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RESÚMEN 

La piel es el órgano más grande del cuerpo humano, mide 2 m2 y pesa 5 kg 

aproximadamente. Entre sus principales funciones se encuentran la de protección, 

regulación térmica, excreción, síntesis y discriminación sensorial. Se compone 

principalmente de tres capas siendo la epidermis la más superficial, seguida de la 

dermis y la hipodermis como la más profunda. También posee una matriz 

extracelular (MEC), la cual está conformada por un conjunto de macromoléculas 

que provee un andamio físico que es crucial en la bioquímica y biomecánica del 

tejido para su morfogénesis, diferenciación y homeostasis. Los principales 

componentes de la MEC son en su mayoría fibras de colágena, fibras elásticas, 

proteoglicanos y glicoproteínas. 

La piel es la primera barrera entre un organismo y el medio que lo rodea, por lo que 

tiende a sufrir lesiones como resultado de la disrupción en su continuidad y 

homogeneidad. Los métodos para tratar estas lesiones varían dependiendo de la 

extensión y el grado de profundidad de la lesión, pero en la mayoría de los casos 

se recurre a injertos de piel siendo la matriz acelular (MA), una de las mejores 

opciones para estos tratamientos. En este trabajo se estandarizó el proceso de 

descelularización de piel de cerdo adulto y neonato, como una fuente de MA que 

pueda contribuir al proceso de recuperación de lesiones cutáneas. 

En los resultados obtenidos, se comprobo la completa descelularización de estas 

matrices acelulares (MA), mediante criterios de descelularización establecidos por 

Crapo et al., 2011, con la ausencia de núcleos mediante las tinciones específicas a 

material nuclear H&E y Hoechst, siendo menor a 200 pb los remanentes de DNA, y 

menor a 50 ng de DNAds por mg de tejido descelularizado.  
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Mientras que mediante las tinciones específicas a proteínas de matriz extracelular 

y su análisis semicuantitativo, corroboramos que no existen diferencias 

significativas entre la muestra control y acelular para la colágena total ni para la 

colágena tipo I y III, mientras que en las fibras elásticas, si existe diferencia 

significativa, aunque se sigue conservando un porcentaje óptimo de estas. 

Concluyendo el estudio, se pudo estandarizar el protocolo de descelularización para 

la piel de cerdo adulto y neonato, comprobando la ausencia de DNA, mediante 

criterios de descelularización, además de que la disposición de colágena no se ve 

afectada significativamente mediante el proceso de descelularización en la matriz 

acelular de piel de cerdo adulto y neonato, y las fibras elásticas se siguen 

conservando en las matrices acelulares elaboradas. 
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INTRODUCCIÓN 

1. PIEL 

La piel es el órgano más grande del cuerpo, en el ser humano ocupa 

aproximadamente 2 m2, su espesor varía entre los 0.5 mm (en los parpados)  y 4mm 

(en el talón), y su peso aproximado es de 5 kg (Ross & Pawlina, 2006). 

Las principales funciones que desempeña son:  

 Protección. Evita la entrada de patógenos, al ser semipermeable al agua y a 

sustancias de uso externo. 

 Regulación térmica. Ayuda a conservar la temperatura corporal. 

 Excreción. Mediante el sudor libera sustancias tóxicas. 

 Síntesis. Producción de vitamina D y melanina. 

 Discriminación sensorial. Posee receptores para el tacto, presión, calor, frío y 

dolor, proporcionando información al individuo sobre el medio ambiente que lo 

rodea (Portas et al., 2002).  

 

La piel se compone de tres capas (Figura 1), las cuales son: 

 Epidermis 

 Dermis  

 Hipodermis 

 

 

 

 
Figura 1. Estructura de la piel, obtenida de 

Khavkin & Ellis, 2011. 
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1.1 CAPAS DE LA PIEL 

1.1.1 EPIDERMIS 

Es un epitelio plano estratificado y queratinizado, que no posee vasos sanguíneos, 

se nutre por difusión de la dermis, es la parte más externa de la piel y tiene contacto 

con el medio ambiente, cubriendo la totalidad de la superficie corporal, y 

protegiéndola de factores externos. Posee 4 principales tipos de células las cuales 

son: 

 Queratinocitos: Constituyen alrededor del 90% de las células de la epidermis, 

producen la proteína fibrosa llamada queratina, con efecto protector sobre la piel. 

 Melanocitos: Son el 8% de las células epidérmicas, producen melanina, que es 

un pigmento marrón-negro, contribuye al color de la piel y absorbe la luz 

ultravioleta, poseen prolongaciones con los que transfieren melanina a los 

queratinocitos, protegiendo su núcleo para evitar daños a la cadena de DNA. 

 Células de Langerhans: Son células dendríticas que se originan en médula 

ósea y emigran a la epidermis, donde actúan en la respuesta inmune innata. 

 Células de Merkel: Se encuentran en la capa basal, ligados a los queratinocitos, 

hacen contacto con la terminal nerviosa de neuronas sensitivas y ayudan en la 

sensación de tacto ( Le Vay, 2004; Hsu et al., 2014; Hsu, 2014). 
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1.1.2 DERMIS 

Es la capa que confiere soporte, resistencia y elasticidad a la piel. Compuesta de 

tejido conectivo en el cual se encuentra la matriz extracelular, es una red de fibras 

de proteínas como la colágena, elastina, glucosaminoglicanos y proteoglicanos, 

posee vascularización. La dermis posee diferentes tipos de células (Figura 2), 

siendo en mayor proporción los fibroblastos, y en menor proporción macrófagos, 

linfocitos, eosinófilos, monocitos y células cebadas. Los fibroblastos sintetizan y 

liberan precursores de colágena, elastina y proteoglicanos para formar la matriz 

extracelular (Fox, 2008). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

La dermis se divide en dos estratos (Figura 3), que son: 

 Estrato papilar: Se llama así por las proyecciones hacia la epidermis llamadas 

papilas dérmicas, donde se encuentran las asas capilares, que proporciona los 

nutrientes a la epidermis. 

Figura 2. Principales tipos celulares que componen a la dermis, obtenida de Gartner et al., 2015. 
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 Estrato reticular: Es más grueso que el estrato papilar, por la gran cantidad de 

fibras de colágena que se entrelazan con fibras elásticas, este proporciona 

principalmente elasticidad (Freinkel & Woodley, 2001; Le Vay, 2004). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

1.1.3 HIPODERMIS 

Es la capa inferior de la piel, sirve de almacén de energía, aislante térmico y 

protector mecánico frente a golpes. Está compuesta de tejido adiposo, sus fibras se 

fijan a la dermis, por lo cual no hay límite definido entre la dermis y la hipodermis 

(Fitzpatrick, 2009).  

Su espesor varía dependiendo de la localización, peso, sexo o edad, formada 

principalmente de adipocitos, que son células grasas (de ahí el nombre de grasa 

subcutánea), forma lobulillos separados de tejido conectivo, por donde discurren 

vasos sanguíneos y nervios (Le Vay, 2004). 

 

 

 

Figura 3. Estratos de la dermis donde se observa el estrato papilar que es más compacto y el estrato reticular que es 

más laxo. 
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2. LESIÓN Y REPARACIÓN CUTÁNEA 

La lesión cutánea es la pérdida de la continuidad y homogeneidad de la piel, 

resultado de una herida aguda o crónica, los principales tipos de heridas crónicas 

son úlceras por presión, úlceras venosas y arteriales, úlceras de pie diabético, 

úlceras neoplásicas y dehiscencias, en cuanto a las heridas agudas son aquellas 

causadas por traumatismo, intervención quirúrgica o quemaduras (Federal, 2016).  

La reparación de la herida cutánea es dividida en cuatro fases que son (Figura 4): 

(Dreifke et al., 2015). 

Homeostasis: Después de la lesión cutánea hay múltiples repuestas fisiológicas 

para detener la pérdida de sangre. El músculo liso contrae sus vasos sanguíneos 

para reducir el flujo de sangre, se produce la activación de las plaquetas y factores 

coagulantes, que en conjunto con fibrina, favorecen el cierre de la lesión y migran 

leucocitos, queratinocitos y fibroblastos (Clark, 2001). 

Inflamación: Se da inmediatamente después de la lesión por mediadores derivados 

de plaquetas, secretan quimioatrayentes. Hay infiltrado de neutrófilos, que 

favorecen la eliminación de las bacterias y de la MEC dañada (R. Ross & Odland, 

1968). Después de 24 horas se infiltran monocitos, que se diferenciarán a 

macrófagos, y favorecerán la eliminación de microorganismos, residuos de tejido, 

remanentes de neutrófilos y secretarán factores para favorecer la angiogénesis 

(Koh & DiPietro, 2011). 

Proliferación: Los macrófagos, dan inicio a la fase de proliferación, al liberar 

factores de crecimiento que promueven la proliferación de fibroblastos y 

queratinocitos, como el factor de crecimiento derivado de plaquetas (PDGF), factor 

de crecimiento de fibroblastos (FGF), factor de crecimiento endotelial vascular 

(VEGF) y factor de crecimiento transformante –α y –β (TGFα y TGFβ), que inducen 

migración, proliferación celular, y formación de MEC (Werner & Grose, 2003).  

Remodelación: Células troncales epidérmicas, comienzan la remodelación 

diferenciándose a queratinocitos y reparando la capa epidérmica, además también 
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se comienzan a formar nuevos vasos sanguíneos, gracias a la proliferación de 

fibroblastos, macrófagos y proteínas de MEC, principalmente colágena tipo I y III 

(Gill & Parks, 2008; Ito et al., 2005).    

La curación de una lesión varía por el tipo de herida y la extensión del tejido perdido. 

Lesiones superficiales como epitelio dañado, sanaran más rápidamente que 

lesiones que abarquen capas más profundas de la piel, donde discurran vasos 

sanguíneos (Figura 5) (Dealey, 2008).   

Las lesiones cutáneas afecta a una amplia población de todas las edades, ya que 

requieren diferentes intervenciones para asegurar el cuidado óptimo de los 

pacientes que las presentan. Se estima que en todo el mundo son realizadas 234 

millones de cirugías al año, con una mortalidad del 10% al 45% (Borges et al., 2016), 

teniendo un impacto negativo en la salud, la economía, las dimensiones física, social 

y psicológica de las personas que las padecen y de sus cuidadores. (González et 

al., 2016). 
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3. TRATAMIENTOS PARA LESIONES CUTÁNEAS 

Para seleccionar un tratamiento, que ayude a la rápida reparación de la lesión 

cutánea, es importante entender los diferentes tipos de heridas y el desarrollo de su 

patofisiología, por ejemplo los tipos de lesiones crónicas más comunes son ulceras 

por presión, venosas y arteriales y de pie diabético, además de heridas por 

traumatismo y quemaduras. Entre algunos factores importantes que afectan la 

sanación de la herida, son los locales como la oxigenación, infección y disrupción 

de vasos sanguíneos, sistémicos como edad, estrés, obesidad, inmunosupresión, 

fumar y nutrición. Entre los tratamientos utilizados, varían, en cuanto la profundidad 

y la extensión de la lesión. Lesiones de primer grado no requieren de atención 

médica, en cambio lesiones segundo grado profundo a tercero, requieren atención 

hospitalaria, y el uso de trasplantes de piel o sustitutos biológicos, naturales o 

sintéticos (Federal, 2016). 

