y diametro externo de 9 mm (conectores).
¢ Diadmetro interno de 35 mm y didametro externo de 38 mm (refrigerante).

e Diametro interno de 57 mm y diametro externo de 60 mm (trampa de aire).
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DISOLUCIONES UTILIZADAS EN LA DESCELULARIZACION

Como las disoluciones descelularizantes pueden afectar de manera negativa la
composicion y estructura de la MEC, durante el proceso de descelularizacion, la seleccién de
éstas asi como el método descelularizante y el desarrollo de los protocolos, fueron etapas

criticas para descelularizar.

Se utilizaron diferentes disoluciones para la descelularizacién de 6rganos, tomadas de
los métodos existentes y que reportaron los mejores resultados, con las siguientes

concentraciones del reactivo descelularizante: 0.1 %, 0.3 %, 0.5 %, 1 %. (33) (36) (37) (38) (39) (40)
(41) (42) (58) (59) (61) (62) (64) (65) (66) (67) (68) (69) (70) (71) (72) (73)

e Dodecil Sulfato de Sodio (SDS).
e Triton X100 (TX1).

e Tributil Fosfato (TBF).

e SDS-TX1.

La preparacién de las disoluciones utilizadas en este trabajo se describe a continuacion:

DISOLUCION FISIOLOGICA-HEPARINA

Esta disolucion se utilizé para eliminar los residuos de sangre en arterias, venas y
capilares. La funcion principal de la heparina es evitar la formacién de coagulos dentro de los
organos a descelularizar, ya que la presencia de coagulos impide que el flujo de la disolucion

interactue con las células y éstas sean removidas.

Por cada gramo de 6rgano (peso humedo):
5mL Solucion salina fisiolégica (9 %).
50U Heparina.

Mantener a 4 °C hasta su uso.
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DISOLUCION FISIOLOGICA - AMFOTERICINA B - ESTREPTOMICINA - PENICILINA
El uso de la disolucién con antifungico, antibiético, y antiviral se empled para mantener la
esterilidad del 6rgano y ademas evitar la contaminacion por hongos, bacterias y virus durante el

proceso de descelularizacion.

Por cada gramo de érgano (peso humedo):

10 mL Solucion salina fisiolégica (9 %).
0.0625 ug Amfotericina B.

25 ug Estreptomicina.

25U Penicilina.

Mantener a 4°C hasta su uso.

DISOLUCION BUFFER FOSFATO SALINO (PBS) 0.01 M

La disolucion buffer fue empleada con el objetivo de eliminar los residuos celulares
remanentes de la descelularizacion y mantener el 6rgano en un ambiente salino a valor de pH

controlado (pH = 7.4).

e Procedimiento uno:

1000 mL Agua desionizada.

1 sobre PBS (SIGMA 0.01 M).
e Procedimiento dos:

800 mL Agua desionizada.

8¢ NacCl.

0.2¢g KCI.

1449 NasHPOy,.

0.24 g KH,POs4.

Ajustar pH a 7.4 con HCI, aforar a 1000 mL con agua desionizada.

Esterilizar con autoclave y mantener a 4 °C hasta su uso.
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DISOLUCION REACTIVO DESCELULARIZANTE AL 1 %

La finalidad de estas disoluciones es la degradacion de la membrana celular y la

formacion de micelas mixtas detergente-fosfolipidos asi como extraer el contenido celular.

Por cada gramo de érgano (peso humedo):

Disolucion SDS: 20 mL Agua desionizada.
0.2¢g Dodecil sulfato de sodio.
Disoluciéon TX1: 20 mL Agua desionizada.
0.2 mL Triton X100.
Disoluciéon TBF: 20 mL Agua desionizada.
0.2mL Tributil fosfato.

Mantener a 4°C hasta su uso en un lapso no mayor a 10 h.

DISOLUCION PRESERVADORA DE ORGANOS

Los organos procurados para descelularizacion deben transportase en una disolucién

especifica para evitar la vasoconstriccion y mantener la MEC en buenas condiciones.

1000 mL contiene:

0.0022 g CacCl.
0.6710 g KCI.

0.8766 g NaCl.
0.8132 g MgClz-6H20.
27.9289 g Histidina.
0.4085¢g Triptofano.
5.4651 g Manitol.
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Se ha reportado que la descelularizacién por perfusion (39) es una técnica eficaz que
puede ser aplicada a los 6rganos que cuentan con venas y arterias, para administrar agentes
descelularizantes y para el transporte de residuos celulares fuera del 6rgano. Perfundir la
disolucion descelularizante directamente a través de las arterias de un 6rgano, comparado con

la inmersidn, agitacion y sonicacion, mejora el transporte del liquido (38) (80).

Los dispositivos de perfusion pueden ser disefiados de dos maneras. Los primeros
mantienen el flujo constante de manera paralela y por un costado a la ubicacion del andamio
(Figura 13A) y en los segundos el flujo de las disoluciones es a través de los andamios

provocando un gradiente de presion dentro del andamio (Figura 13B). (80)

A) B)
N
E—— —> — — >
——» ———» —» —»

Figura 13. llustracion del flujo por perfusion: A) paralelo a la superficie y B) a través del andamio.

La principal caracteristica de un sistema de perfusion es el flujo de las disoluciones a
través del 6rgano o tejido, éste puede ser continuo (42) durante la primera etapa del proceso de
descelularizacion, debido a que la lisis celular provoca un aumento en el volumen del érgano y
a su vez la vasoconstriccidon, o intermitente (63) en las etapas finales del proceso, simulando el

flujo sanguineo para estimular el andamio de MEC por medio de expansiones y contracciones.

Los dispositivos por perfusién reducen los riesgos de contaminacion asociados con la
manipulacion y la transferencia de andamios entre dispositivos separados (81), ya que el érgano
se mantiene en el contenedor mientras que el flujo de las disoluciones, que se encuentran en

contenedores separados, es intercambiado de acuerdo a la necesidad del proceso (40).
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La trampa de aire (Figura 14) se utilizd para eliminar burbujas que se encuentran
presentes en el flujo de las disoluciones. La presencia de burbujas impide el paso de la
disolucion descelularizante por todo el 6érgano ya que actuan como tapones en las arteriolas y

capilares, lo que resulta en una descelularizacién ineficiente.
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Figura 14. llustracion de las trampas de aire: A) prototipo 00, B) prototipo 01, C) prototipo 02.

Las trampas de aire del dispositivo Bio-MEC fueron construidas con vidrio borosilicato
debido a su buena resistencia quimica. Tiene una entrada con un diametro interno de 6 mm y
15 mm de altura con la finalidad de introducir la disolucion (con burbujas) en la parte superior
de la trampa; la salida del liquido se encuentra en la parte inferior debido a que la densidad de

la disolucion es mayor a la del aire en las burbujas permitiendo eliminar el aire de la disolucién.
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COLUMNA DE DESCELULARIZACION
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Figura 15. Vista frontal y lateral de la columna para descelularizar del Dispositivo Bio-MEC prototipo 01.
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Para perfundir las disoluciones utilizadas, se requiri6 de conocer la circulacion
sanguinea (Figura 16), ya que se pretendia imitar sus elementos como: corazén, venas, arterias,
pulmones y su recorrido al momento de disefar y construir el dispositivo Bio-MEC. Con ayuda
de la descripcidn de la circulacion sanguinea, se hara una analogia de los elementos que

fueron utilizados (Figura 18).

1. La sangre es expulsada del corazon por el ventriculo izquierdo y
conducida por la aorta y sus ramas arteriales de distribucion a

los capilares de los tejidos de todo el organismo.

2. En los capilares, la sangre cede oxigeno y nutrientes a las

células, y recoge anhidrido carbdnico y productos metabdlicos.

3. De este modo, la sangre arterial se transforma en venosa, la
cual es conducida por las venas de vuelta al corazén por la

auricula derecha.

4. De la auricula derecha la sangre pasa al ventriculo derecho, que

la expulsa por la arteria pulmonar a los capilares pulmonares.

5. En los pulmones tiene lugar la hematosis, proceso mediante el

cual la sangre cede el anhidrido carbdnico al aire de los
pulmones y capta oxigeno, transformandose de este modo otra

vez en sangre arterial. Figura 16. Flujo sanguineo
en el cuerpo humano.

6. La sangre oxigenada de los pulmones sale por las venas
pulmonares y llega a la auricula izquierda; finalmente pasa al

ventriculo izquierdo y se cierra el circulo.
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Para establecer el flujo que se utilizd, en la bomba peristaltica del dispositivo, fue
necesario analizar el flujo sanguineo para cada 6rgano (60) (82) (83) (84) (85). Sin embargo,
debido al aumento de volumen en los 6rganos, consecuencia de la lisis celular durante la
descelularizacion, disminuye el area transversal de arteriolas, capilares y vénulas, esto provoca

que los valores se reduzcan hasta un 84 % del valor fisioldgico reportado (Figura 17).

P 100 - | |
| |
100 - 80 : :
i 60| | |
2 I I
g 40— I I
0 S o= I Coronaria izquierda
8E 201 |
@ 104 8 E = I :
g 0 58 I I
[TH | |
50 - IVC 5 5 I !
- I
10} |
0 5 I : Coronaria derecha
5 - RA
r\\/\v‘\/ ol
0 N N TR N TR AR N B
0.2 0.4 0.6 0.2 0.4 0.6 0.8
: Tiempo (s)
Tiempo (s)
Figura 17. Cambios en el flujo sanguineo durante el ciclo cardiaco. Ao, aorta; PA, arteria
pulmonar; PV, vena pulmonar; IVC, vena cava inferior; RA, arteria renal.
Imagen modificada de (82).
Flujo empleado = Flujo sanguineo * 0.16666
Flujo de descelularizacion
Flujo sanguineo Reportado Empleado
Rifén: 360 mL/min (82) 6-12 mL/min (83) 60 mL/min
Corazon: 115 mL/min (82) 1000-1700 L/min (60) 20 mL/min
Higado: 600 mL/min (82) (84) 10-20 mL/min (85) 100 mL/min

56




Metodologia

La disolucion se tomé del contenedor y expulsada por uno de los cabezales de la
bomba peristaltica “B,” y conducida por la manguera a la trampa de aire “T”.