Figura 4. Etapas de la reparación de una lesión cutánea. (A) Homeostasis, activación de plaquetas y factores coagulantes, que en 
conjunto con fibrina favorecen el cierre de la lesión; (B) Inflamación, infiltrado de neutrófilos y macrófagos eliminan patógenos y 

residuos de tejido; (C) Proliferación, los fibroblastos, queratinocitos y células endoteliales liberan factores de crecimiento que 
ayudan a la migración y proliferación celular; (D) Remodelación, formación de vasos sanguíneos, proteínas de matriz extracelular 

y de la capa epidérmica, imagen obtenida y modificada de Sun et al., 2014. 
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4. INGENIERÍA DE TEJIDOS 

La ingeniería de tejidos es una técnica innovadora, cuyo objetivo es restituir la 

función de tejidos dañados o lesionados se utiliza para originar tejidos de novo, que 

dota a la medicina regenerativa de herramientas que permiten afrontar los retos de 

diferentes enfermedades y lesiones, y así finalmente otorgar mejora en la calidad 

de vida del paciente (Durán et al., 2012). Esta herramienta se compone de tres ejes, 

el primero es la generación y uso de materiales biocompatibles fabricados a partir 

de componentes de origen natural o sintético, cuya función es imitar a la MEC de 

los tejidos a reparar. El segundo es el uso de diversas células, entre ellas, autólogas 

o heterólogas; y el tercero comúnmente opcional, es el uso de factores de 

crecimiento, que permiten a las células diferenciarse hacia el tipo celular necesario 

para la terapia, y permite la comunicación celular para que el constructo funcione 

como acarreador celular (Fabres, 2010). 

Figura 5. Profundidad de la herida y capas 

de la piel que se pierden imagen obtenida 

y modificada de   Ho et al., 2017. 
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5. SUSTITUTOS DE PIEL 

Un sustituto de piel es cualquier material o andamio, que se encargue de compensar 

los déficits funcionales y fisiológicos provocados por la lesión cutánea. Los 

problemas con la cicatrización de la lesión, y la falta de autoinjerto y aloinjerto de 

piel en pacientes con lesiones de extensión amplia, motivaron el desarrollo de 

sustitutos de piel (Nyame et al., 2014). 

Se dividen en dos grandes tipos: biológicos o sintéticos con dos subdivisiones, 

temporales o permanentes. 

Sustituto temporal biológico: Ventaja de ser accesible, abundante, económico y 

con MEC natural, que ayuda a la reepitelización, entre algunos son: 

 Membrana amniótica: Cobertura en quemaduras de espesor parcial, es muy 

frágil, bajo costo en su almacenamiento, utilizado en países emergentes, este 

injerto es renovado cada dos días, tiene alto riesgo de transmisión de 

enfermedades, reduce la pérdida de proteínas y electrolitos, y acelera la 

cicatrización (Sheridan & Moreno, 2001). 

 Aloinjertos cadavéricos: Aplicada como injerto de espesor grueso. Logra sellar 

la herida, proporciona además factores de crecimiento, y citocinas para la 

quimiotaxis y proliferación celular. Las desventajas son que los macrófagos 

siguen activos y el aloinjerto puede ser rechazado en siete o catorce días 

(Hansbrough et al., 1997). 

 Xenoinjertos: Procedente de piel animal, el más utilizado es el de porcino. Las 

ventajas son que se insertan bien al lecho de la herida y funciona como cubierta. 

Como desventaja es la incompatibilidad genética e inmunológica que provocan 

un rechazo agudo, actualmente el proceso de descelularización es utilizado, 

para reducir estos efectos (Holáň et al., 2005). 

Sustitutos permanentes biológicos: Posee las mismas cualidades que los 

sustitutos temporales, son de difícil acceso por la importación y con costos elevados, 

perduran toda la vida del paciente (Chawla et al., 2014). 
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1. Apligraf®: Compuestos de fibroblastos neonatales colocados en una matriz  de 

colágena de bovino tipo I, que regenera la epidermis (Zaulyanov & Kirsner, 

2007). 

2. Matriderm®: Matriz extracelular de colágena de bovino con elastina, para 

heridas profundas, se reabsorbe y desaparece permitiendo el crecimiento de la 

nueva dermis (Atherton et al., 2010). 

3. Alloderm®: Derivado de piel cadavérica, se fabrica un tejido acelular, que no 

ejerce una respuesta antigénica (Sculean et al., 2014). 

La ingeniería de tejidos y la medicina regenerativa, han optado por los andamios 

biológicos a los sintéticos, esto debido a que poseen la MEC nativa del órgano o 

tejido lesionado, la cual es muy importante para el soporte, reconocimiento de 

señales, reservorio de información molecular y mecánica en las células, además de 

promover la homeostasis, curación y reparación de una herida (Hynes, 2009). Esto 

gracias a que la MEC es muy importante para la migración, proliferación y 

señalización celular (Bissell & Aggeler, 1986).  

 

6. TRASPLANTE DE PIEL 

El trasplante es una manera de tratar daños severos a órganos y tejidos (Denner, 

2014), cuando hay pérdida parcial o total de tejido, como la piel, un ejemplo son  las 

quemaduras, en México se reportan anualmente alrededor de 114 mil casos al año, 

que requieren atención médica, y en las cuales en ocasiones requieren de trasplante 

de piel (Orlando, 2014). 

El problema con las quemaduras y pérdidas cutáneas de extensiones mayores al 

30% de superficie corporal lesionada (SCL), radica cuando no es posible conseguir 

la continuidad cutánea por sutura, entonces se opta por la mejor alternativa actual, 

que es recubrir el área perdida con piel, proceso al que se le denomina trasplante 
de piel (Ho et al., 2017). 
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Existen diferentes tipos de trasplante de piel, uno de ellos es cuando la piel procede 

del mismo individuo, a esto se le conoce como autoinjerto cutáneo, el único 

problema del autoinjerto, es cuando la SCL es mayor al 30%, lo que no permite 

obtenerlo del paciente (Blanco & Diéguez, 1983), cuando esto pasa, se llega a 

recurrir a injertos procedentes de la piel de individuos donadores de la misma 

especie, incluyendo piel cadavérica, a este proceso se le conoce como aloinjerto, 

sin embargo, sus problemáticas consisten en la falta de donación de piel, razón por 

la cual no siempre se tiene abasto suficiente de injertos de este tipo, además de que 

el injerto puede ser rechazado y existe la posibilidad de ser infectados por virus 

como son el VIH (Virus de Inmunodeficiencia Humana), VPH (Virus del Papiloma 

Humano), VHC (Virus de la Hepatitis C), etc.; otra opción son los injertos de piel  

extraídos de  animales de otra especie, proceso al que se le denomina xenoinjerto, 

la desventaja de esta terapia es la generación de respuesta inmune con el 

subsecuente rechazo del injerto, sin embargo esta problemática se ha logrado 

disminuir gracias al uso de alo- y xenoinjertos descelularizados, de tal manera, 

que se han implementado diversas terapias en las que se incluyen los sustitutos 
biológicos de piel acelulares (Lorente, 1998). 

La demanda de órganos y tejidos es el principal problema en los centros de salud, 

ya que la demanda global crece a magnitudes muy grandes. En 2006 el costo para 

la terapia de reemplazo de órganos, tuvo el costo aproximado de 350 mil millones 

de dólares, se espera que en los próximos 10 años, sobrepase los 500 mil millones 

de dólares por año, por lo que la ingeniería de tejidos puede combatir este problema 

(Ducheyne et al., 2015).  

Dentro de estos problemas, tenemos que las lesiones cutáneas crónicas, toman 

meses para sanar, y se estima que aproximadamente 50 mil millones de dólares, 

son gastados por el sistema de salud de Estados Unidos cada año, para el 

tratamiento de estas lesiones (Fife & Carter, 2012). Estas lesiones tienen muchos 

efectos adversos, como infecciones microbianas, pérdida de líquidos vitales para el 

cuerpo humano como agua y sangre, que pueden provocar la muerte (Ho et al., 

2017). 
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7. XENOINJERTOS DE PIEL 

La piel porcina es la más utilizada para lesiones cutáneas de espesor profundo y 

parcial con más del 30% de la SCL, debido a su similitud con la piel humana en 

cuanto a densidad de la piel, espesor de la dermis, composición y cantidad de grasa 

subcutánea, además de su disponibilidad y fácil manejo (Hermans, 2014). 

La función de los xenoinjertos como cubierta biológica, constituye un enfoque 

práctico para la cobertura temporal de los defectos cutáneos que abarquen todo el 

espesor de la piel, dada su relativa facilidad de almacenamiento y disponibilidad. 

Este tipo de injertos se adhiere al lecho de la herida de forma similar a los aloinjertos. 

Su adherencia se relaciona con el contenido de colágena y elastina del injerto, si 

bien al principio el xenoinjerto puede incorporarse a la herida, puede ser rechazado 

(Cabezas et al., 2009).  

Los apósitos biológicos de piel de cerdo se preparan frescos, congelados y 

liofilizados, para posteriormente ser radioesterilizados (Dearth et al., 2016). Pero 

estos injertos contienen restos celulares que pueden provocar la activación de la 

respuesta inmune con el subsecuente rechazo del injerto 7 días posteriores al 

trasplante, esto debido a la presencia de anticuerpos naturales xenoreactivos 

(XNAs) presentes en el suero humano, que se activan, incluso sin la exposición 

previa al antígeno (Galili et al., 1993). La mayoría de estos anticuerpos son reactivos 

frente al epítopo α-Gal, que es una estructura glucosídica presente en tejidos 

normales y membranas celulares de algunos mamíferos como ratones, conejos, 

cerdos, etc.; sin embargo, no ha sido detectado en tejidos humanos normales, al 

aparecer esta modificación induce el reconocimiento por parte del sistema inmune 

con la subsecuente activación del sistema de complemento, lo que se traduce en el 

rechazo agudo del xenoinjerto (Galili et al., 1993).  
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8. RECHAZO 

El rechazo del trasplante, ocurre por el reconocimiento del sistema inmune de 

antígenos de histocompatibilidad (AHC), de cuerpos extraños, esto por moléculas 

en la superficie de las células del trasplante, especialmente péptidos que no son 

reconocidos, por las células presentadoras de antígenos. En la ausencia de terapia 

inmunosupresora, resulta en la inflamación que conlleva a la destrucción del tejido 

u órgano trasplantado (Goldman et al., 2001). 

El rechazo de los trasplantes xenogénicos, se da como respuesta ante la expresión 

de galactosa-α-(1,3)-galactosa terminal o epítopos (α-Gal), que son encontrados en 

tejidos de todos los mamíferos, excepto en humanos y algunos primates, la 

ausencia del epítopo α-Gal, provoca la inactivación del gen que codifica a la α-(1,3)-

galactosiltransferasa, y resulta en la presencia de anticuerpos anti-α-Gal, que 

interactúan con epítopos α-Gal de células ubicadas en los trasplantes xenogénicos, 

provocando el rechazo. Una solución radica en elaborar MA, que retengan su MEC, 

y reduzca la respuesta al epítopo α-Gal, para así poder reparar el tejido nativo, sin 

provocar un rechazo (Xu et al., 2009). 