En la trampa de aire “T” se eliminaron las burbujas de la disolucion.

La disolucion pasoé por el condensador “R” para bajar la temperatura y/o
mantenerla constante.

La disolucién se perfundié en el 6rgano “O” para distribuirse en los capilares, con
la finalidad de promover las interacciones con las membranas celulares y una vez
degradada la membrana celular sacar los residuos celulares del 6rgano al
contenedor “C”.

Por el segundo cabezal de la bomba peristaltica “B4” la disolucion es dirigié al
filtro.

El filtro elimind los residuos de tejido para evitar bloqueos dentro de los capilares,

y la disolucién filtrada es regresada al contendor “C” y se cierra el circulo.

> <

(6) " (3)

Figura 18. llustracion del flujo de disoluciones en el dispositivo.
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CONEXIONES DEL PROTOTIPO “Bio-MEC 01”

Se colocaron tres conectores (“a”, “b” y “c”), en la columna de descelularizacién “D”

6“0

(Figura 19), en “a@” se conectd un tramo de manguera 96440 (entrada del flujo), en “b” se conecto

(1P ]

un tramo de manguera 96410 y en el extremo una llave de dos vias “v2”, en “c” se coloco una

“o"

llave de tres vias “v3” con dos conectores “d” y “e” ambos con manguera 96440.

ol | Pta=y
e

110
ool
[

En el tapdn de silicén se colocan 5 conectores de policarbonato: uno central y 4 a un

7717 17 7777

Figura 19. Conexiones utilizadas en la columna de descelularizacion.

radio de 25 mm. En el conector central se inserté la manguera “d” (96440, conectada al

organo), en los exteriores las mangueras “ a’ “, “ f' “ (manguera 96440, conectan a la bomba),

“f” (salida del filtro) y “e” (purga de burbujas) ambas con manguera 96440. Véase Figura 20.

=il

]

Figura 20. Conexiones utilizadas en el tapon del contenedor.

La manguera que se introduce en el cabezal de la bomba fue 96420.
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El flujo de las disoluciones se observa en las
Figuras 21y 24,

La circulacion de las disoluciones durante el
proceso de descelularizacion fue continua y una vez
descelularizado el o6rgano discontinua. Ya que lo
requerido por el grupo de trabajo es el flujo similar a
la circulacion sanguinea. Por tal motivo la presion
arterial y flujo reportado en Fisiologia Médica (82)
fueron la base durante el desarrollo del protocolo

empleado.

©) —

@////[!/({!

Figura 21. Ensamble de dispositivo Bio-MEC prototipo 01.

Metodologia
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CONEXIONES DEL PROTOTIPO “Bio-MEC 02”

“.n

Se colocaron tres conectores (“a”, “b” y “c”), en la trampa de aire “B”, en “a” se conecto
un tramo de manguera 96440 (entrada del flujo), en “b” se conectdé un tramo de manguera
96410 y en el extremo una llave de dos vias “v2”, en “c” se coloco una llave de tres vias “v3”

con dos conectores “d” y “e” ambos con manguera 96440. Véase Figura 22.

(o

I
:D‘ff‘;mém%w

d

Figura 22. Conexiones utilizadas en la trampa de aire.

En la tapa se colocaron 6 conectores de policarbonato. En el conector central se insert
la manguera “e2” y a 50 mm “e1” (purga de burbujas del érgano) ambas con manguera 96440;
en los 4 conectores exteriores se conectaron las mangueras “ a’ 7, “ f “ (mangueras 96440, se

conectaron a la bomba), f (salida del filtro) y d (6rgano). Véase Figura 23.

‘/do\

EI
£
E}fb e2© ab\

~=— 100 mm -»- ."

N

Figura 23. Conexiones utilizadas en la tapa del contenedor.

La manguera que se introduce en el cabezal de la bomba es 96420.
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(E)

4_

(B)
Las Figuras 21 y 24 muestran el
o ] esquema del dispositivo Bio-MEC prototipo
— :mé 01 y 02; se ilustran las conexiones del
:n§ B contenedor “A” a la trampa de aire “B”, a la
[‘:l bomba peristaltica “C” y el recorrido de las
disoluciones a través de la columna de

descelularizacion “D” y el filtro “E”, asi
como el desvio por la valvula de tres vias

con el objetivo de perfundir el érgano “F” y

purgar la columna de descelularizacion.

También se muestra la linea de
salida del aire eliminado de Ilas

disoluciones “G”.

Figura 24. Ensamble de dispositivo Bio-MEC prototipo 02.
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Dispositivo Bio-MEC
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Figura 25. Diagrama de flujo del
proceso de disefio. (106)




El inicio de los érganos Bioartificiales en México

1. Canular arteria(s) y/o vena(s) del érgano (figura 26):

Se inspecciond el 6rgano y se descartd si presentan dafos fisicos como:
cortes, desgarres o deformaciones. Se introdujo un conector de policarbonato de
tal manera que no obstruyera las vias alternas, el cual fue sujetado con ligaduras.

Se verifico la ausencia de fugas en el catéter introduciendo solucién salina.

Figura 26. llustracion de la forma en la que se insertan los conectores en los drganos. A) aorta en
el corazon, B) arteria renal en el rifién, C) vena porta en el higado.

2. Eliminar sangre:

Se perfundié la disolucion de PBS-Heparina hasta eliminar la mayor
cantidad de sangre, esto con la finalidad de evitar la coagulacion en capilares y

prevenir desgarres durante la descelularizacién (Figura 38, 20% del proceso).

3. Desinfeccion del érgano:

Se colocod en una disolucion de Penicilina, Estreptomicina y Anfotericina
con Heparina por 4 h.
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2 T

. Montaje: Se Coloco el érgano en el dispositivo Bio-MEC introduciendo el conector de

policarbonato, de la arteria, en el conector “d” (Figuras 19 y 22) de la tapa del

dispositivo.

. Llenado de la columna y purga de aire: Se llené la columna con agua desionizada y

se purgo el aire de las mangueras, de la columna y trampa de aire (mangueras “b”) y

“n

del 6rgano (mangueras “e”) ya que las burbujas pueden convertirse en

obstrucciones.

Perfusién: Una vez que se elimind el aire y burbujas del dispositivo, se perfundio
agua desionizada para quitar restos de medicamento de los pasos anteriores con la

finalidad de preparar el 6rgano para la descelularizacion.

. Perfundir la disolucion de SDS al 1 % por 12 h.

. Perfundir la disolucion de SDS al 0.5 % por 6 h.

A partir de este punto, preferentemente se realiza entre 4 °C y 8 °C.

Perfundir agua desionizada por 2 h.
Perfundir la disolucion PBS por 72 h haciendo cambios de disolucién cada 24 h.
Perfundir la disoluciéon que contiene desoxirribonucleasa | por 1 h.

Perfundir la disolucion PBS por 72 h haciendo cambios de disolucion cada 24 h.
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CARACTERIZACION DE LOS ANDAMIOS OBTENIDOS

Para un analisis morfolégico se utilizd histologia y microscopia electrénica de barrido; se
compararon dos andamios (MEC: matriz extracelular y COL: colagena tipo |) con analisis
térmicos (TGA y DSC) con la finalidad de analizar los rangos de temperatura en los cuales se
presentan transiciones como: desnaturalizacién de las proteinas presentes en el andamio, la
degradacion del mismo, asi como la pérdida de masa; con la espectroscopia infrarroja (IR) se
corrobor6 la presencia de CLG; la presencia de acido desoxirribonucleico (DNA) en la
disolucién descelularizante se corroboro mediante espectrofotometria ultravioleta-visible (UV-
VIS). p

La histologia se utilizd para estudiar los tejidos antes y después de la descelularizacion,
ya que ésta se encarga del estudio de los tejidos de animales y plantas; células, MEC y liquido
extracelular. Para la caracterizacion histoléogica de los andamios obtenidos, se tomaron
muestras de 15 mm de diametro por 3 mm de espesor, se colocaron en formol por 24 h para
fijarlas. También se tomaron muestras de los érganos antes de la descelularizacién con las
mismas dimensiones. Se colocaron en parafina, se hicieron cortes de 5 pm y se hicieron

tinciones con tricromica de Masson.

Las muestras destinadas a ser caracterizadas en microscopia electronica de barrido
(MEB) deben cumplir dos condiciones: estar secas y ser conductoras. Para lo cual se tomaron
muestras del rgano nativo y descelularizado, se fijaron en glutaraldehido, se deshidrataron y
se desecaron por punto critico. Una vez secas las muestras se recubrieron con oro
(spputtering). Las condiciones del microscopio fueron: filamento de tungsteno, alto vacio, un

voltaje de 15 kV y detector de electrones retrodispersados.
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Para realizar los analisis térmicos, se congelé una seccion de riidon descelularizado (15
mm de diametro por 3 mm de espesor) por 24 h a -20 °C y se liofilizaron 24 h en el equipo

“Freezone Labconco”. Se cortaron muestras de 6 mm de diametro.

e ANALISIS TERMOGRAVIMETRICO
La muestra se calent6 en atmdsfera de aire sintético con una velocidad de calentamiento
de 5 °C/min y se registré la diferencia de la masa durante este proceso. Una pérdida de masa
indica que se llevé a cabo un cambio en el andamio. Se utilizé el equipo “Hi-Res TGA-2950

Thermogravimetric Analyzer”.

e CALORIMETRIA DIFERENCIAL DE BARRIDO
Se utilizd para obtener los puntos térmicos criticos como: transicion a gelatina,
desnaturalizacion y degradaciéon de los andamios. La muestra y un crisol de referencia vacio se
calentaron a una velocidad de 5 °C/min. La diferencia de la temperatura de ambos crisoles es
causada por los puntos térmicos criticos de la muestra. Se utilizd el equipo “Differential

Scanning Calorimeter 2910 Modulated TA Instruments”.

Se tomo una seccidén de 6rgano descelularizado, se congel6 a -20 °C por 24 h vy liofilizd
por 24 h con el equipo “Freezone Labconco”. Se cortaron muestras de 6 mm de diametroy 3

mm de espesor, se analizaron en el equipo “Scientific Nicolet 6700 FT-IR”.

Los restos de ADN se cuantificaron en alicuotas de la disolucion descelularizante (2 mL)
desde 0 % hasta 100 % del proceso de descelularizacion, para lo cual se utilizé un

espectrofotometro “Epoch BioTek”.
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ENSAYO DE
DEGRADACION

El ensayo de degradacién en las mangueras utilizadas en el dispositivo Bio-MEC
permitié descartar aquellas con cambios en su peso y aquellas que no permitieron el giro del
cabezal en la bomba. Los tiempos fueron determinados tomando en cuenta los registrados
para la descelularizacién de los 6rganos, estos se muestran en las Tablas 1, 2 y 3. También se
consideraron los cambios en las dimensiones y el cambio de color, mostrados en las Figuras 27,

29y 31.

Todas las mangueras sumergidas en TBF tuvieron un aumento en su masa (Figura 28),
cambiaron de color y disminuyeron su diametro interno y externo, asi como su longitud (Figura
27). De las mangueras degradadas en TX1 mas del 50% disminuyeron su masa (Figura 30), hubo
un cambio de color y un aumento en su diametro interno y externo asi como en su longitud

(Figura 29).

Lo que se observo con las mangueras sumergidas en SDS es un comportamiento tanto
de aumento de masa como de disminucidon en la misma (Figura 32), mas del 60% de las
muestras se mantuvieron alrededor del 100% de su masa inicial y los cambios de color y

dimensiones fueron notables en los extremos de las mangueras (Figura 31).
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Tabla 1. Masas registradas en las mangueras sumergidas en TBF.

Manguera [Masa inicial (g)l Masa dia5(g) | Masa dia 10(g) | Masa dia 15 (g) | % en masa dia 5| % en masa dia 10 | % en masa dia 15

00001
00180
96410
96400
96420
96440
96419
06434
06424
06440
06418
06509
06475

1.0813
0.5890
0.5577
0.5675
0.5637
0.5583
0.4302
0.4538
0.4539
0.5727
0.5866
0.5724
0.4551

1.1929
0.6326
0.5814
0.5888
0.5825
0.5810
0.4594
0.4729
0.4873
0.6166
0.6325
0.6270
0.4654

1.2300
0.6471
0.5892
0.5958
0.5887
0.5885
0.4691
0.4792
0.4984
0.6312
0.6477
0.6451
0.4688

1.3044
0.6761
0.6050
0.6100
0.6012
0.6036
0.4885
0.4919
0.5206
0.6605
0.6783
0.6815
0.4756

110.3163
107.3939
104.2406
103.7445
103.3262
104.0570
106.7759
104.1979
107.3474
107.6654
107.8162
109.5300
102.2523

113.7550
109.8585
105.6542
104.9927
104.4350
105.4093
109.0346
105.5972
109.7966
110.2206
110.4216
112.7067
103.0030

120.6326
114.7878
108.4813
107.4890
106.6525
108.1139
113.5518
108.3958
114.6949
115.3309
115.6325
119.0601

104.5045

Tabla 2. Masas registradas en las mangueras sumergidas en TX1.

Manguera [Masa inicial (g)l Masa dia 5 (g) | Masa dia 10 (g) | Masa dia 15 (g) | % en masa dia 5| % en masa dia 10 | % en masa dia 15

00001
00180
96410
96400
96420
96440
96419
06434
06424
06440
06418
06509
06475

1.1351
0.5686
0.5873
0.5616
0.5602
0.5569
0.4369
0.4562
0.4499
0.5899
0.5933
0.5697
0.4519

1.1686
0.5552
0.5890
0.5626
0.5610
0.5579
0.4291
0.4440
0.4405
0.5609
0.5734
0.5422
0.4520

1.1797
0.5507
0.5896
0.5629
0.5612
0.5582
0.4264
0.4399
0.4374
0.5512
0.5668
0.5330
0.4520

1.2020
0.5418
0.5907
0.5636
0.5617
0.5589
0.4212
0.4318
0.4311
0.5319
0.5535
0.5147
0.4521

102.9469
97.6433
100.2895
100.1781
100.1339
100.1796
98.2033
97.3257
97.9106
95.0839
96.6459
95.1729
100.0221

103.9292
96.8578
100.3859
100.2374
100.1785
100.2394
97.6043
96.4343
97.2142
93.4452
95.5278
93.5639
100.0295

105.8938
95.2867
100.5789
100.3561
100.2678
100.3591
96.4065
94.6515
95.8213
90.1678
93.2918
90.3458
100.0443

Tabla 3. Masas registradas en las mangueras sumergidas en SDS.

Manguera |Masa inicial (g)| Masa dia 5(g) | Masa dia 10 (g) | Masa dia 15 (g) | % en masa dia 5| % en masa dia 10 | % en masa dia 15

00001
00180
96410
96400
96420
96440
96419
06434
06424
06440
06418
06509
06475

1.1428
0.6154
0.5562
0.5304
0.5545
0.5476
0.3405
0.4484
0.4372
0.5805
0.5708
0.5765
0.4257

1.1625
0.6118
0.5559
0.5306
0.5546
0.5473
0.3857
0.4487
0.4373
0.5465
0.5461
0.5419
0.4256

1.1690
0.6106
0.5558
0.5307
0.5546
0.5471
0.4007
0.4488
0.4373
0.5351
0.5378
0.5303
0.4256

1.1821
0.6082
0.5556
0.5308
0.5547
0.5469
0.4308
0.4490
0.4374
0.5124
0.5213
0.5072
0.4255

101.7195
99.4150
99.9461

100.0377

100.0180

99.9361
113.2599
100.0669
100.0229

94.1344
95.6640
93.9896

99.9765

102.2926
99.2200
99.9281

100.0503

100.0240
99.9148
117.6799

100.0892
100.0305
92.1792

94.2186
91.9861
99.9687

103.4389
98.8300
99.8921

100.0754

100.0361
99.8722

126.5198

100.1338

100.0457
88.2687
91.3280
87.9792
99.9530

70

T A A4Aps 444 AAAAA4 +44

AAAAa4s




Resultados

TITITIY
FEn

L A ENEYY

00001 00180 96410 96400 96420 96440 96419 06434 06424 06440 06418 06509 06475

Figura 27. Cambios en el diametro y color de las mangueras sumergidas en TBF. El control es la manguera inferior.
Las mangueras con cambios son marcadas con rojo y las cuatro que presentaron menor cambio con amarillo.
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Figura 28. Cambio en la masa de las mangueras sumergidas en una disoluciéon de TBF. Es claro que existe un
aumento de masa en todas las mangueras pero las mangueras con cambios mayores son marcadas con rojo.
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Figura 29. Cambios en el diametro y color de las mangueras sumergidas en TX1. La manguera inferior es el control.
Las mangueras con cambios son marcadas con rojo y las cuatro que presentaron menor cambio con amarillo.
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Figura 30. Cambio en la masa de las mangueras sumergidas en una disolucion de TX1. Se observa un decremento de
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masa y las mangueras con cambios mayores son marcadas con rojo.




00001

Masa (%)

lIIII” o

00180

i
i BN

A A

96410 96400

A

96420 96440 96419 06434

06424 06440

Resultados

06418 06509

ALY

A0 REN AN |

06475

Figura 31. Cambios en el diametro y color de las mangueras sumergidas en SDS. El control es la manguera
inferior. Las mangueras con cambios son marcadas con rojo y las cuatro que presentaron menor cambio con amarillo.
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Figura 32. Cambio en el peso de las mangueras sumergidas en una disolucion de SDS. Se observa una mayor
estabilidad de peso y las mangueras con cambios mayores son marcadas con rojo.

73




El inicio de los érganos Bioartificiales en México

DESCELULARIZACION:
INMERSION Y

AGITACION

La primera prueba que se realizé para eliminar las células de un érgano y al mismo
tiempo probar los agentes quimicos, fue la inmersion de secciones de 6rganos (Figura 33) en las
disoluciones descelularizantes a una concentracion del 1 %. Se registré el avance de la
descelularizacion al cabo de 1 h, 2 h, 4 h, 6 h y 8 h (no ilustradas). Sin embargo la
descelularizacion sélo se llevd observd en una pequefa regidon de la seccion del 6rgano
(maximo 3 mm) después de las 8 h (Figura 34), lo que descartd este método para descelularizar

un érgano completo.

La segunda prueba realizada, ademas de estar inmersas las secciones de érgano, la
disolucidon se mantuvo con una agitacion constante, sin embargo, no se observaron resultados

favorables (Figura 35) ni cambios considerables.

Una tercera prueba fue sumergir la seccién del 6rgano en la disolucion y someterla a
una sonicacion pero este método aumento la temperatura de la disolucion, y el érgano present6
una consistencia gelatinosa ademas de que partes del érgano se deshicieron y presentaron

una textura grumosa, posiblemente por el tiempo excesivo con la sonicacién. (No ilustrada)

74




Resultados

Figura 33. Seccion de 6rgano sin ser sometido a algun tratamiento (control).

"'j t a0 /’\~ 4
Figura 35. Seccmn de érgano tratada con una solucién de SDS al 1%: descelularizacién por inmersion y
agitacion.
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DESCELULARIZACION:
CON DISPOSITIVO

BIO-MEC

La descelularizacion por perfusion, utilizando el dispositivo Bio-MEC (Figuras 41 y 42)

proporcioné andamios en tres dimensiones en condiciones 6ptimas. Sin embargo, los primeros
intentos por obtener un andamio, tomando como referencia el flujo reportado en Fisiologia
Médica (82) (Tabla 4), no dieron resultados favorables ya que los 6rganos que se intentaron

descelularizar explotaron (Figura 36) por lo que fue necesario disminuir el flujo mas de un 84%.

Tabla 4. Flujo sanguineo, en reposo, de varios érganos en un varén adulto.