9. DESCELULARIZACIÓN 

La eliminación de las células, es el paso inicial para la preparación de un xenoinjerto 

acelular, consiste en remover las células y mantener el tejido nativo o la MEC (Satish 

et al., 2016). Además, es empleado dentro de los xenoinjertos para remover los 

componentes antigénicos celulares, específicamente antígenos α-Gal (Mathapati et 

al., 2013). 

La descelularización se logra generalmente usando métodos mecánicos, físicos, 

químicos y enzimáticos por ejemplo, duodecil sulfato de sodio (SDS), tritón X-100, 

desoxicolato de sodio (SDC), nucleasas y tripsina. Se deben realizar lavados 

exhaustivos entre estos tratamientos, debido a que componentes residuales de 

estos tratamientos pueden perjudicar la reparación cutánea (Gilbert, 2012; 

Mathapati et al., 2010). 
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La completa descelularización debe mantener la elasticidad de la MEC, similar a la 

original, y alterar lo menos posible la estructura y la arquitectura del tejido nativo, 

además en la piel gracias a la radioesterilización se realizan enlaces cruzados de 

las fibras de colágena, lo cual le proporciona estabilidad al injerto (Galla et al., 2010). 

Para la descelularización la Food and Drug Administration (FDA), de los Estados 

Unidos de Norteamérica, no ha establecido límites de contenido de material 

genético, en tejidos u órganos descelualrizados, por lo que sustitutos biológicos de 

piel acelulares, pueden llegar a contener material antigénico y contenido de DNA 

(Ambrosio et al., 2010). 

Diferentes trabajos han utilizado como referencia los criterios de Crapo et al., 2011, 

que establecieron tres criterios mínimos para considerar que un tejido está 

completamente descelularizado, estos se muestran en la Tabla 1. Estos tres 

criterios son muy importantes, enfocándose principalmente sobre el material 

nucleico, debido a que el DNA se correlaciona directamente con las reacciones 

adversas del huésped, ya que si hay DNA existe la presencia de componentes 

celulares dentro de la MEC (Crapo et al., 2011). 

 

 

El proceso de descelularización además de cumplir con los criterios mencionados, 

debe mantener las proteínas principales de la MEC de piel para que sirvan de 

andamio y promueva la recelularización.  

CRITERIOS PARA LA DESCELULARIZACIÓN 

1. Ausencia de núcleos por tinción Hematoxilina y Eosina, o DAPI 

2. Menor a 50 ng de DNA de doble cadena (ds), por mg de peso de tejido 

descelularizado 

3. Remanentes de DNA <200pb 

Tabla 1. Criterios establecidos por Crapo et al., 2011 para una descelularización de un tejido u órgano, imagen 

obtenida  y modificada de Londono & Badylak, 2015. 
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En 1995, Wainwright describió el uso de Alloderm, una matriz acelular dérmica 

(MAD) humana, (desprovista de epitelio, y fibroblastos), usada como cobertura para 

quemaduras de 2° grado superficial en pacientes, los resultados fueron la infiltración 

de fibroblastos del huésped, neovascularización y epitelización (Wainwright et al., 

2009). Aunado a estos resultados, se profundizó en la investigación de andamios 

acelulares derivados de tejidos para la regeneración de tendones, ligamentos, 

peritoneo, vasos sanguíneos, válvulas cardiacas, cartílago, y tejido facial (Liu & 

Wang, 2014). 

Actualmente, existen amplias técnicas para poder descelularizar tejidos, sin 

embargo, a veces estas no logran la completa eliminación de los componentes 

celulares, por lo que es importante realizar técnicas que nos ayuden a comprobar la 

completa descelularización, como los establecidas por Crapo et al., 2011 y así poder 

mantener los componentes de la matriz extracelular. 

 

10. MATRIZ EXTRACELULAR 

La MEC, incluye los componentes no celulares, formada por macromoléculas 

presente en todos los tejidos y órganos animales, provee un andamio físico y es 

crucial en la bioquímica y biomecánica que requiere el tejido para su morfogénesis, 

diferenciación y homeostasis (Frantz et al., 2010). 

Es una estructura altamente dinámica que está en constante remodelación, otorga 

organización morfológica y función fisiológica gracias a la interacción célula-

receptor de superficie de factores de crecimiento, que da lugar a la transducción de 

señales y a la regulación de la transcripción de genes (Silvera & Barrios, 2002). 
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Las macromoléculas que constituyen a la MEC son de cuatro grandes tipos (Figura 
6). 

 Fibras de colágena. 
 Fibras elásticas. 

 Proteoglicanos 
 Glicoproteínas 

 

 

 

 

 

 

 

10.1 FIBRAS DE COLÁGENA 

La colágena es la proteína más abundante en los mamíferos, llega a constituir la 

tercera parte del contenido proteico de un animal. La piel es constituida por 74% de 

colágena, el cual es el principal elemento de la MEC, proporciona la forma, fuerza y 

flexibilidad (Iracheta, 2001). 

Los aminoácidos que constituyen a la colágena, presentan la secuencia 

característica: Prolina-Hidroxiprolina-Glicina, importante para la formación de la 

hélice de tres hebras. Las moléculas de colágena se componen de cadenas 

polipeptídicas, denominadas cadenas α (alfa). La unión de tres cadenas α da como 

resultado procolágena, en ellas se encuentran dos regiones terminales (carboxilo y 

amino), una vez secretado al espacio extracelular, las moléculas de procolágena, 

se ensamblan  entre 10-20 unidades formando fibras de colágena (Figura 7) (Torra 

i Bou et al., 2000; Iracheta, 2001).  

Figura 6. Componentes  principales 

de la matriz extracelular de piel, 

obtenida y modificada de Aamodt 

& Grainger, 2016. 
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Existen al menos 20 isomorfas de colágena, en la piel humana se encuentran el tipo 

I (80-90%) y tipo III (8-12%), además de colágena tipo V y VI, pero estos en 

cantidades muy pequeñas y en zonas muy específicas (Fitzpatrick, 2009; Fox, 

2008). 

Colágena tipo I: Provee principalmente fuerza de tensión a la piel y es el principal 

componente fibrilar, forma redes gruesas. 

Colágena tipo III: Contribuye a la propiedad extensible de la piel, también llamada 

colágena fetal por su abundancia en tejidos fetales, que abarca la mitad de colágena 

total en la piel, forma redes delicadas. En la piel adulta la concentración de colágena 

total es 5-6:1 (Tipo I:III) y se concentra mayormente, en la dermis papilar que la 

reticular (Hay, 2013; Uitto et al., 1989).  

Por esta razón, las fuentes alogénicas y xenogénicas de colágeno tipo I se han 

reconocido durante mucho tiempo como soporte útil para la reparación de tejidos 

con un bajo potencial antigénico. La colágena tipo I es quizás el material biológico 

más utilizado para aplicaciones terapéuticas debido a su fuente abundante y su 

historial de uso exitoso (Badylak, 2002). 

Otros tipos de colágena, existen en la MEC natural, aunque en cantidades mucho 

menores. Estos tipos alternativos de colágena proporcionan cada una propiedades 

mecánicas y físicas distintas a la MEC y contribuyen como un andamio para la 

reparación de tejidos (Van der Rest & Garrone, 1991). 
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Figura 7. Síntesis dela colágena obtenida de (Prockop & Guzmán, 1981). 
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10.2 FIBRAS ELÁSTICAS 

Las fibras elásticas juegan un importante rol en la estructura y función de la piel, 

proveen elasticidad y resistencia. Constituye del 2-4% del peso de la piel adulta 

(Uitto et al., 1989). Posee muchas propiedades deseables en la reparación tisular 

que incluye ligandos para la adhesión de muchos tipos celulares (Miyamoto et al., 

1998). 

Es un polímero insoluble, constituido por moléculas solubles de tropoelastina y una 

glicoproteína llamada fibrina. Durante el desarrollo de las fibras elásticas, se forma 

primero el componente fibrilar, seguido de depósitos de elastina, estos a su vez se 

unen por interacciones iónicas, como consecuencia de sus cargas opuestas. La 

cadena de tropoelastina se forma en el retículo endoplásmico rugoso (RER). Las 

microfibrillas están compuestas de fibrina, la cual alinea las moléculas de 

tropoelastina, y forman el cross-linking (“enlaces cruzados” por su traducción en 

inglés), y con la maduración de la fibra comienza a formarse la elastina insoluble 

(Figura 8) (Hay, 2013; Silvera & Barrios, 2002).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 8. Formación de la elastina, obtenida y modificada de Rosenbloom, Abrams, & Mecham, 1993. 
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10.3 PROTEOGLICANOS 

Los proteoglicanos, son glicoproteínas altamente glicosiladas. Las moléculas se 

encuentran formadas por un núcleo proteico que se encuentra unido 

covalentemente a polisacáridos denominados glucosaminoglicanos (GAG). Estas 

cadenas de GAG son largos polímeros de carbohidratos lineales que están 

cargados electronegativamente bajo condiciones fisiológicas, debido a la presencia 

de grupos sulfato y de grupos de ácido hialurónico, y mantienen a la piel hidratada 

(Figura 6) (Brooks et al., 2002). Ayudan a la retención de citocinas y factores de 

crecimiento, y favorecen a una reparación dermal eficaz (Hodde et al., 1996). 

 

10.4 GLICOPROTEÍNAS 

Son moléculas compuestas por proteínas unidas a uno o varios glúcidos, simples o 

compuestos; son muy importantes en la recuperación tisular, debido a que 

participan activamente en la reparación y manutención de estructuras vasculares 

(Ponce et al., 1999). Las principales glicoproteínas encontradas en la MEC de la piel 

son: fibronectina y laminina (Figura 6). 

Fibronectina: Formada por un dímero de unidades idénticas enlazadas entre sí por 

puentes disulfuros, es importante para la coagulación sanguínea, y la adhesión 

celular a fibras proteicas de la MEC. 

Laminina: Compuesta de tres cadenas polipeptídicas diferentes, es importante para 

la adhesión y diferenciación celular (Silvera & Barrios, 2002). 

En el proceso de descelularización, los principales componentes de la MEC que se 

conservan son la colágena, las fibras elásticas, fibronectina, laminina, y 

glucosaminoglicanos y, en menor medida, factores de crecimiento y citocinas 

(Londono & Badylak, 2015) 
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11. MATRIZ ACELULAR 

Los andamios biológicos compuestos de MEC (Rosenbloom et al., 1993), son 

usados en la medicina regenerativa que incluye a la ingeniería de tejidos, para el 

remplazo de órganos y tejidos, que fueron alterados o dañados, por un trauma, 

enfermedad, o anormalidades congénitas (Londono & Badylak, 2015).  

El uso de tejidos descelularizados es más frecuente en la medicina regenerativa, 

llegándose a obtener gran variedad de ellos, tanto alogénicos como xenogénicos, 

entre los que se encuentran los de vejiga urinaria, intestino delgado, mesotelio, 

pericardio, válvulas cardiacas y dermis (Gilbert et al., 2006). 

La matriz acelular (MA) o descelularizada, es un material biológico, derivado de 

tejidos u órganos humanos o animales (bovinos, porcinos, etc.), estos tejidos son 

tratados con procesos específicos para remover células, antígenos y entrecruzar las 

fibras de colágena, obteniendo como resultado un material acelular, con la MEC 

intacta. Una de las características principales de la MA es su capacidad de promover 

el crecimiento celular, la neovascularización y su integración en los tejidos del 

huésped, su degradación es rápida y permite el recambio por tejido de novo, 

además proporciona flexibilidad y resistencia, al mismo tiempo que minimiza la 

respuesta inflamatoria y fomenta el crecimiento y la integración del tejido. Las 

matrices acelulares, se preparan utilizando técnicas asépticas o son esterilizadas 

para su uso (Zenn et al., 2017).  