» Flujo de sangre
Region Masa (kg) mL/min mL/min ()
Higado 2.6 1500 57.7
Rifion 0.3 1260 420
Cerebro 1.4 750 54
Piel 3.6 462 12.8
Musculo esquelético 31 840 2.7
Musculo cardiaco 0.3 250 84
Todo el cuerpo 23.8 336 14
* Flujo de sangre en 100 g de tejido

Después de disminuir el flujo se obtuvieron 6rganos completos y descelularizados, con

una apariencia blanca semitranslucida, sin desgarres y una textura firme (Figura 37, 39 y 35).
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Figura 37. Corte longitudinal de rifidén: Arquitectura interna del rinén. A) Nativo y B) Descelularizado.
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La descelularizacion del rindn se muestra en la Figura

38 y el corazdn en la Figura 39. Se observo el cambio en el

aspecto del 6rgano durante el tratamiento con SDS, la

figura permite visualizar la integridad del 6rgano al ser

procesado.

Antes de iniciar el protocolo se observo el 6rgano

nativo, con células y sangre (0 %).

Después de un 20 % del protocolo, se elimind la

totalidad de la sangre y se inicio la descelularizacion.

Después de un 40 % de avance, se pudo observar la

descelularizacion con regiones de color beige claro.

Después del 60 %, la descelularizacion fue evidente
ya que se observaron grandes regiones acelulares
(beige semitranslucido) y las areas con células se

observaron con manchas de color naranja-marron.

Cuando el d6rgano esta por arriba del 80 % de
descelularizacién, no fueron distinguibles las regiones
con células, se observé un color beige semitranslucido
en todo el 6rgano, por la presencia de los residuos
celulares. La disolucion final es color marrén. Los

andamios se lavaron con la disoluciéon PBS.

«Al 100 % del protocolo, el érgano presento un
aspecto blanco semitranslucido. La solucion se ilustra

en la Figura 37.

Figura 38. Cambios en el color durante el proceso de descelularizacion.
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Figura 39. Corazon descelularizado en el dispositivo Bio-MEC 01: A) Corazén nativo (0 % del proceso) y
B) Corazén descelularizado (100 % del proceso).

Figura 40. Contenedor del Bio-MEC 02 en la cual se muestra el cambio de color en la solucion descelularizante
debido al contenido celular extraido del 6rgano: A) 100% del proceso; antes de cambiar la solucién, B) 100% del
proceso; después de cambiar la solucion para remover residuos y C) Solucion enzimatica.
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Figura 41. Dispositivo “Bio-MEC prototipo 01” (simplificado): en perspectiva con un punto de fuga.
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Figura 42. Dispositivo “Bio-MEC prototipo 02” (simplificado): perspectiva con dos puntos de fuga.
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HISTOLOGIA

Se realizé la caracterizacion del andamio obtenido con técnicas histologicas, con la
finalidad de evaluar los resultados de la metodologia propuesta para la descelularizacion y

verificar si la estructura del andamio obtenido es favorable.

La tincion tricromica de Masson, es una técnica de coloracion que permitid visualizar
claramente las fibras de CLG que forman fibras gruesas, disefiadas para dar resistencia;
también evidencid, aunque en menor intensidad, las fibras reticulares; ademas del citoplasma y
nucleos. Esta caracterizacion requirié del microscopio Optico y diferentes quimicos para tefir

estructuras biologicas especificas.

Fibras de colagena se tifien de color azul-morado o verde.

El citoplasma se tifie en violeta-rojo.

Fibra muscular, glébulos rojos y queratina se tifien de rojo.

Los nucleos se tinen de color marrén.
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RINON

En las imagenes subsecuentes (Figuras 43-45), para un analisis rapido, en la imagen “A”
muestra el tejido nativo con las células tefiidas de color rosa y la MEC de color morado, en la

imagen “B” es notable la ausencia de células quedando unicamente la MEC de color morado.

La nefrona y los tubos colectores forman la unidad estructural y funcional del rinén. En
un tubo colector desembocan varias nefronas. La nefrona consta del corpusculo renal y la
porcidn tubular. El corpusculo renal esta formado por el glomérulo, rodeado por la capsula
glomerular. Un analisis con aumentos bajos de una muestra del tejido renal permitié observar
zonas ricas en estructuras glomerulares y tubulares cortados longitudinal y transversalmente.
Después de la descelularizacion los rifones mostraron una apariencia blanca semitranslucida,
la tincion tricromica de Masson reveld la permanencia de la MEC y la ausencia de células

(Figura 43 B), comparada con el rindn control (Figura 43 A).

En la Figura 44 B se observan las unidades estructurales intactas después de la
descelularizacién del rifidn: “a” el corpusculo; compuesto por el glomérulo y la capsula de
Bowman, “b1” tubulo renal cortado transversalmente y “b2” tdbulo renal cortado
longitudinalmente. Se puede observar en la Figura 44, “a” el espacio interglomerular sin color,
por ausencia de tejido bioldgico, “b” la capsula de Bowman de color morado y “c” el glomérulo
formado por capilares sanguineos, partes fundamentales del corpusculo renal. La capsula
fibrosa es descelularizada con la metodologia propuesta pero es parcialmente desprendida
durante el proceso de descelularizacion, como consecuencia de un aumento en el volumen del

organo, se pude observar en la Figura 45.

Estas estructuras son mas susceptibles a los cambios de presion en el fluido que circula
dentro de ellas, por esta razén fueron las estructuras de analisis en este trabajo, ya que pueden

desgarrarse, colapsarse o presentar una descelularizacion ineficiente.
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Figura 45. Capsula fibrosa desprendida del rifén.
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HIGADO

Al igual que los resultados del rifién, la imagen “A” muestrael tejido nativo y la imagen
“‘B” el tejido descelularizado. Con un analisis a bajos aumentos se pudo identificar la unidad
funcional basica del higado, para esta investigacion es fue el lobulillo hepatico (Figura 46 Aa-Ba).
Los lobulillos son estructuras aproximadamente hexagonales de 1-2 mm de diametro. En
algunas especies, como el cerdo, estan muy bien delimitados por tabiques conectivos

vascularizados Figura 46 Ab-Bb; en el ser humano los limites son imprecisos.

Cada lobulillo tiene elementos vasculares; hay una vena central (Figura 46 Ac-Bc), en torno
a la cual se forma el lobulillo, que recoge la sangre venosa y la vacia en las venas hepaticas,
(Figura 46 Ad-Bd), por estas venas recorre el 70 % de la sangre en el higado, el otro 30 % circula

por las arterias hepaticas (Figura 46 Ae-Be).

Un analisis a 400X reveld una gran abundancia de MEC y pocas células entre los
lobulillos hepaticos y en los tabiques conectivos, mostrado en la Figura 47 Aa y la mayor
concentracion de células entre las placas hepaticas en el interior del lobulillo como lo muestra
la Figura 47 Ab, esto fue corroborado con el tejido descelularizado de higado al existir grandes
espacios sin tincion azul propia de la MEC, lu cual puede observarse en la Figura 47 Ba-Bb. Las

venas y arterias son conservadas después de la descelularizacion (Figura 48 a).

Un analisis con amplificaciones mayores, mostré6 que la estructura de las arterias y
venas esta conformada por fibras de CLG vy elastina (Figura 48 a) rodeadas de MEC (Figura 48 b).
Aparentemente, la MEC presente en el higado fue muy escasa, segun lo mostrado por las

técnicas histoldgicas.
Por tal motivo fue necesario un analisis que proporcione mas informacion de como esta

distribuida la MEC en el andamio obtenido, porque los analisis de histologia proporcionan

informacion en 2D y el propdsito es obtener un andamio de MEC en 3D.
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Figura 48. Matriz extracelular: a) arterias y b) tabique conectivo.
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MICROSCOPIA
ELECTRONICA DE
BARRIDO

La caracterizacion con Microscopia Electronica de Barrido (MEB) proporcioné
informacion que no es posible obtener con las técnicas histolégicas como: la morfologia del
glomérulo, de los tubos colectores y de la capsula fibrosa, todas caracteristicas propias del

rindn, antes y después de ser descelularizados.

En el caso del higado, la disposiciéon de la MEC en el interior del lobulillo, el grosor de las
venas y arterias, asi como la capsula fibrosa hepatica, son las partes esenciales que se

estudiaron en esta caracterizacion.

Las muestras nativas de rifidn e higado (con células) no tuvieron problema al momento
de fijarlas con glutaraldehido y su posterior desecado por punto critico, sin embargo, las
muestras descelularizadas tuvieron el inconveniente de colapsar al momento de ser desecadas
por punto critico. Este colapso se hace evidente hasta el momento de analizar las muestras en

el microscopio.
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RINON

Los resultados obtenidos para el rindn mostraron a bajos aumentos (Figura 49 A) el
glomérulo y los tubos recolectores, pero en la Figura 49 B, se observo un colapso de la estructura
después de ser descelularizada, lo que dificultd encontrar los glomérulos, ya que el espacio
entre el glomérulo y la capsula de Bowman no fue visible, y todo el andamio parece tener la

misma topografia.

Después del analisis observamos una estructura de lineas paralelas caracteristicas de
los tubos colectores (Figura 49 Bb), y en torno a ellos nos enfocamos en la busqueda de los

glomérulos.

La morfologia superficial de los glomérulos, comparada con el tejido nativo (Figura 50 A),
es rugosa debido a la falta de células, se mantiene la forma semiesférica y no se observaron

desgarres en ellos o en los tubulos conectores (Figura 50 B).

En una seccion con un corte transversal del tejido nativo, se pudo observar el glomérulo
como una esfera solida y su alrededor mantuvo una apariencia solida (Figura 51 A) como
consecuencia de los glébulos rojos en su interior. Sin embargo, un corte transversal en el
glomérulo del tejido descelularizado mostro el interior del glomérulo vacio, también se observo

el tejido circundante en forma de fibras (Figura 51 B).

En general no fue favorable la preparacion de la muestra para observar la estructura del
rindn, después de ser descelularizado, esto fue corroborado en tres muestras, hasta el
momento de ser analizadas en el microscopio electronico de barrido.

En virtud de estos resultados, se optd por cambiar el método de preparacion de las

muestras de MEC con la finalidad de evitar el colapso observado.
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Figura 51. Corte transversal del glomérulo que muestra su morfologia interna.
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HIGADO

En el caso del higado, se observo con mayor claridad la ausencia de las células, gracias
a los grandes espacios vacios (huecos) que se observaron en los lobulillos hepaticos (Figura

52), debido a que la MEC es escasa un el interior pero abundante entre los lobulillos.

J '4f10f2015 000197
Figura 52. Globull os epatlcos A distribucion general de Ia matrlz extracelular y B interior del globulillo.

Las arterias mostraron una estructura compacta, formada por fibras de CLG y poros

pequefos, la capsula fibrosa también es descelularizada y mantuvo su integridad. (Figura 53)

High-vac. BEI PGH =4 tzn15 0195 ngh vac) B | ’ o
Flgura 53 A) Estructura de una arteria descelularl aday B) estructura de la capsula flbrosa.
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ANALISIS TERMICOS

Los cambios de pH, asi como las variaciones en la temperatura influyen en la solubilidad
de las proteinas, este aspecto fisicoquimico puede verse afectado hasta el punto de producir la
precipitacion proteica. Esto se debe a que los enlaces que mantienen la conformacion globular
de la proteina se rompen, promoviendo que la proteina adopte una conformacioén filamentosa.
De este modo, la interaccién de las moléculas de agua con las moléculas proteicas esta
disminuida, por lo que las proteinas tienden a unirse entre si dando lugar a grandes particulas

que precipitan.

Las proteinas que se hallan en ese estado no pueden llevar a cabo la actividad para la
que fueron disefadas, en resumen, no son funcionales. Esta variacion de la conformaciéon de
las proteinas se denomina desnaturalizacién. La desnaturalizaciéon respeta los enlaces
peptidicos ya que al volver a las condiciones iniciales la proteina puede recuperar la

conformacién nativa, lo que se denomina renaturalizacion.

Los cambios que sufre el andamio de matriz extracelular (MEC) comparado con un
andamio de CLG tipo |, fueron analizados mediante calorimetria diferencial de barrido y la

estabilidad térmica, asi como la pérdida de masa, con un analisis termogravimétrico.
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Figura 54. DSC del andamio obtenido por descelularizacién de rifién.

En la Figura 54 se observan las siguientes regiones: (86) (87) (88) (89) (90)

a)
b)
c)

d)

50°C - 70°C
96°C - 137°C
190°C - 220°C

Mayor a 245°C

Transicién a gelatina. Max.
Desnaturalizacion. Max.
Degradacién. Max.
Combustion.

63°C

118°C

215°C
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Figura 55. Termograma del andamio obtenido por descelularizacion de riiién.

En la Figura 55 se observan las siguientes regiones: (87) (88) (90)

Temperatura.

a) 30°C - 96°C
b) 96°C - 137°C

c) 137°C - 400°C
d) 400°C - 476°C

e) 476°C - 600°C

Fendmeno.

Pérdida de agua por deshidratacion.
Desnaturalizacion.

Pérdida de peso por combustion.
Pérdida de peso por combustion.

Pérdida de peso por combustion.

Pérdida de masa.

10%

1%

40%

7%

21%
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ANALISIS

ESPECTROFOTOMETRICOS

La espectroscopia es el estudio de las interacciones de la radiacion electromagnética
con la materia. Cada tipo de espectroscopia utiliza energia de longitudes de onda
correspondientes a una regién del espectro electromagnético, por ejemplo, la espectrometria
ultravioleta-visible permite hacer mediciones de materiales que absorben o emiten en la regidn
del ultravioleta cercano y el infrarrojo cercano; la espectrometria de infrarrojo utiliza la regién

infrarroja del espectro electromagnético.

La espectroscopia infrarroja comprende las longitudes de onda desde 400 - 4000 nm
aproximadamente. Ofrece la posibilidad de medir diferentes tipos de vibraciones en los enlaces
atémicos a frecuencias diferentes y el analisis de los espectros de absorcién infrarroja indica

qué tipo de enlaces estan presentes en la muestra.
La espectroscopia UV-VIS comprende longitudes de onda desde 200 - 800 nm

aproximadamente. Algunas disoluciones absorben y reflejan radiacion en esta zona y tal

radiacion es responsable del color caracteristico en la muestra.
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ESPECTROSCOPIA INFRARROJA

No. de onda
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Figura 56. Espectro IR del andamio obtenido por descelularizacion.

Grupo
Amida A
Amida B
Amida |
Amida Il
Amida IlI
Carboxilo

Anillo Pirrol

> >

Bandas caracteristicas en el espectro obtenido por IR (Figura 56). (88) (91) (92) (93) (94)

Caracteristica

Vibracion por estiramiento del grupo NH

Vibracidn por estiramiento asimétrico del grupo NH»
Vibracién por estiramiento del grupo C=0

Vibracién por deformacién del grupo N-H

Vibracién por estiramiento del grupo C-N

Vibracion por estiramiento del grupo COO

Vibraciones del anillo Pirrol.
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ESPECTROSCOPIA ULTRAVIOLETA-VISIBLE

250 300 350 400 450 500 550 600
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Absorbancia
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Figura 57. Espectro UV-VIS de la disoluciéon descelularizante durante el proceso de descelularizacion.

Se observan en la Figura 57 tres regiones para visualizar el aumento de DNA-RNA y una

para las proteinas en la disolucion descelularizante: (95) (96) (97) (98)
DNA-RNA: 260 cm-1, 280 cm-1y 320 cm-1.

Proteinas: Regién de 350 cm-1 hasta 450 cm-1.
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Discusién

Las mangueras que se descartaron del ensayo de degradacidon presentaron cambios
entre los que podemos mencionar: cambio en sus dimensiones (largo y diametro), variacion en
su masa entre el 6 % y 25 %, algunas presentaron cambio en el color y se hicieron rigidas

ademas no permitieron el giro del cabezal.

Del ensayo de degradacion se seleccionaron cuatro mangueras que no presentaron
cambios en cada disolucidn (Figura 58; Graficas A, B, C). Se descarté la manguera 06475 para ser
utilizada en el cabezal de la bomba, ya que forzaba el giro del cabezal pero se puede utilizar en
algunas conexiones del dispositivo. La manguera con el mejor comportamiento en las tres
disoluciones es la 96420 fabricada con silicon y disefiada para estar en contacto con
disoluciones biolégicas. En segundo lugar estan las mangueras 96440, 96400 y 96410 también
fabricadas con silicdn, estas tres ultimas se utilizaron en el dispositivo y son recomendables

para ser utilizadas en el cabezal de la bomba peristaltica.
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Figura 58. Graficas de las mangueras con el mejor comportamiento en: A) TBF, B) TX1, C) SDS.
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Las pruebas de descelularizacion por inmersion no fueron viables para descelularizar
organos, sin embargo, los resultados obtenidos son de importancia ya que éste es el método
recomendado para descelularizar 6rganos sin venas y arterias, como la traquea, cartilago y
cornea, 0 que su espesor es pequeio comparado con el largo y ancho, a manera de ejemplo

esofago, piel, pericardio y vejiga.

De los resultados obtenidos en la inmersién de secciones de érganos, se descarto
utilizar el TBF, ya que dejaba una capa aceitosa dificil de eliminar, ademas, su hoja de
seguridad indica que provoca dafos al sistema nervioso y genera problemas en la calidad de la

sangre.

Los agentes quimicos restantes TX1 y SDS se utilizaron en el dispositivo Bio-MEC
prototipo 00 para evaluar su efectividad en el proceso de descelularizacion, ambos permitieron
una descelularizacién efectiva, sin embargo, el Tritdn X100 compromete la integridad del
organo, ya que al finalizar el protocolo se observd que los érganos pierden la firmesa y son
dificiles de manipular. Se observo este comportamiento con disoluciones al 1 % TX1 y en la
combinacién SDS-TX1. Los érganos con textura firme y de facil manipulacién se obtuvieron con

el empleo de SDS.

El volumen de la disolucion descelularizante que se utilizd, preparada con relacion al
volumen promedio, fue la cantidad minima necesaria para la obtencién de andamios, ya que
permitid6 obtener resultados favorables. Un volumen menor no permitié la descelularizaciéon

debido a una saturacion de la solucidn con material celular.

Las concentraciones de los agentes quimicos que se probaron para descelularizar, en
el menor tiempo posible y a un bajo costo, fueron 0.1 %, 0.3 %, 0.5 % y 1 %, utilizando el rindn
como primer 6rgano a descelularizar. Las primeras dos concentraciones fueron descartadas
debido a que la eliminacién de células se prolongaba por periodos de 6 y 10 dias (0.3 % y 0.1
%, respectivamente). Esto se debe a que el detergente a bajas concentraciones se adhiere a
las paredes del dispositivo, asi como en las venas y arterias, ademas, se inicia el proceso de
degradacion de la membrana celular pero no se extrajo el contenido celular del érgano por la

falta de formacion de micelas en las proteinas.
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Las concentraciones del 1 % y 0.5 %, en la descelularizacién, permitieron obtener
andamios descelularizados en un promedio de 1 y 2 dias respectivamente. Concentraciones

mayores provocan la disgregacion del interior del 6rgano.

El flujo que se utilizé en la solucién descelularizante, fue 85 % menor que el flujo
reportado en la fisiologia médica (mL/min), ya que un flujo mayor a 60, 20 y 100 mL/min (rifidn,
corazén e higado respectivamente) provocd desgarres o el incremento de volumen tal que el

organo literalmente explota.

El disefio del dispositivo Bio-MEC se realizé para facilitar la obtencion de andamios de
MEC a partir de érganos de cerdo. El dispositivo Bio-MEC prototipo 00 fue construido a partir
de piezas, contenedores y conectores que se pueden disefar, construir y/o adquirir a bajo
costo, demostrando que la falta de recursos econémicos, en este trabajo, no fue una limitante
para generar aportes cientificos y tecnolégicos de impacto a la sociedad y con calidad

internacional.

El dispositivo Bio-MEC tiene contenedores de varios tamafnos que permiten la
descelularizacion de un 6rgano como el riidn o el higado y contenedores que pueden

descelularizar hasta 3 0 4 6rganos al mismo tiempo.

La trampa de aire tiene la finalidad de que la descelularizacién se efectue de manera
continua y homogénea, ya que es importante la ausencia de burbujas en la disolucién para que

no formen tapones en venas y arterias.

Es indispensable que la solucion descelularizante se mantenga a bajas temperaturas,
motivo por el cual, los dispositivos Bio-MEC cuentan con un refrigerante acoplado en la

columna. Existen disefios compactos y permiten ser utilizados en equipos de refrigeracion.