La MA tiene gran importancia en la biomedicina, debido a que, permite el 

reconocimiento y la organización de las células del huésped, para la formación del 

tejido perdido o dañado (Chen et al., 2004). 

La composición y estructura de la MEC será diferente, dependiendo el tejido u 

órgano de procedencia, edad del donante y requerimientos fisiológicos. Órganos 

como el riñón, vejiga urinaria e hígado son pobres en MEC, en contraste, tejidos 

como tendones y ligamentos, poseen abundante cantidad de MEC y muy poco 

contenido celular, la submucosa y dermis son ricas en MEC y son muy 
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vascularizadas, contienen principalmente colágena tipo I, glucosaminoglicanos y 

factores de crecimiento (Badylak, 2002). 

La MEC existe en todos los tejidos y órganos, puede ser utilizada para usos 

terapéuticos pero solo de pocas fuentes entre estas se encuentran, la dermis de la 

piel, submucosa de intestino delgado, vejiga urinaria, pericardio, membrana basal 

de hígado y tendón de Aquiles, estas son fuentes potenciales de MEC (Crapo et al., 

2011). 

12. PIEL DE CERDO ADULTO 

La piel de cerdo adulto, es el tejido animal más utilizado para la investigación 

biomédica y la medicina regenerativa como fuente para andamios biológicos (Turner 

et al., 2014). Es muy similar a la piel humana, en cuanto a capas de la piel, y las 

proteínas de MEC son similares inmunohistoquimicamente e histológicamente, las 

diferencias más notables son: que la piel de cerdo adulto es más gruesa, posee 

menos folículos pilosos, hay mayor cantidad de tejido subcutáneo o hipodermis, 

mayor distribución de glándulas sebáceas y menor cantidad de glándulas 

sudoríparas (Figura 9) (Jacobi et al., 2007; Debeer et al., 2013). 

Las MA porcinas han sido muy eficaces para la reconstrucción de tejidos como 

vejiga urinaria, esófago, tendones, vasos sanguíneos, hernias, lesiones gingivales, 

y principalmente, lesiones cutáneas (Chen et al., 2004), debido a que su MEC, 

permite el recambio de colágena, la migración y proliferación celular (Parker et al., 

2006). 

El uso de la MA de piel de cerdo adulto empezó a ser investigada como sustituto 

biológico para lesiones cutáneas, cuando Ge et al., 2009 analizaron las similitudes 

entre una MA de piel de cerdo y de humano, concluyendo que ambas MA son 

similares inmunohistoquimicamente e histológicamente, a partir de esto se 

realizaron otras pruebas como la de Hoganson et al., 2010 que evaluó el análisis de 

la retención de proteínas de MEC de la MA obtenida, en comparación a la MEC 

nativa, de piel de cerdo, observando que se retiene colágena tipo I, III y VII, así 

como factores de crecimiento importantes para la recuperación cutánea, como 
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VEGF, FGF y TGF-β, en la matriz acelular obtenida; uno de los trabajos más 

importantes realizados para la descelularización de la piel de cerdo adulto fue el 

realizado por Reing et al., 2010, ellos se enfocaron en obtener un método de 

descelularización que cumplieran los requisitos establecidos por Crapo et al., 

obteniendo como el mejor, el realizado con tripsina–tritón, y cumpliendo con los 

criterios de descelularización anteriormente descritos. 

 

 

 

 

Figura 9. Comparación entre piel de cerdo adulto y piel humana, folículo piloso(HF),) musculo erector de pelo (Mu y flecha), 
glándula sebácea (SG), glándula sudorípara (SwG), adipocitos (Ad), imagen obtenida y modificada de Debeer et al., 2013. 
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13. PIEL DE CERDO NEONATO 

La piel de cerdo neonato, ha sido utilizada como modelos principales de absorción 

cutánea. A diferencia del cerdo adulto, la piel de cerdo neonato, es más similar a la 

piel humana en el espesor del estrato corneo, la cantidad de folículos pilosos, y la 

elasticidad (Cilurzo et al., 2007). 

El cerdo neonato, comprende desde su nacimiento del lechón hasta el destete, 

variando de 21 a 28 días, un joven abarca hasta los 8 meses de edad, y un adulto, 

después de los 8 meses de edad (Campabadal, 2009). 

La disponibilidad de piel porcina neonata es alta, esto debido a que esta especie 

presenta un porcentaje de mortalidad elevado en comparación con otras especies 

como la bovina, ovina o equina, a pesar de que la producción porcina cuenta con 

una de las más modernas tecnologías en producción animal. La mortalidad neonatal 

se refiere básicamente a las muertes que acontecen en la primera semana de vida 

del lechón, durante la cual se presentan el 90% de las bajas (Quiles, 2004). 

La mitad de las muertes neonatales son debidas a la inanición y falta de alimento 

de los lechones (English & Smith, 1975), entre estas deficiencias se destacan el 

bajo peso al nacimiento en relación a su peso adulto (1%), la ausencia de una capa 

protectora de pelo, la cubierta de grasa subcutánea muy fina, las pocas reservas 

energéticas corporales, la mayor superficie corporal relativa con respecto a su 

estado adulto y un sistema de termorregulación inmaduro. Todo esto contribuye a 

ocasionar un importante número de muertes por pérdida de calor y por hipoglucemia 

(Dyck & Swierstra, 1987). 

Chiarini et al., 2007 analizaron la piel de cerdo neonato, para conocer su posible 

efecto en la reparación de lesiones cutáneas, ellos utilizaron la piel fresca y 

congelada por 6 meses, donde realizaron la cuantificación de citocinas 

proinflamatorias como IL-1, IL-6 y TGF-β, y de un activador de macrófagos, como 

el GM-CSF, donde pudieron observar que conforme aumenta el día de cultivo, 

aumentan estas citocinas, pudiendo concluir que la piel de cerdo neonato sin 

descelularizar causa inflamación, pero induce una recuperación de la lesión in vivo. 
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Actualmente el uso de los cerdos neonatos es en el campo de drogas por absorción 

cutánea, en estudios de infecciones bacterianas, debido a su similitud con el sistema 

inmunológico de bebes humanos, pero los estudios más importantes, están 

relacionados a su mortalidad neonatal, el cual es el principal problema en la industria 

porcina (Busby et al., 2014; Cilurzo et al., 2007; Quiles, 2004), en la literatura 

actualmente no existen MA, obtenidas de piel de cerdo neonato, lo cual es un amplio 

campo para conocer su posible uso como sustituto biológico para reparaciones 

cutáneas. 
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PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA 

Las lesiones cutáneas son un problema de salud pública debido a las secuelas 

psicológicas y económicas en el paciente, actualmente para el tratamiento de estas 

lesiones existe un amplio número de matrices acelulares (MA), las cuales son de 

difícil acceso, por ser importados, y con costos elevados. Además la presencia de 

material celular puede inducir el rechazo del injerto o no promover la reparación de 

la lesión cutánea. En este trabajo se pretende evaluar la descelularización de dos 

matrices acelulares, obtenidas de piel de cerdo y sus propiedades histoquímicas, 

para ser utilizados como xenoinjerto de fácil obtención, que conserve la MEC similar 

a la nativa. 
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HIPÓTESIS 

El proceso de descelularización para piel de cerdo adulto y neonato, resulta en una 

matriz acelular, ausente de material nuclear, conservando la matriz extracelular 

similar a la nativa. 

 

 

OBJETIVO GENERAL 

Estandarizar y evaluar el proceso de descelularización además de analizar la matriz 

extracelular de la piel de cerdo adulto y neonato. 

 

OBJETIVOS PARTICULARES 

 Establecer un protocolo de descelularización para piel de cerdo adulto y uno 

para piel de cerdo neonato. 

 Corroborar la descelularización de la matriz acelular, mediante criterios de 

tinción nuclear y cuantificación de DNA. 

 Evaluar el análisis histológico de componentes de matriz extracelular. 

 Realizar el análisis semicuantitativo de las tinciones histológicas específicas 

a proteínas de matriz extracelular y de componentes nucleares. 
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MÉTODO 

OBTENCIÓN DE LA MUESTRA 

Piel de cerdo adulto 

Se obtuvo la piel de cerdo adulto (PCA) (Sus scrofa domestica) raza Landrace con 

Yorkshire, la edad oscilaba entre 8 a 12 meses, con una n=6, del rastro de San 

Juan, ubicado al oriente de la Ciudad de México, la muestra fue obtenida de la zona 

dorsal, de un cerdo con un tiempo de sacrificio menor a 8 horas. 

La piel se mantuvo en PBS (Solución buffer de fosfatos) 1X pH 7.4 a 4°C, hasta su 

llegada al laboratorio de la UITTC y MR del INR LGII, donde la muestra se seccionó 

a un tamaño de 110 cm2 y se seccionó otra muestra a un tamaño de 2 cm2 que fue 

fijada con paraformaldehído (PFA) al 4%; la piel fue rasurada con navaja, lavada 

con cepillo quirúrgico, y posteriormente enjuagada con agua desionizada (Milli-Q®), 

la piel se mantuvo dentro de bolsas Ziploc®, con 400 ml de PBS 1X pH 7.4 hasta 

cubrirlas y fueron congeladas en un ultracongelador REVCO® a -80°C x 24 horas.  

 

Piel de cerdo neonato 

La piel de cerdo neonato (PCN), se obtuvo de 6 cerdos neonatos, n=6 (Sus scrofa 

domestica), raza Landrace con Yorkshire donados por la Facultad de Medicina 

Veterinaria y Zootecnia (FMVyZ), de la UNAM, con una edad de dos días de recién 

nacidos, sin importar el sexo, estos cerdos fueron seleccionados al no cumplir los 

criterios de supervivencia neonatal, fueron sacrificados de acuerdo a la NOM-062-

ZOO-1999 por médicos veterinarios del INR LGII, con 6 ml de xilacina de forma 

intramuscular y sobredosis de Pentobarbital mediante punción cardiaca, la muerte 

fue confirmada con un estetoscopio.  
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Se colocó al animal en una charola de disección, para ser rasurado, se lavó con 

cepillo quirúrgico y enjuago con agua corriente, posterior a esto se procedió al 

afeitado, este se realizó en sentido contrario al crecimiento del pelo, al finalizar se 

retiró el exceso de jabón con agua Milli-Q® y se limpió con gasas estériles. Con 

marcador se delimitó la zona de disección, detrás de las axilas, frente a la ingle del 

animal y atravesando el vientre, se realizó una incisión con un bisturí del No. 4 y 

hojas del No. 22, levantando un poco la piel del animal para introducir las tijeras 

mayo con la punta cerrada y se abrieron una vez dentro. La piel fue colocada en 

una charola de disección, donde se extendió para lavarse con PBS 1x a pH 7.4, se 

seccionó una muestra de piel de 2 cm2 la cual se fijó con PFA al 4% para pruebas 

histológicas. 