El objetivo del dispositivo Bio-MEC, ademas de descelularizar, se pretende que permita
hacer la recelularizacion de los érganos, para lo cual se requiere acondicionar el dispositivo con
termdémetros, medidores de pH, camisas de temperatura y mantener una concentracion

constante de CO,.
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Comparando el andamio de MEC, obtenido en el dispositivo Bio-MEC, con el andamio
COL que se tiene como referencia en el laboratorio, se observé que el andamio obtenido por
descelularizacion (Figura 59 A), se desnaturaliza aproximadamente 23 °C por arriba de la
temperatura de desnaturalizacién del andamio de CLG; y su degradacién inicid 7 °C, por arriba

de la temperatura observada en los andamios de CLG lo cual se observa en la Figura 59 B.
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Figura 59. Grafica A) Desnaturalizacion, B) Degradacion y C) Pre-desnaturalizacion de los andamios.

Los aumentos en la temperatura de desnaturalizacion y degradacién se deben a que el
andamio MEC contiene todos los componentes de la propia matriz extracelular para cada
organo como la colagena tipo I, lll y IV, elastina, fibronectina y proteinas de sefalizacién, que
en conjunto le confieren mayor resistencia térmica, lo cual sugiere que los andamios obtenidos

por descelularizacion son mas resistentes y estables que los de CLG por si sola.
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Sin embargo, debido a que el SDS se utiliza para desnaturalizar proteinas y mantenerlas
desplegadas en la cuantificacion de proteinas por electroforesis, se observé que el andamio
obtenido tiene una pre-desnaturalizacion (Figura 59 C) la cual es detectada entre 50 °C y 70 °C,
esto no afectd al andamio, debido a que existen investigaciones en la fabricacién de andamios

que utilizan proteinas desnaturalizadas (CLG) como materia prima.

Durante el primer rango de estabilidad, entre 70 y 235 °C, del andamio obtenido por
descelularizaciéon (MEC), se presenté la desnaturalizacion de la proteina (Figura 60) y alrededor
de los 215 °C inici6 la degradacion de la proteina y posterior a la degradacion (137 °C) continud

el proceso de combustion con la mayor pérdida de peso.
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Figura 60. A) Comparacion de la pérdida de peso del andamio Matriz Extracelular (MEC) y el colagena tipo | (COL).
B) DSC de ambos andamios.

En la Tabla 5 podemos observar que la prolina (Pro) y la glicina (Gly) se encuentran en
todas las cadenas de los diferentes tipos de CLG (color rojo), sin embargo, la alanina se
encuentra en la colagena I, Il y Ill; la lisina y la leucina se encuentran en las cadenas a1 y a2
respectivamente de la colagena tipo 1V, de esta manera podemos distinguir la contribucién de

la colagena tipo IV en el espectro de IR (Figura 61).
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Tabla 5. Contribucion de las unidades de aminoacidos presentes en las cadenas de colagena. En rojo, aquellos con la
contribuciéon mayor.

amino [Clad()| % [Cle2()| % [Cllal(i)| % [cuHIal(lI)| % [CIVal(IV)| % [CIVa2(IV)] %
1]Ala A RN 9.63 P 922/ 132 [EEY k] 7.84 59| 3.54 83| 4.85
2[cys € 18] 1.23 9] 0.66 19] 1.28 22| 15 20] 1.2 21[1.23
3lasp D 66| 4.51 42| 3.07 63| 4.24 55| 3.75 58] 3.48 82| 4.79
4|Glu E 75| 5.12 67| 4.9 79| 5.31 74| 5.05 69] 4.13 60| 35
5|Phe F 27| 1.84 23| 1.68 24| 1.61 23| 1.57 46| 2.76 57| 3.33
6lcly G 276
7[His H 9] 0.61 17[1.24 8| 0.54 14] 0.95 16] 0.96 19] 1.11
glle 1 24| 1.64 31| 2.27 35| 2.35 36] 2.46 58] 3.48 65| 338
9lLys K 58| 3.96 50| 3.66 67| 4.51 62| 4.23 5.63 82| 4.79
10[Leu L 48] 3.28 62| 4.54 57| 3.83 48] 3.27 92| 551
11[Met ™ 13] 0.89 10 0.73 16] 1.08 17[ 1.16 31] 1.86 24| 14
12|Asn N 28] 1.91 42| 3.07 32| 2.15 41] 28 16] 0.96 18] 1.05
13|Pro P 4 19 ) 16.8 %] 18 gl 192 g 195 3 16.7
14[GIn Q 48] 3.28 32| 2.34 61| 4.1 43] 2.93 73] 4.37 62| 3.62
15|Arg R 71| 4.85 72| 5.27 72| 4.84 60| 4.09 45| 27 78] 4.56
16/Ser S 60| 4.1 51| 3.73 50| 3.36 73] 4.98 70| 4.19 64| 3.74
17|Thr T 44| 3.01 44| 3.22 44| 2.96 31| 2.11 43| 2.58 51| 2.98
18|val V 46 3.14 55| 4.03 38| 2.56 36| 2.46 51] 3.06 49| 2.86
19[Trp W 6] 0.41 5 0.37 7] 0.47 7] 0.48 6] 0.36 9] 0.53
20[Tyr Y 13] 0.89 16] 1.17 10| 0.67 15] 1.02 18] 1.08 28] 1.64
21 1464 100 1366 100 1487 100 1466 100 1669 100 1712 100

Los espectros de infrarrojo del andamio MEC y el andamio COL, mostraron las mismas
bandas (propias de la CLG) pero con cambios en la absorbancia, esto se debe a que el
andamio MEC tiene una contribucion de colagena tipo |, lll (de las cuales es dificil distinguir la

colagena tipo | de la Ill) y IV; mientras que el andamio COL es unicamente colagena tipo |.

Por tal motivo en la colagena tipo IV, la lisina (Lys) y leucina (Leu) tienen una
contribucién en el espectro de MEC en las bandas que se ubica alrededor de 2850 y 2920 cm™,
y como consecuencia son las bandas que tienen una menor absorbancia, en comparaciéon con

el espectro de COL (Figura 61; lineas punteadas).
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Figura 61. A) Comparacioén de los espectro de colagena tipo | (COL) y el andamio de matriz extracelular (MEC); B)
Colagena tipo |, Il, Il y C) Colagena tipo IV.

Este analisis fue de utilidad para confirmar la presencia de CLG en el andamio, que es la
proteina de mayor porcentaje en el andamio de MEC, sin embargo, es necesario realizar una
caracterizacion mas detallada para saber cual es la contribucion de cada una de las colagenas

(tipo I, lll y IV) presentes en el andamio.

En la Figura 54 se observa como a través del proceso de descelularizacion también fue
posible extraer el material genético (DNA-RNA) del 6rgano de cerdo. Esto nos asegura que la
descelularizacion también degrada la membrana bilipidica del nucleo celular, lo que permite la
extraccidon de su contenido y de esta manera, junto con la degradaciéon enzimatica con
desoxirribonucleasa |, se elimina el material genético y por lo tanto permite proporcionar un
andamio inmunologicamente no comprometido, con lo que se pretende evitar el rechazo al

momento del trasplante.
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CONCLUSIONES

Es indispensable que todos los materiales que se utilizan y estan en contacto con las
disoluciones descelularizantes (mangueras, conectores y contenedores) en cualquier
dispositivo, sean sometidos a degradacién, ya que las concentraciones del agente quimico
y los tiempos requeridos en cada etapa afectan el rendimiento y comportamiento de los

materiales.

La descelularizacion por inmersidon es recomendable para tejidos y secciones de érganos en

las cuales el largo y ancho son mayores que su espesor.
Para 6rganos completos es recomendable utilizar la perfusién de disoluciones.

Es importante que se tome en cuenta el flujo que se utiliza en la descelularizacion, asi como
la concentracion de la disolucion descelularizante, ya que el comportamiento de las células

presentes en cada érgano es diferente.

El dispositivo Bio-MEC, con sus prototipos 00, 01 y 02, permite obtener andamios de MEC,
con las caracteristicas requeridas para cada érgano, ya que la arquitectura presente en los

andamios es igual a la del 6rgano nativo.

107




El inicio de los érganos Bioartificiales en México
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El andamio obtenido por descelularizacién tiene un mejor comportamiento que el andamio
de CLG (tipo I) que se utiliza como referencia en el laboratorio, ya que las temperaturas de
desnaturalizacion y degradacién son mayores a lo esperado, por lo cual es recomendable

seguir con esta investigacion.

Los andamios obtenidos con SDS tienen una consistencia favorable para su manipulacion y

sin vestigios de células.

Para una mejor investigacion, de los parametros a utilizar en la descelularizacion, se
requieren convenios con instituciones que trabajen la misma especie animal que se utiliza,
para garantizar el acceso a la gran cantidad de 6rganos que se requieren para continuar

con este estudio.




Discusién

PROPUESTAS

Identificar los tipos de colagena presentes en el andamio.
Cuantificar los residuos de DNA-RNA en al andamio.
Realizar pruebas de Biocompatibilidad de los andamio de MEC.

Iniciar pruebas de recelularizacién con células troncales y células propias de cada

organo.

Adecuar el dispositivo Bio-MEC para ser utilizado en la recelularizacion de los

andamios.
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APENDICE A

PROCURACION DE ORGANOS CON FINES

DE INGENIERIA DE TEJIDOS Y MEDICINA REGENERATIVA

Leén Mancilla B, Pifia Barba C2, Martinez Hernandez H?
! Departamento de Cirugia, Facultad de Medicina, UNAM
2 Laboratorio de Biomateriales, Instituto de Investigaciones en Materiales, UNAM

INTRODUCCION

Los trasplantes de érganos se han documentado desde hace mucho tiempo, pero en gran parte
solo tienen interés histérico. EI campo moderno de los trasplantes no se inicid sino hasta la ultima mitad
del siglo XX. De un procedimiento experimental efectuado hace aproximadamente 50 afos, el trasplante
evoluciond hasta constituirse como el tratamiento de eleccidn de la insuficiencia organica de etapa final
consecutiva a una gran variedad de causas. En la actualidad, el trasplante de rifidn, higado, pancreas,
corazén y pulmones es comun en todo el mundo. (Schwartz. Brunicardi FC. Principio de cirugia. México
D.F.: Mc GrawHiil. 92. ed. 2011)

Hoy en dia el trasplante se acepta de modo amplio y tiene tal éxito que el principal problema que
afronta este campo en la actualidad no es la técnica quirurgica, el rechazo o el tratamiento de

complicaciones, sino mas bien el abastecimiento de érganos.

El avance de la ciencia y la tecnologia en el area médica ha permitido que la esperanza de vida
aumente de manera importante en los ultimos 30 afos. Sin embargo, la enfermedad crénica
degenerativa, como la insuficiencia cardiaca, hepatica o renal ha aumentado de forma significativa. Los
tratamientos terapéuticos actuales implican el trasplante de 6rganos de donador vivo relacionado o de
cadaver, pero la cantidad de pacientes en espera de un trasplante es mayor que la cantidad de 6rganos
disponibles para ser trasplantados, un ejemplo de ello es la segmentacién del tejido hepatico, con la

finalidad de beneficiar a un mayor nimero de pacientes.
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El trasplante es el acto de transferir un érgano, tejido o células de un sitio a otro. Los trasplantes
se dividen en tres categorias con base en la similitud del donador y del receptor: autotrasplante,
alotrasplante y xenotrasplante. Los autotrasplantes comprenden la trasferencia de tejido u érgano de
una parte de una persona a otra del mismo individuo. Son el tipo mas comun de trasplantes e incluyen
injertos de piel, injertos venosos para derivaciones, injertos 6seos y de cartilago e injertos neurales.
Dado que el donador y el receptor son la misma persona y no existe disparidad inmunolégica, no se

requiere inmunosupresion.

Los alotrasplantes incluyen la transferencia de 6rganos o tejidos de un individuo a otro diferente
de la misma especie, la circunstancia mas comun en la mayor parte de los trasplantes de érganos
solidos que se practican en la actualidad. Los receptores de aloinjertos requieren inmunodepresion para
evitar el rechazo. Los xenotrasplantes consisten en la transferencia a través de barrera de especie. Hoy
en dia los xenotrasplantes se relegan en gran parte al laboratorio, si se toman en cuenta las barreras

inmunitarias potentes y complejas para tener éxito.

Algo de historia de los trasplantes: Alotrasplantes, Autotrasplantes, Xenotrasplantes (Swartz)

La escases de érganos por la falta de cultura de donacién, asi como los tramites sanitarios que
implican una serie de procedimientos legales y médicos, y la falta de infraestructura hospitalaria y
personal calificado para la toma y preservacion de érganos, imposibilitan los alotrasplantes en México.
Los animales empleados para la obtencién de érganos deben contar con un estado de salud aceptable

que permita garantizar la calidad de los érganos procurados y tratados.
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ANTECEDENTES

La ciencia de los biomateriales ha tenido grandes avances en la obtencion de andamos 3D por
diferentes técnicas como las bioespumas, electrohilado, gel casting, liofilizacion, prototipado rapido,
entre otras, que imitan la estructura de un 6rgano y son fabricados con biomateriales activos o
reabsorbibles. Estos andamios tratan de imitar a la matriz extracelular (MEC) que es secretada por las
células y ha mostrado contener senales que afectan la migracion celular, proliferacion y diferenciacion,
pero actualmente no es posible sintetizar MEC en el laboratorio debido a la gran complejidad en su
composicion, la organizacion 3D vy la falta de caracterizacion ya que la MEC de cada 6rgano y tejido es

diferente.

Existen los andamios biolégicos derivados de MEC, son usados en cirugia reconstructiva y medicina
regenerativa para reemplazo de tejidos y 6rganos, estos andamios son obtenidos por una novedosa
técnica llamada descelularizacién, la cual preserva la estructura y composicion de la MEC durante el
proceso de descelularizacién. La obtencion de tejidos descelularizados se puede lograr con diferentes
métodos como producir un gradiente de presion con disoluciones enzimaticas, inducir un fluido
supercritico de diéxido de carbdn, la inmersién y agitacion en disoluciones detergentes, y por otra parte,
la perfusion de varios agentes quimicos a través del lecho vascular permite obtener un andamio

biolégico 3D de MEC para un érgano completo.

La complejidad y la duracién del protocolo de descelularizacion esta relacionado con el grado de
conservacion estructural y biolégico requerido para su posterior uso, especialmente para tejidos
compuestos y organos. Esto es importante ya que, cualquier agente o método causara dafos en la
composicion y estructura de la MEC, es deseable la minimizacién de estos efectos, ya que evitarlo por

competo aun no es posible. (Song)
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Tabla 1. Antecedentes del uso de biomateriales en combinacion con células u oérganos
descelularizados

OBJETIVO

Establecer los requerimientos necesarios para la toma de érganos animales (corazén, pulmén,
traquea, higado, rifones y vejiga) para realizar tratamiento de descelularizacion y su posterior
caracterizacion fisica, quimica y bioldégica que permita determinar las caracteristicas de los 6rganos

(andamios) después del tratamiento de descelularizacion.
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JUSTIFICACION

Es necesario contar con alternativas terapéuticas que permitan disminuir la escasez de érganos
en pacientes con falla organica terminal a través de ingenieria de tejidos y medicina regenerativa que

pueda resolver el problema a través de un trasplante.

Por lo que es necesario, establecer los procedimientos necesarios para la toma y conservacién de
6rganos animales de buena calidad, para ser tratados con disoluciones detergentes para su
descelularizacion y que permita en un futuro ser empleado en ingenieria de tejidos y medicina

regenerativa; asi como sentar las bases para la descelularizacion de érganos humanos.

INFRAESTRUCTURA

Estructura Fisica
La toma de 6rganos se realiza en quiréfano con las medidas asépticas necesarias, asi como el

uso de ropa quirurgica e instrumental quirurgico estéril. El quiréfano contiene equipo biomédico (monitor
de signos vitales y saturacion de oxigeno, ventilador automatico, tanques de oxigeno, electro-bisturi,
entro otros equipos) ademas de mobiliario como mesa quirdrgica, mesa de Pasteur, mesa de rifidn,

cubetas metalicas, tripie, contenedores de residuos RPBI, entro otros.

Mobiliario quirurgico. Fuente directa
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Recursos Humanos

Actualmente los grupos de investigacion son multidisciplinarios, formados por personal médico,
meédico veterinario, enfermeria, quimicos, ingenieria biomédica, lo cual enriquece cada una de las
actividades realizadas. Para la toma de 6rganos participa el cirujano, el primer y segundo ayudante del

cirujano, el anestesiodlogo, la enfermera instrumentista, enfermera circulante e ingeniero biomédico.

Recursos Materiales Instrumental quirargico

Pinza de anillos (1 pieza)

Pinzas de campo (6 piezas)

Pinzas Kelly (12 piezas)

Pinzas mosco (6 piezas)

Pinzas Allis (4 piezas)

Pinzas Babcok (2 piezas)

Portagujas (2 piezas)

Pinza Kantrovich (2 piezas)

Tijeras Mayo (1 recta y 1 curva)

Tijera Metzembaum (1 pieza)

Mango de bisturi No. 4 (1 pieza)

Mango bisturi No. 3 (1 pieza)

Canula Yankauer (1 pieza)

Pinza de diseccién Adson con dientes (2 piezas)
Pinza de diseccion Adson sin dientes (2 piezas)
Separador maleable (2 piezas)

Separador automatico (1 pieza)

Bulto quirurgico

4 campos

1 sabana de pie,

1 sabana rifndn, campo doble para envoltura
1 sabana hendida

4 batas quirurgicas

4 toallas para manos
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Recursos Biologicos

Modelo Animal: Cerdo

El animal debera ser obtenido de una granja que cumpla con los requisitos minimos de buenas
practicas de produccion porcina; dentro de la cual se realiza medicina preventiva (esquema de
vacunacion -salmonella y leptospira-, aplicacion de He, descolmillado, descolado, entre otros
procedimientos médico veterinarios) ademas de proporcionarles alimento balanceado de acuerdo a su

etapa de crecimiento, aportando los nutrientes necesarios.
El peso ideal de los lechones utilizados es de 15 a 20 kg, sexo indistinto.

El examen fisico, clinico y de laboratorio debe incluir, la inspeccién de orificios naturales, la
auscultacion de cavidad toracica (ruidos cardiacos y pulmonares) asi como cavidad abdominal (ruidos
intestinales), toma de muestra sanguinea para la realizacién de Biometria Hematica (BH), Quimica
Sanguinea (QS) y pruebas de funcionamiento hepatico (PFH). Se anexa tabla de valores normales en el

cerdo.

Los lechones empleados para la toma de érganos deberan permanecer minimo siete dias antes
del procedimiento quirdrgico, con la finalidad de vigilar su estado de salud; en caso de enfermar el

animal, no se utilizara para los fines propuestos.

Solucion Preservadora

Para el primer lavado se utiliza solucion salina fisiologica fria heparinizada a 4°C; por cada
gramo de 6rgano (peso humedo) se emplean 50 U de Heparina/5 ml de SSF al 9%.
Para el segundo lavado, se utilizara SSF adicionada con antibiéticos y antimicéticos que evite la
contaminacioén del érgano; empleando anfotericina B (0.0625 ug, estreptomicina 25 ug y penicilina 25 U)
en 10 ml de SSF

Posteriormente pasa a un bioreactor para la descelularizacién, punto que no sera tratado en este

reporte técnico.
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METODOLOGIA

Descripcion de la toma y preservacion de érganos

Procedimiento anestésico

Previo a la toma de dérganos, se indica ayuno de alimento de 8 horas, dejando suministro de
agua ad libitum, posteriormente se administrara azaperona (Sural) 20 mg/kg IM, como sedante y sulfato
de atropina 1mg IM como protector vagal y antisialogogo, previniendo la obstruccion de la via aérea.
Para contar con una via venosa permeable para la administracion de farmacos y disoluciones se
canaliza la vena marginal de la oreja (derecha o izquierda) con un catéter corto 20 Fr conectado a un
equipo de venoclisis. Se indica solucién glucosa al 5% (20-25 gotas/min). Como anestésico general se
emplea pentobarbital sédico a una dosis de 80 mg/kg via IV.