 

ANÁLISIS HISTOQUÍMICO 

Procesamiento de la muestra 

Las muestras controles y acelulares, se fijaron durante mínimo 12 horas con PFA 

4%, la muestra se pinchó con alfileres y se extendió sin estirarla en una base de 

parafina (Figura 10). Posteriormente las muestras se deshidrataron en alcohol 

etílico en concentraciones ascendentes (70%, 80%, 96% y 100%). Terminada la 

deshidratación se procedió al aclaramiento utilizando xilol. Por último se incluyeron 

las muestras en parafina (Paraplast®). 
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Cortes histológicos 

Se realizaron cortes de 5 μm utilizando un micrótomo Leica RM2135. Las laminillas 

fueron tratadas con una solución de tespa (3-aminopropiltrietoxisilina), para evitar 

que el tejido se desprendiera. 

Rehidratación y deshidratación de muestras 

Las laminillas se desparafinaron a 56°C posteriormente se pasaron por xilol, la 

rehidratación se realizó a concentraciones descendentes de alcohol etílico partiendo 

de 100%, 96%, 80% y 70% durante 30 segundos en cada uno, posteriormente con 

ddH2O. 

Después de realizar las respectivas tinciones, las muestras fueron deshidratadas 

con alcohol etílico a concentraciones ascendentes 70%, 80%, 96%, 100% y xilol, 

durante 30 segundos y montadas con resina (Merck). 

 

 

 

Figura 10. Fijación de muestras de piel. Las biopsias se sumergieron totalmente en PFA 4% y se expandieron 
completamente sin estirarlas. 
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DESCELULARIZACIÓN DE LA MUESTRA 

Descelularización de piel de cerdo adulto 

Transcurridas las 24 horas de congelación, la piel se descongeló, posteriormente 

se realizaron enjuagues. Se trató con Tripsina/EDTA (Invitrogen), se realizaron 

enjuagues, después la piel fue colocada en alcohol etílico al 70%.  

Se realizó tratamiento con peróxido de hidrógeno, se realizaron enjuagues después 

se colocó la piel en solución Tritón X-100/EDTA/Tris Base, se realizaron enjuagues, 

y por segunda vez, se colocó la piel en solución Tritón X-100/EDTA/Tris Base.  

Se realizaron enjuagues, y se obtuvo una muestra de 2 cm2 para ser fijada en PFA 

4% como muestra final de descelularización, las cuales fueron procesadas como se 

indicó anteriormente, el resto de piel (100 cm2), se guardó en PBS, y se congelaron 

a -80°C.  

Descelularización de piel de cerdo neonato 

Transcurridas las 24 horas de congelación, se descongeló, después de esto se 

realizaron enjuagues. 

Se trató con Tripsina/EDTA (Ácido etilendiaminotetracético) (Invitrogen), se 

realizaron enjuagues, después la piel fue colocada en alcohol etílico al 70 %.  

Se realizaron enjuagues después se colocó la piel en solución Tritón X-

100/EDTA/Tris Base, se realizaron enjuagues, y por segunda vez, se colocó la piel 

en solución Tritón X-100/EDTA/Tris Base.  

Se realizaron enjuagues, y se obtuvo una muestra de 2 cm2 para ser fijada en PFA 

4% como muestra final de descelularización, las cuales fueron procesadas como se 

indicó anteriormente, el resto de piel (100 cm2), se guardó en PBS, y se congelaron 

a -80°C.  
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Espesor de piel de cerdo 

Se midió el espesor de la piel de cerdo adulto y neonato en dos ocasiones, cuando 

la muestra fue obtenida, y cuando esta fue procesada. Por lo tanto se obtuvieron 

dos mediciones de la piel que fueron control y matriz acelular. 

La medición se realizó con un micrómetro digital Mitutoyo 293-349-30 (Figura 11), 

el cual se calibró a partir de cero. 

 

 

 

 

 

 

 

 

Se midieron una n=6 tanto de piel de cerdo adulto como de neonato, a las cuales 

se le realizaron 5 mediciones,(Figura 12), el valor de las 5 mediciones del espesor 

de la piel fueron promediadas siendo el resultado en mm. 
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Figura 11. Micrómetro, con el 

cual se realizaron las mediciones 

del espesor de la piel de cerdo 

adulto y neonato. 

Figura 12. Esquema de las zonas 

de medición en la piel de cerdo 

adulto y neonato. 
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CRITERIOS DE DESCELULARIZACIÓN 

TINCIONES ESPECÍFICAS A MATERIAL NUCLEAR 

Tinción Hematoxilina-Eosina 

Los cortes histológicos fueron rehidratados, se tiñeron con hematoxilina de Harris 

(Merck) por 10 min, se lavó el exceso de colorante con agua corriente, se llevó a 

solución de alcohol ácido, para diferenciar los núcleos, se realizó el enjuague con 

agua corriente, después a carbonato de litio (Li2CO3) por 5 seg, para virar los 

núcleos a azul, se realizó el enjuague con agua corriente y se llevó a la solución de 

alcohol etílico al 80% pre-eosina para posteriormente realizarse la contratinción con 

eosina, por 5 min, se deshidrataron las laminillas y se montaron con resina para su 

análisis. 

Tinción fluorescente Hoechst 

Los cortes histológicos se tiñeron con Hoechst, que es un marcador fluorescente, 

específico para DNA, tiene longitud de onda de 325 a 345 nm, correspondiente al 

espectro de luz azul, las laminillas se cubrieron con solución Hoechst (1:1000) 

(Invitrogen), durante 10 segundos en completa oscuridad. Las fotos fueron tomadas 

al instante para evitar perder la fluorescencia se realizó la toma de fotografías con 

un microscopio Axio Imager Z2 Zeiss, y con el programa Axio Vision Zeiss, se 

determinó el tiempo de exposición en milisegundos (ms), para así poder eliminar la 

autoflorescencia del tejido y permitiera observar solo la presencia de los núcleos, 

los tiempos de exposición se determinaron a partir de la muestra control para cada 

objetivo.  
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ANÁLISIS DE REMANENTE DE DNA 

Extracción de DNA 

Se seccionaron fragmentos de 1 cm2 de piel fresca antes de descelularizar (muestra 

control), y de piel descelularizada (muestra acelular), se colocaron en una 

incubadora Kenton 303-2AS, a 37°C por 24 horas para su deshidratación, posterior 

a esto se pesaron 25 mg de piel, y se colocaron en 1 ml de DNAzol® (Invitrogen), 

se homogenizó con Polytron (Termo Fisher Scientific), se realizó la precipitación del 

DNA con alcohol etílico absoluto y lavados con alcohol etílico al 75%, se mantuvo 

el DNA en solución de NaOH 8 mM a -20°C. 

Cuantificación de DNA 

Se realizó la cuantificación, mediante absorbancia 260/280 en un NanoDrop 2000c 

(Termo Fisher Scientific), agregando 2 µl de muestra control y acelular de cada 

muestra, se realizó la lectura por triplicado, obteniendo la concentración y la pureza, 

que se promediaron y se obtuvo la desviación estándar.  

Análisis de remanente de DNA 

Para analizar la presencia, integridad y tamaño de remanente del DNA extraído, a 

partir de las muestras controles y acelulares, se corrió la muestra en un gel de 

agarosa al 2% en una cámara de electroforesis Mini-Sub® Cell GT (Bio-rad) a 100V 

por 45 min, para conocer la presencia, integridad y tamaño de remanente del DNA 

mediante la incorporación de bromuro de etídio (EtBr) UltraPure™ (Invitrogen), a la 

cadena de DNA, se utilizó un marcador de peso molecular AmpliSizeTM 50-2,000 bp 

(BioRad), y se observó en un transiluminador para electroforesis UV ENDURO 

(Labnet).  
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CUANTIFICACIÓN DE DNA DE DOBLE CADENA 

Para medir la cantidad de DNA de doble cadena (DNAds “por sus siglas en inglés”) 

se realizó, de acuerdo a las especificaciones del kit Quant-iT PicoGreen® dsDNA 

(Termo Fisher Scientific), una curva estándar de DNAds, con concentraciones que 

van desde 1 ng/ml hasta1 µg/ml, se colocaron las muestras experimentales, las 

cuales fueron el DNA de las muestras controles y acelulares, obtenidas mediante la 

extracción de DNA, se realizó por triplicado, con el reactivo PicoGreen el cual se 

une a las dos cadenas del DNAds; previamente diluido 1:200 en buffer-TE (Tris-

EDTA), se dejó incubar la placa por 3 minutos a completa obscuridad, después se 

procedió a la lectura, en un espectrofotómetro de fluorescencia multi-modal synergy 

HTX (BioTek), con excitación de 480 nm y emisión de 520 nm, se interpolaron las 

muestras experimentales en la curva estándar de DNAds, y mediante la ecuación 

de regresión lineal, se obtuvo la concentración de las muestras. 

ANÁLISIS HISTOLÓGICO DE LA INTEGRIDAD DE LA MEC 

COLÁGENA 

Tricrómica de Masson 

Con esta tinción se evaluó la presencia de colágena en la MEC. Se rehidrataron las 

laminillas, se fijaron con solución de Bouin durante 24 horas, se enjuagaron las 

laminillas, para teñir los núcleos celulares con hematoxilina de Weigert por 10 min, 

para la tinción de citoplasma y músculo se utilizó el colorante fucsina ácida – 

escarlata de Briebrich por 15 min, se utilizó ácido fosfotungstico-fosfomolíbdico por 

10 min, para que permitiera la carga catiónica a la colágena de la solución azul de 

anilina, que se dejó actuar por 10 min para que la colágena total se tiñera de color 

azul. Se deshidrataron las laminillas y se montaron con resina para su análisis. 
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Herovici 

Para la evaluación de la presencia de colágena tipo I y tipo III, presente en la MEC 

de la piel. Se tiño con azul de celestino por 5 min, y con hematoxilina de Regaud 

por 5 min, estos en conjunto, realizan la tinción nuclear, para la tinción de tejido 

conjuntivo como queratina y músculo se utilizó amarillo de metanilo por 2 min, y 

para la tinción de colágena tipo III o joven se utilizó azul de metilo, además de teñir 

proteoglicanos y glicoproteínas, y para colágena tipo I o madura se utilizó fucsina 

ácida, estos dos colorantes, vienen en conjunto en la solución picropolicrómica que 

se mantuvo por 2 min. Finalizado esto se deshidrataron las laminillas y se montaron 

con resina para su análisis. 

FIBRAS ELÁSTICAS 

Verhoeff-Van Gieson 

Para la evaluación de la presencia de fibras elásticas en la MEC. Se realizó la tinción 

con solución diaria de fibras elásticas Verhoeff por 15 min, se enjuagaron las 

laminillas, se realizó la aclaración con cloruro férrico al 2%, y se realizó la 

contratinción con solución Van Gieson, hasta diferenciar las fibras elásticas. Se 

deshidrataron las laminillas y se montaron con resina para su análisis. 

 

TOMA DE FOTOGRAFÍAS 

La toma de fotos se realizó en un microscopio Axio Imager.Z2 Zeiss, para las 

tinciones histológicas se utilizó microscopia óptica, y para la tinción fluorescente 

Hoechst, se usó microscopia de fluorescencia. Las imágenes se tomaron a 

aumentos de 10X y 40X por triplicado para cada muestra. 
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ANÁLISIS SEMICUANTITATIVO DE LOS COMPONENTES DE LA MEC 

Para realizar el análisis semicuantitativo se utilizó el software de procesamiento y 

análisis de imagen Image J (National Image Health), fueron utilizadas las imágenes 

al aumento de 10X, donde se cuantificó el área total del tejido, y el área de las zonas 

de interés según la tinción evaluada, siendo para H&E los núcleos, para la tinción 

tricrómica de Masson la colágena total, para Herovici la colágena tipo I y III, y para 

Verhoeff – Van Gieson las fibras elásticas, esta zona de interés fue obtenida en 

porcentaje, y posteriormente graficada para la comparación de la muestra acelular 

con respecto a la muestra control. 