Se coloca canula endotraqueal de 6-6.5Fr, se insufla globo y se fija con tela adhesiva al morro,
posteriormente se conecta a un ventilador automatico y se administra 5L/min de oxigeno. Este

procedimiento es de suma importancia para que los tejidos se encuentren bien perfundidos y no sufran
dano por hipoxia.

Se coloca sonda gastrointestinal tipo Levin de 16 FR (125 cm de longitud y diametro de 5.28
mm)

Procedimiento quirurgico.

Posiciéon quirdrgica del animal: se

coloca en cubito dorsal, con las extremidades
anteriores y posteriores atadas a la mesa
quirurgica, se realiza asepsia y antisepsia de la
region toraco-abdominal con isodine solucién.
Posteriormente se colocan los campos
quirurgicos y pinzas de campo sobre el area
quirdrgica cubriendo térax y abdomen, al final

se coloca la sabana hendida.

Intubacién del animal. Fuente directa.
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Abordaje quirurgico: se realiza incisién de la piel por planos hasta llegar a la cavidad abdominal,
del apéndice xifoides hasta la sinfisis de pubis, se coloca separador automatico de Badford, el cual
permite una mejor visualizacién de las estructuras abdominales. Primero se realiza la diseccién de
higado, posteriormente se realiza diseccion de la aorta abdominal y del hilio renal derecho e izquierdo.
Ningun o6rgano se extirpa hasta que todos los 6rganos estén perfectamente disecados, asi como
arterias y venas se encuentren referenciados con el uso de seda libre 4-0.

Posicion del animal. Fuente directa.

Aplicacion de isodine solucién sobre la region
quirargica. Fuente directa.
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ORGANOS TORACICOS

Corazén-Traquea-Pulmones

Anatomia: La cavidad toracica alberga y protege los pulmones y el corazén como principales
representantes de los aparatos respiratorio y circulatorio. Asi mismo, sirve de transito a estructuras
vasculares, linfaticas, nerviosas, esofago y traquea a través del espacio mediastinico que se topografia
entre ambas cavidades pleurales. La traguea es un tubo membranoso, flexible y cartilaginoso que se
extiende desde la laringe, a nivel de las vértebras C4-C5 hasta el nivel de la T5, donde se bifurca en los

bronquios principales izquierdo y derecho, dorsalmente a la base del corazon.

Sobre el lado derecho y a nivel del tercer espacio intercostal proporciona un bronquio para el
I6bulo craneal del pulmoén derecho (bronquio traqueal). El pericardio envuelve el corazén y se une al
esternén mediante el ligamento esternopericardico desde la 32 costilla hasta el cartilago xifoides del
esternén y porcion esternal del diafragma. El pericardio contacta extensamente con la pared toracica

lateral izquierda a partir del segundo espacio intercostal hasta la 52 costilla.

Los pulmones derecho e izquierdo ocupan la mayor parte de la cavidad toracica, quedando entre
ambos los érganos mediastinicos. El pulmdn derecho esta subdividido por cisuras en cuatro Iébulos:
craneal (apical), medio (cardiaco), caudal (diafragmatico) y accesorio (intermedio). El pulmén izquierdo

esta subdividido en dos I6bulos: craneal (porciones craneal y caudal) y caudal.

Abordaje Quirargico: La cavidad toracica se abre posterior a la diseccion de los érganos
abdominales. Se realiza incision de la piel, musculo y se desarticula el esternén de las carrillas
articulares de las costillas (ya sea derecha o izquierda), se desarticula todo el esternén, desde la quilla
hasta la apéndice xifoides. Una vez abierta la cavidad toracica, se identifica el corazén y saco

pericardico, asi como los pulmones (derecho e izquierdo).
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ORGANOS ABDOMINALES

Higado-Rifiones-Vejiga

Anatomia: El abdomen del cerdo se contintia exteriormente, de manera casi imperceptible, con
la porcion 6sea del térax hasta la pelvis, por lo que el tronco tiene una forma practicamente cilindrica en
esta especie.

Diseccion hepatica: este 6rgano se encuentra en el epicondrio derecho, y su principal sujecion
se realiza por el ligamento hepatico o cuadrado, el cual lo fija a la pared abdominal. Se libera cortando

el ligamento y disecando la vena cava anterior y posterior, asi como la arteria hepatica.

Diseccion renal: son 6rganos pares retroperitoneales, cubierto por la capsula renal, el hilo renal
se identifica debido a que es el sitio anatomico donde penetra la arteria renal (origen adrtico) y sale la
vena renal que se conecta con la vena cava posterior y el uréter que se comunica con la vejiga. La
arteria renal principal puede tener una o dos arterias renales accesorias por lo que se debe tener

cuidado al momento de la diseccion el hilio renal.
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Aaatomia \eterinaria Murcia @ 2008

foatormiia \Aterinaria Murcia @2(
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GLOSARIO

Donacién: acto altruista y gratuito por el cual se ceden 6rganos y tejidos para fines terapéuticos.
Eficiencia: caracteristica que permite optimizar los recursos para alcanzar el objetivo planeado.

Embalar e identificar 6rganos y tejidos: Depositar los érganos y tejidos en medios especiales de
preservacion y resguardo (hieleras y frascos) para su transporte. Etiquetar los depdsitos en los que
colocaron los érganos y tejidos con datos suficientes que permitan clarificar el tipo de é6rgano que
contienen, la fecha y hora de extraccién, iniciales y edad del donante como minimo pero se sugiere
ademas tipo sanguineo, institucién en la que se extrajo, hora de pinzamiento, responsable del traslado y

destino.

Organo: Entidad morfolégica compuesta por la agrupacién de tejidos diferentes que concurren al

desempeno de los mismos trabajos fisiolégicos. Ley General de Salud.

Preservar: Limpiar los 6rganos y tejidos y embeberlos en disoluciones especiales (denominadas de
preservacion) a una temperatura de cuatro grados que le permiten al 6rgano y tejido disminuir su

metabolismo y no generar dafio en las estructuras.

Extraccién. Proceso quirdrgico mediante el cual se obtienen érganos o tejidos con fines terapéuticos.

VALORES NORMALES DE LABORATORIO CLINICO

Biometria Hematica Valores Normales
Hb 10a 16

Hto 32-50
Eritrocitos 5a8

Plaquetas 300 - 700
Leucocitos 11,000 - 22, 000
Neutrofilos 28 - 47
Linfocitos 39 - 62
Monocitos 2 a0
Eosindfilos 0.5a11
Basdfilos 0az2

Creatinina 2

Glucosa 60 - 140
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QUIMICA SANGUINEA

PFH Valores Normales

Bilirubina total 0.1a1

Bilirubina indirecta 0a0.9

Bilirrubina directa 0a01

Fosfatasa alcalina 50 a 100
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APENDICEB

Los 20 aminoacidos comunes que constituyen las proteinas. Las cadenas laterales

(grupo R; rojo) determinan las propiedades caracteristicas de cada aminoacido y son la base
para agrupar los aminoacidos en tres categorias principales: hidréfobos, hidrofilos y especiales.
Se muestran las formas ionizadas que existen a pH (=7) en el citosol. Entre paréntesis se

presentan las abreviaturas de tres letras y de una letra para cada aminoacido.

AMINOACIDOS HIDROFOBOS
CO0" Co0~ (ofelo )y coo~ Co0~ co0~ CO0~ CO00~
\
*HN-C~H *HN-C-H “*HN-C-H *HN—C~H *H);N-C—~H “*HN~C~H °*H;N-C~H *H;N—-C—H

CH CH H~C—CH CH, "M, CH. CH, CH,

CH; CH CH, C=CH
CH HC CH N NH |
CH OH
Alanina Valina Isoleucina Leuci Metionina Fenilalanina Tirosina Triptofano
(Ala o A) (Val o V) leol) {Leuo L) (Met o M) (Phe o F) (TyroY) (Trp o W)
AMINOACIDOS HIDROFILOS Aminoécidos écidos Ammoa'cudos'p:l;'u con grupos R
ga
Ami idos bésicos Cco0" (oele] C00
2 = . = o . — - 'H - -—
00" 00 000 HyN—C—H H.N—C—H JN—C—H
| *MN-C-H *H;N-C-H  *HN-C-—H e " e
o ' coo OM CH,
| Aspartato Serina Treonina
H H; C—NH (Asp o D) (Sero S) (Theo )
¥ . CH = x
" " N (oleloly Co0 C0o0
H H *HN—C—H *HN—C—H  'HN—C—H
Ny C = NH; CH CH, CH
. CH C CH,
Lisina Arginina Histidina ; HN O
(lys o K) {Arg o R) (His o H) 00 -
—_— — N 0
T T T o Glutamato Asparagina i '
‘ AMINOACIDOS ESPECIALES (Glu o E) G”A;n ?N) ‘(;3:‘::“8). ]
i ('200' Co0~ Co0~
H
| *HN-C—H  *HN—C—H c
| *HN CH
CH )
. =
SM .
Cistona Glicina Prolina
(Cys o C) {Gly o G) (Pro o P)
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APENDICE C

ESTERILIZACION DE
DISOLUCIONES

Colocar agua desionizada en la autoclave hasta el nivel requerido.

Colocar 700 mL de las disoluciones en frascos de 1000 mL, sin cerrar

completamente, colocar un gorro de papel estraza sujetado con cinta de enmascarar.

Colocar los frascos en la autoclave, cerrar los seguros, abrir la valvula de escape de

vapor y encender. El foco rojo se encendera al estar la resistencia prendida.

Colocar la parilla en MAX por aproximadamente 14 minutos.

Transcurrido los 14 minutos, cerrar la valvula de escape de vapor y dejar
que la presiéon suba a 15 psi, aproximadamente 10 minutos.

Una vez llegada a la presidon requerida mover la perilla de encendido en
MIN y mantener por 15 minutos.

Transcurridos los 15 minutos, colocar la parilla en DESL (APAGADO), y
esperar a que baje la presion para poder abrir la valvula de escape de

vapor.

Abrir la tapa de la autoclave y sacar la canastilla para favorecer el descenso de

temperatura de las disoluciones.
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