 

ANÁLISIS ESTADÍSTICO 

El análisis estadístico se realizó a cada uno de los resultados, para los experimentos 

de cuantificación de DNA de doble cadena, el análisis semicuantitativo de los 

componentes nucleares y de la MEC, empleando el programa estadístico IBM SPSS 

Statistics. Para determinar si hubo diferencias significativas entre la muestra 

acelular, con respecto a la muestra control, se realizó la prueba “t” de Student, con 

significancia de p < 0.05 
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RESULTADOS 

OBTENCIÓN DE LA MUESTRA 

Piel de cerdo adulto 

Se obtuvieron 6 muestras de PCA de aproximadamente un área total de 600 cm2 

cada una, con poco pelo, debido al proceso de escaldado y depilado, que se aplica 

para su comercialización, además no contaba con abundante tejido graso (Figura 
13).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 13.Piel de cerdo adulto (PCA), recién obtenida, de la zona dorsal. 
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Piel de cerdo neonato 

Para la piel de cerdo neonato (PCN), se sacrificaron 6 cerdos, que no cumplieron 

con los requisitos de peso para la supervivencia neonatal. Después de ser 

sacrificados, se procedió a extraer la piel (Figura 14), obteniendo aproximadamente 

un área total de 600 cm2 por animal sacrificado. La piel obtenida tenía bastante pelo, 

grasa subcutánea, alta elasticidad y alta labilidad. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 14. Obtención de la piel de cerdo neonato (PCN), en quirófano. 
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DESCELULARIZACIÓN DE LA MUESTRA 

Piel de cerdo adulto 

Después del proceso de descongelación la piel tuvo la consistencia más rígida, que 

perduro hasta terminado el proceso de descelularización, después de este hubo 

pérdida de pelo y grasa. En la muestra control (Figura 15) observamos con tono 

rosado, el color típico de la piel y la consistencia rígida, mientras en la muestra 

acelular, podemos observar el cambio del color a uno blanco, por la eliminación de 

vasos sanguíneos, y la consistencia más lábil a comparación del control.  

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 15. Características de la muestra. A la izquierda muestra control y a la derecha la muestra acelular, donde se 
observa un cambio en el color y en la consistencia. 

CONTROL                                                     ACELULAR 
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Piel de cerdo neonato 

Después del proceso de descongelamiento, la piel tenía el mismo aspecto físico, 

con el proceso de descelularización se retiró la epidermis de manera automática, y 

también se eliminó la grasa, gracias a los detergentes utilizados; en la muestra 

control la piel es rosada, mientras que al final del proceso de descelularización se 

observa un color blanco, además la piel al final del proceso es más lábil y su espesor 

disminuye, lo cual es consecuencia del proceso de descelularización (Figura 16). 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 16. Características de la muestra. A la izquierda se ve la muestra control recién obtenida, a la derecha la 
muestra acelular, de un color blanco, más lábil y delgada, a comparación del control. 

CONTROL                                                 ACELULAR 
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Espesor de piel de cerdo 

Piel de cerdo adulto 

Las muestras control de piel de cerdo adulto, presentaron en promedio un espesor 

de 2.87 mm, el cual disminuyó después del proceso de descelularización, con al 

menos 0.2 mm lo que nos indica que se removió tejido adiposo, debido a que no 

hay presencia de epidermis, la disminución del espesor fue mínima (Tabla 2). 

 

 

Piel de cerdo neonato 

El espesor de las muestras control en la piel de cerdo neonato fue de 1.86 mm, 

posterior al proceso de descelularización presentaron un espesor de 0.91 mm, esto 

es una disminución del doble. Cuando se retiró la piel del animal se mantuvo el tejido 

adiposo, pero en el proceso se fue eliminando así como la epidermis (Tabla 3). 

 

 

 

Control Acelular 
2.87mm ± 0.61mm 2.58mm ± 0.44mm 

 

Control Acelular 
1.86mm ± 0.22mm 

 
0.91mm ± 0.25mm 

Tabla 2. Promedio de espesor de piel de cerdo adulto, antes y después del proceso de 

descelularización. 

Tabla 3. Promedio de espesor de piel de cerdo neonato, antes y después del proceso 

de descelularización. 
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EVALUACIÓN DE CRITERIOS DE DESCELULARIZACIÓN 

PIEL DE CERDO ADULTO 

Tinciones específicas para material nuclear: Hematoxilina & Eosina y Hoechst 

Mediante la tinción H&E se aprecia en la muestra control los núcleos de color 

morado, redondos, e íntegros, además, de que los núcleos se muestran dispersos 

en todo el tejido, aunque, hay mayor congregación de estos en diferentes zonas 

donde se encuentran glándulas especializadas (Figura 17,A), esto se observa 

mejor con el aumento 40X (Figura 17, B), se confirma la ausencia de epidermis, 

hay presencia de folículos pilosos, y las fibras proteicas se ven más compactadas, 

en el análisis semicuantitativo del porcentaje nuclear para la tinción H&E se obtuvo 

el porcentaje de 14.03% ± 0.94%; en la muestra acelular (Figura 17, C y D) hay 

ausencia de núcleos, además de que las fibras proteicas se ven más separadas, 

disminuyó el porcentaje nuclear significativamente respecto al control con el 

porcentaje de 0.23% ± 0.30% con α = 0.05 (Figura 17, I).  

Para la tinción Hoechst, se estableció el tiempo de exposición, con el motivo de 

exponer la fluorescencia de los núcleos en la muestra control y no la 

autoflorescencia de la MEC; con este mismo tiempo de exposición se tomaron fotos 

a las muestras acelulares, ya que en caso de haber núcleos, se observarían al 

mismo tiempo de exposición utilizada en la muestra control, cabe mencionar que el 

tiempo de exposición debe ser diferente a cada aumento (Tabla 4), esto debido a 

que a mayor aumento mayor es el acercamiento del objetivo.  
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Mediante la tinción fluorescente Hoechst, podemos observar en la muestra control 

(Figura 17,E y F), la presencia de núcleos teñidos en color azul, los cuales se ven 

distribuidos en todo el tejido, aumentando su concentración en glándulas, anexos 

cutáneos y folículos pilosos, con un porcentaje nuclear de 16.13% ± 3.49%; en la 

muestra acelular (Figura 17, G y H), no hay presencia de núcleos, pero se pueden 

observar pequeños rezagos de fluorescencia, que no son íntegros como en la 

muestra control; respecto al porcentaje nuclear en la muestra acelular podemos 

indicar que es significativamente diferente respecto a la muestra control con un 

porcentaje de 1.71% ± 1.25%, con α=0.05 (Figura 17, J), esto nos indica una 

correcta descelularización mediante tinciones especificas a material nuclear. 

 

 

 

 

 

 

 
Aumento 

 
Tiempo de 

exposición (ms) 

 

10X 

 

1424 

 

40X 

 

140 

Tabla 4. Tabla de tiempo de exposición utilizado para cada aumento. 

En las muestras controles y acelulares se ocupa el mismo tiempo de exposición, dependiendo el aumento. 
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B 

Figura 17. La matriz acelular de adulto no presenta núcleos visibles. Tinción H&E. Muestra control, se observa la ausencia de epidermis, la presencia de 
núcleos íntegros de color morado y una MEC compacta (A y B). Muestra acelular, se observa la ausencia de núcleos y fibras proteicas más separadas (C y 

D).Tinción fluorescente Hoechst. Muestra control, donde se observa la presencia de núcleos, en todo el tejido (E y F); muestra acelular, donde hay ausencia 
de núcleos (G y H). Análisis semicuantitativo de la tinción H&E y tinción fluorescente Hoechst, muestras controles y acelulares, con diferencias significativas *, 

mediante la prueba “t” de Student con α=0.05 (I y J). Escala = 50 µm. 
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Cuantificación de DNA 

Se realizó la lectura obteniendo la concentración y pureza del DNA (Nanodrop 

2000c), n=6, por triplicado, obteniendo mayor concentración de DNA en la muestra 

control que en la muestra acelular, y la pureza resulto muy similar en la muestra 

control y acelular. La pureza indica que las muestras no están contaminadas con 

otros componentes, siendo un buen valor entre 1.8 y 2.0.  (Tabla 5). 

Tabla 5. Concentración y pureza de las muestras control y acelular de PCA. 

 

 

 

 

Tamaño de remanente de DNA 

Podemos observar que la muestra control (Figura 18) posee gran cantidad de DNA 

genómico que no migra debido a su alto peso molecular, mientras que en  la muestra 

acelular, no se observa el remanente de DNA, lo que indica que es muy pequeño, 

menor a 50 pares de bases (pb), comparándolo con el marcador de peso molecular. 

 

 

 

 

 

 

Muestra Concentración (ng/µl) Pureza 260/280 nm 

Control 72.73 ± 8.43 1.91 ± 0.10 

Acelular  5.38 ± 2.27  1.93 ± 0.11 
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Cuantificación de DNA de doble cadena 

Para la curva patrón se obtuvo una R2 de 0.9989, lo que indica que tiene tendencia 

lineal y es confiable para extrapolar los datos obtenidos en la muestra problema 

(Figura 19, A). 

Para la muestra control se obtuvo la concentración de DNAds de 201.26 ng/mg ± 

31.58 ng/mg de peso, lo que nos indica gran concentración de DNA; mientras que 

en la muestra acelular, se obtuvo la concentración de 14 ng/mg ± 18.58 ng/mg de 

peso indicando que la cantidad de DNAds es menor a 50 ng, que es el límite máximo 

de DNAds y siendo significativamente diferente a la muestra control con α= 0.05 

(Figura 19, B). 

 

Figura 18. La matriz acelular presenta un remanente de DNA por debajo de los 200 pb. Se observa el DNA de alto peso 
molecular en la muestra control (Flecha negra), seguido de la ausencia de DNA, de la muestra acelular, y por último el 

marcador de peso molecular (MPM) que va desde 2000 hasta 50 pb. 

MARCADOR DE 
PESO MOLECULAR CONTROL           ACELULAR     
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Figura 19. La concentración de DNAds es menor a 50 ng en la matriz acelular. (A) Curva patrón de DNAds, URF – Unidades 
Relativas de Fluorescencia. (B)DNAds obtenido en la muestra control y acelular, la concentración es significativamente 

diferente *, mediante la prueba “t” de Student, α=0.05  
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PIEL DE CERDO NEONATO 

Tinciones específicas para material nuclear: Hematoxilina & Eosina y Hoechst 
 
En la muestra control (Figura 22, A) se observan las estructuras típicas de la piel, 
como la epidermis, folículos pilosos, glándulas sebáceas y una gran cantidad de 
núcleos de color morado con morfología redonda dispersos en todo el tejido, 
observándolos mejor al aumento de 40 X (Figura 20, B), siendo más abundantes 
en folículos pilosos y glándulas; presentando un porcentaje nuclear de 33.66% ± 
3.04%; mientras que en la muestra acelular (Figura 20, C) no hay presencia de 
núcleos en el tejido, se observan los espacios vacíos de las glándulas y folículos 
pilosos, lo que indica que estas estructuras perdieron sus componentes celulares, 
además con un aumento de 40X se puede observar la separación de las fibras 
proteicas (Figura 20, D), debido al proceso de descelularización. El porcentaje 
nuclear es significativamente diferente al de la muestra control, con el porcentaje de 
2.95% ± 1.62% con α = 0.05 (Figura 20, I). Al igual que la PCA, para la PCN se 
establecieron tiempos de exposición (Tabla 6). 

 

 

 

 

 

La tinción fluorescente con Hoechst en la muestra control (Figura 20, E y F), 

muestra la presencia de núcleos redondos y ovalados, en todo el tejido, además de 

epidermis y folículos pilosos con un porcentaje nuclear del 38.34% ± 3.63%; 

mientras que en la muestra acelular (Figura 20, G y H), hay ausencia de núcleos, 

con un porcentaje nuclear de 1.99% ± 1.54%, lo cual es estadísticamente 

significativo con respecto a la muestra control α = 0.05 (Figura 20, I) . 
 

Aumento Tiempo de exposición 
(ms) 

10X 757 

40X 100 

Tabla 6. Tiempo de exposición determinado para la PCN, muestra control y acelular. 
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Figura 20. La matriz acelular de neonato no presenta núcleos visibles. Tinción H&E. Muestra control, donde se observa la presencia de núcleos principalmente 
con morfología redondeada e íntegros, además de epidermis, folículos pilosos y glándulas (A y B). Muestra acelular, donde se observa la ausencia de núcleos y 

fibras proteicas más separadas, además de ausencia de epidermis (C y D).Tinción fluorescente Hoechst. Muestra control, donde se observa la presencia de 
núcleos íntegros y en todo el tejido (E y F); muestra acelular, donde hay ausencia de núcleos (G y H). Análisis semicuantitativo, tinción H&E y tinción fluorescente 

Hoechst, muestras controles y acelular, con diferencias significativas *, mediante la prueba “t” de Student con α=0.05 (I y J). Escala = 50 µm. 
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Cuantificación de DNA 

Se determinó la concentración y pureza del DNA, n=6, por triplicado (Tabla 7), 

obteniendo mayor concentración de DNA en la muestra control (84.88 ± 7.23), que 

en la muestra acelular (9.05 ± 1.73), obteniendo una pureza muy similar en la 

muestra control y acelular, lo que nos indica que las muestras no están 

contaminadas con otros componentes. 

Tabla 7. Concentración y pureza de las muestras control y acelular de PCN. 

 

 

 

 

 

Tamaño de remanente de DNA 

Se pudo observar que el control (Figura 21) posee gran cantidad de DNA genómico 

que no migra debido a su alto peso molecular, mientras que en la muestra acelular 

no se observa el tamaño de remanente de este DNA, lo que indica que es muy 

pequeño, menor a 50 pares de bases (pb), comparándolo con el marcador de peso 

molecular. 

 

 

 

 

 

Muestra Concentración (ng/µl) Pureza 260/280 nm 

Control 84.88 ± 7.23 1.87 ± 0.12 

Acelular  9.05 ± 1.73  1.87 ± 0.05 
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Cuantificación de DNA de doble cadena 

Para la curva patrón se obtuvo una R2 de 0.9989, lo que indica que tiene tendencia 

lineal y es confiable para extrapolar los datos obtenidos en la muestra problema 

(Figura 22, A). 

En la muestra control se obtuvo la concentración de DNAds de 190.99 ng/mg ± 

10.81 ng/mg de peso, siendo la concentración muy alta, respecto a la muestra 

acelular, con la concentración de DNAds de 4.22 ng/mg ± 1.17 ng/mg de peso de 

tejido descelularizado, lo que nos indica que la cantidad de DNAds es menor a los 

límites establecidos de 50 ng/mg de peso de tejido descelularizado, y siendo 

significativamente diferente, respecto a la muestra control con α= 0.05 (Figura 22, 
B). 

Figura 21. La matriz acelular presenta remanente de DNA por debajo de los 200 pb. Se observa el DNA de alto peso 
molecular en la muestra control (Flecha negra), seguido de la ausencia de DNA, de la muestra acelular, y por último el 

marcador de peso molecular (MPM) que va desde 2000 hasta 50 pb. 

 

 

 

Figura 21. La matriz acelular presenta remanente de DNA por debajo de los 200 pb. Se observa el DNA de alto peso 
molecular en la muestra control (Flecha negra), seguido de la ausencia de DNA, de la muestra acelular, y por último el 

marcador de peso molecular (MPM) que va desde 2000 hasta 50 pb. 

 

 

CONTROL            ACELULAR     
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PESO MOLECULAR 
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Figura 22. La concentración de DNAds es menor a 50 ng en la matriz acelular. (A) Curva patrón de DNAds, URF – Unidades 
Relativas de Fluorescencia. (B)DNAds obtenido en la muestra control y acelular, la concentración es significativamente 

diferente *, mediante la prueba “t” de Student, α=0.05  

 

 

Figura 22. La concentración de DNAds es menor a 50 ng en la matriz acelular. (A) Curva patrón de DNAds, URF – Unidades 
Relativas de Fluorescencia. (B)DNAds obtenido en la muestra control y acelular, la concentración es significativamente 

diferente *, mediante la prueba “t” de student, α=0.05  
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ANÁLISIS HISTOLÓGICO DE LA INTEGRIDAD DE LA MEC 

Piel de Cerdo Adulto 

Tricrómica de Masson 

Para observar la presencia de colágena total, se utilizó la tinción Tricrómica de 

Masson, como se puede observar en la muestra control (Figura 23, A y B), la 

colágena total en azul se ve muy homogénea, también se logran apreciar los 

núcleos de color marrón oscuro y algunas glándulas especializadas en todo el tejido, 

mientras que en la muestra acelular(Figura 23, C y D) no se observan núcleos, pero 

se observa la misma homogeneidad en la colágena, aunque las fibras de colágena 

están más separadas entre sí debido al procesamiento al que fue sometida la MEC, 

lo que nos indica la retención de colágena de la matriz acelular, observándolo de 

igual manera mediante el análisis semicuantitativo (Figura 23, E), con un porcentaje 

de la muestra control de 81.76% ± 5.85% y de la muestra acelular de 80.37% ± 

7.6%. 

Figura 23. Presencia de colágena total. Muestra control, donde se observan la colágena en azul, núcleos en marrón oscuro y glándulas 
especializadas (A y B). Muestra acelular, donde se observa la ausencia de núcleos y la abundante presencia de colágena, después del 

proceso de descelularización, aunque más laxa (C y D). Análisis semicuantitativo, con el porcentaje de colágena total graficado, donde 
no se observan diferencias significativas entre la muestras control y acelular, mediante la prueba “t” de Student, con  α=0.05 (E).     

Escala = 50 µm.  
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Herovici 

La tinción Herovici, nos permite diferenciar entre colágena tipo I y tipo III, los 

principales tipos de colágena y más abundantes en la piel, en la muestra control 

(Figura 24, A y B), se puede observar la gran cantidad de colágena tipo I en rojo y 

muy compactada, mientras que en azul se tiñe la colágena tipo III y los núcleos de 

un color negro, también en esta tinción se tiñen de color amarillo glándulas 

sebáceas y queratina, principalmente, mientras que en la muestra acelular (Figura 
24, C y D), se observa la colágena tipo I más laxa, se mantiene la presencia de 

colágena tipo III, la matriz se nota más separada entre fibras proteicas, debido al 

proceso de descelularización, mediante el análisis semicuantitativo (Figura 24, E), 

con el porcentaje de la muestra control para colágena tipo I respectivamente de 

73.56% ± 12.03, y tipo III 20.33% ± 5.31 y para la muestra acelular el porcentaje de 

la colágena tipo I fue de 65.42% ± 4.87% y de tipo III de 21.54% ± 6%. 

Figura 24.Presencia de colágena tipo I y III. Muestra control, en color negro observamos núcleos, color amarillo glándulas, rojo colágena tipo I y azul tipo III (A y 
B). Muestra acelular, donde observamos la disposición de colágena tipo I y de colágena tipo III, aunque ya no de núcleos, también la MEC se observa más laxa (C 

y D). Análisis semicuantitativo, con el porcentaje de colágena tipo I y III graficado, donde no se observan diferencias significativas entre la muestras control y 
acelular, mediante la prueba “t” de Student, con α=0.05 (E). Escala = 50 µm. 
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Verhoeff - Van Gieson 

Con esta tinción podemos observar las fibras elásticas de un color negro muy 

delineado, y los núcleos de color negro igualmente y la matriz extracelular de un 

color rosa tenue, en la muestra control (Figura 25, A y B), se observa la presencia 

de la gran cantidad de fibras elásticas, y también de núcleos, mientras que en la 

muestra acelular (Figura 25, C y D), se siguen manteniendo las fibras elásticas, 

pero en menor cantidad respecto al control, mediante el análisis semicuantitativo 

(Figura 25, E) se observaron diferencias significativas de la muestra acelular 5.32% 

± 2.05% con respecto a la muestra control 9.78% ± 1.67%, α=0.05. 

Figura 25. Presencia de fibras elásticas. Muestra control, donde se observa la presencia de núcleos y fibras elásticas delineadas de 
color negro (A y B). Muestra acelular, donde se observa la ausencia de núcleos, y la presencia de algunas fibras elásticas (C y D). 

Análisis semicuantitativo, con el porcentaje de fibras elásticas graficado, donde hay diferencias significativas *, entre la muestras 
control y acelular, mediante la prueba “t” de Student, con α=0.05 (E). Escala = 50 µm. 

Es 

 

Figura 25. Presencia de fibras elásticas. Muestra control, donde se observa la presencia de núcleos y fibras elásticas delineadas de 
color negro (A y B). Muestra acelular, donde se observa la ausencia de núcleos, y la presencia de algunas fibras elásticas (C y D). 
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Piel de Cerdo Neonato 

Tricrómica de Masson 

En la muestra control (Figura 26, A y B), se observan los núcleos de color marrón 

obscuro, también se observan algunas estructuras de la piel, como la epidermis, 

folículos pilosos, glándulas especializadas, entre otras, la colágena no se observa 

tan compacta, y de una intensidad tenue, mientras que la muestra acelular (Figura 
26, C y D), no se observa ninguna de las estructuras de la muestra control, en 

cambio donde se encontraban folículos y glándulas hay espacios, la colágena se ve 

de una intensidad tenue, igual que en el control, demostrando que se obtiene una 

matriz de colágena, observándolo de igual manera mediante el análisis 

semicuantitativo (Figura 26, E) con el porcentaje de la muestra control de 87.22% 

± 15% y de la muestra acelular de 78.3% ± 13.53%. 

 

 

Figura 26. Presencia de colágena total. Muestra control, donde se observa epidermis y folículos y glándulas en rojo, pelo en amarillo, 
núcleos de color marrón obscuro y colágena total en azul (A y B). Muestra acelular, donde solo se observa la colágena total en azul, y la 

ausencia de núcleos en el tejido y en glándulas especializadas (C y D).Análisis semicuantitativo, con el porcentaje de colágena total 
graficado, donde no se observan diferencias significativas entre la muestras control y acelular, mediante la prueba “t” de Student, con  

α=0.05 (E). Escala = 50 µm. 



Análisis histoquímico de una matriz acelular obtenida de piel de cerdo adulto y neonato 
 Carlos Daniel Bautista Olivier 

63 
 

Herovici 

Con la tinción Herovici, podemos observar en la muestra control (Figura 27, A y B) 

núcleos de color negro, queratina y adipocitos de color amarillo, epidermis, 

glándulas y colágena tipo I de color rojo, y de azul la colágena tipo III, se puede 

notar la abundancia en su mayoría de colágena tipo III, esto debido a que es un 

organismo joven, mientras que en la muestra acelular (Figura 27, C y D) se observa 

colágena tipo III en su mayoría que colágena tipo I, no hay presencia de núcleos; 

mediante el análisis semicuantitativo (Figura 27, E), con el porcentaje de la muestra 

control para colágena tipo I de 26.22% ± 6.64%, y tipo III 58.1% ± 12.47% y para la 

muestra acelular la colágena tipo I de 19.63% ± 7.53% y de tipo III de 61.92% ± 

7.73%. 

Figura 27.Presencia de colágena tipo I y III. Muestra control, donde se observa la presencia de núcleos en color negro, epidermis, 
queratina, folículos, glándulas y adipocitos en color amarillo, colágena tipo I en rojo, colágena tipo III en color azul (A y B). Muestra 
acelular, donde solo hay presencia de colágena tipo I y III (C y D).Análisis semicuantitativo, con el porcentaje de colágena tipo I y III 

graficado, donde no se observan diferencias significativas entre la muestras control y acelular, mediante la prueba “t” de Student, con  
α=0.05 (E). Escala = 50 µm. 
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Verhoeff – Van Gieson 

Se observó en la muestra control (Figura 28, A y B), los núcleos, epidermis, 

folículos y glándulas de color negro, al igual que las fibras elásticas, pero lo que las 

diferencia es su delineado, esto se observa mejor al aumento de 40X (Figura 28, 
B); en la muestra acelular (Figura 28, C y D) se observa la ausencia de núcleos y 

de otras estructuras características de la piel, y la presencia de fibras elásticas 

aunque a comparación del control hay menor presencia de estas, mediante el 

análisis semicuantitativo (Figura 28, E), se observaron diferencias significativas de 

la muestra acelular 7.84% ± 1.18% con respecto a la muestra control 17.36% ± 

5.23%, α=0.05. 

Figura 28.Presencia de fibras elásticas. Muestra control, donde se observa la presencia de núcleos y fibras elásticas delineadas de color 
negro (A y B). Muestra acelular, donde se observa la ausencia de núcleos, y la presencia de algunas fibras elásticas (C y D). Análisis 
semicuantitativo, con el porcentaje de fibras elásticas graficado, donde hay diferencias significativas *, entre la muestras control y 

acelular, mediante la prueba “t” de Student, con α=0.05 (E). Escala = 50 µm. 
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DISCUSIÓN 

La piel de cerdo, posee una MEC conformada por proteínas estructurales y 

funcionales, que le otorgan soporte celular, fuerza tensil, unión a sitios receptores 

de superficie celular, reservorios de factores de señalización que modulan diversos 

procesos como la angiogénesis y vasculogénesis, además de migración, 

proliferación, orientación, inflamación celular, respuesta inmune y reparación de la 

lesión (Badylak, 2002). Además la MEC es un componente vital, dinámico e 

indispensable de todos los órganos y tejidos, el cual ha sido utilizado como andamio 

natural, para el mantenimiento, morfogénesis y reconstrucción de heridas (Bonnans 

et al., 2014). 

Para la descelularización de piel de cerdo adulto es necesario obtener la piel con 

dermatomo, para poder separar la epidermis de la dermis, según Métodos y 

Protocolos de cultivo celular 3D de Springer Protocols 2017, se menciona que en 

algunos mataderos se puede vender, solo la dermis de la piel, lo cual en este estudio 

se obtuvo de esa manera, ya que al realizar diferentes tinciones, en la muestra 

control, no pudimos observar la presencia de epidermis (Brown et al., 2017). 

Para obtener una MA de PCN, se seleccionaron cerdos neonatos que no cumplieron 

con el peso de supervivencia neonatal establecido como en el trabajo de Chiarini et 

al., 2007. El protocolo, para la obtención de muestra fue diseñado por el equipo de 

trabajo de la UITTC y MR, del INR LGII. Siendo esta la primera vez que se describe 

el proceso de descelularización para la piel de cerdo neonato, estableciendo 

resultados similares a otros estudios de descelularización. 

Con respecto al espesor de la piel antes y después del proceso de 

descelularización, en la mayoría de los estudios realizados en piel de cerdo adulto 

como el de Reing et al., 2010 y Ge et al., 2009, mencionan que utilizan un 

dermatomo, para obtener solo la dermis obteniendo un promedio de espesor  de     

1 mm a 1.5 mm, y al final del proceso de descelularización no mencionan el espesor 

obtenido, en el estudio de Turner et al., 2014, mencionan el espesor de la piel inicial, 

siendo de 2.5 mm, aunque no realizan un proceso de descelularización por lo tanto 
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no obtienen un espesor de una MA; el espesor de la piel es muy importante al 

momento de obtener una MA de piel de cerdo, ya que dependiendo la lesión será el 

espesor deseado y conociendo el espesor de nuestra MA puede ser utilizada en 

diferentes tratamientos. En la reparación de ligamentos, se utilizan MA con un 

espesor aproximado de 2 mm, ya que es un tejido compacto (Lamme et al., 2016), 

aquí podría ser de utilidad esta MA de PCA; que posee un espesor final de 2.58 mm 

(Tabla 2), observándose una disminución mínima del grosor de la piel de cerdo 

adulto en la MA, probablemente debida a la remoción de tejido adiposo. 

En el estudio de Chiarini et al., 2007 mencionan que el espesor de la PCN fue 

aproximadamente de 1.5 mm, aunque no se realiza un proceso de 

descelularización, siendo similar a nuestros resultados, ya que en la muestra control 

se obtuvo 1.86 mm, además que por primera vez se midió el espesor de una MA de 

PCN siendo de 0.91 mm (Tabla 3). Para lesiones de espesor parcial y en reparación 

de hernias es mejor utilizar un espesor delgado de aproximadamente 1 mm (Seaton 

et al., 2015) donde nuestra MA de PCN podría ser ideal para ser utilizada en este 

tipo de tratamiento. 

La MA de fuente xenogénica utilizada como andamio para el remplazo o 

reconstitución de diferentes tejidos, requiere la remoción de componentes celulares, 

estas MA, pueden utilizar fuentes celulares autólogas o heterólogas para desarrollar 

un ambiente capaz de permitir la viabilidad del andamio con las células y así poder 

lograr la reparación de un tejido (Badylak, 2002). 

Para la descelularización de PCA, nos basamos en el protocolo de descelularización 

elaborado por Reing et al., 2010, de Tripsina-Tritón X-100 (T-T), debido a que este 

proceso mostro una completa descelularización y la obtención de algunos factores 

de crecimiento y de proteínas de MEC. Para la descelularización de PCN, se siguió 

el mismo protocolo que el de PCA, con algunas variaciones al elaborado por Reing 

et al., 2010, la MA de PCN, no se vio alterada por el proceso de descelularización, 

comparándola con una MAD, obtenida de bovino neonato, llamada SurgiMend®, 

donde la apariencia física es muy similar (Ohkuma et al., 2013). 
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En la MA de PCA se pudo observar que no hay presencia de núcleos, mediante la 

tinción H&E y la tinción fluorescente Hoechst, con respecto al control, estos 

resultados son similares a los obtenidos por los grupos de Reing et al., 2010, Ge et 

al., 2009 y el de Hoganson et al., 2010, ellos corroboran la descelularización 

mediante la tinción H&E, pudiendo obtener este criterio de descelularización similar 

al de estos estudios. Corroborando una diferencia significativa, en el porcentaje 

nuclear de la MA (0.23 y 1.71%), respecto a la muestra control (14.03 y 16.13%), 

respectivamente en la tinción H&E y Hoechst (Figura 17). También se demostró 

que el tamaño de remanente de DNA en la MA es menor a 200 pares de bases, con 

una concentración de DNAds de 14 ng/mg de tejido acelular (Figuras 18 y 19), 

similar a lo obtenido por Reing et al., 2010 y por Keane, 2016, en una MA obtenida 

de mucosa gastrointestinal. 

Para la PCN, no se ha realizado el análisis de criterios de descelularización, 

describiéndose por primera vez en este estudio, obteniendo diferencias 

significativas en el porcentaje nuclear de la MA (2.95% y 1.99%), respecto a la 

muestra control (33.63% y 38.34%) respectivamente en la tinción H&E y Hoechst 

(Figura 20). Los remanentes de DNA son menores a 200 pb, y la concentración de 

DNAds en la MA fue de 4.22 ng/mg de peso de tejido acelular (Figuras 21 y 22), 

obteniendo los tres criterios establecidos por Crapo et al., 2011 y por lo que se 

puede decir que obtenemos una MA de PCN. 

Estos resultados obtenidos son relevantes ya que una de las principales barreras 

para el xenotrasplante en humanos es la presencia de anticuerpos naturales para 

el epítopo terminal α-Gal. Este epítopo se expresa en las membranas celulares de 

todos los mamíferos excepto en humanos y algunos primates (Galili et al., 1984). 

Estos anticuerpos naturales pueden ser del isotipo IgM, IgG o IgA y pueden mediar 

el rechazo hiperagudo o retardado de los injertos a través de la activación del 

complemento y la citotoxicidad mediada por células dependiente de anticuerpos 

(Schussler et al., 2001). Sin embargo este problema se puede eliminar con el uso 

de MA, debido a que hay ausencia de material nuclear, se da por hecho de que se 

eliminaron los componentes celulares en el injerto, y al momento de implantarlo, la 
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lisis celular, la trombosis y la isquemia no implicaran un problema, además de que 

las células que migrarán a la MA no despertaran una respuesta inmune, se han 

hecho estudios en algunas MA derivadas de tejidos porcinos donde la cantidad de 

DNA residual es menor a los criterios establecidos por Crapo, con una respuesta de 

las inmunoglobulinas sin producir la activación del complemento (McPherson et al., 

2000). 

Estos estudios son muy importantes ya que podemos disminuir el riesgo de rechazo, 

eliminando los componentes celulares y nucleares, obteniendo así un andamio con 

proteínas específicas de MEC, el cual tendrá una aplicación dentro de la ingeniería 

de tejidos (Badylak et al., 2001). 

La MEC de cerdo es muy utilizada dentro de la ingeniería de tejidos, ya que es 

fuente de proteínas funcionales como las fibras de colágena, elásticas, 

glucosaminoglicanos, proteoglicanos, factores de crecimiento, citocinas, estas 

características se tratan de mantener, para promover una rápida y eficaz reparación 

de la lesión cutánea (Badylak, 2002). Es por esta razón que se realizó el análisis 

histológico y semicuantitavo, de las principales proteínas de MEC para conocer si 

el proceso de descelularización no afecto en gran medida estas fibras proteicas, 

que puedan alterar el proceso de una reparación cutánea. 

Después del tratamiento de descelularización las fibras de colágena se mantienen 

en la MA similar al control, siendo más compactas en esta última como en el estudio 

de  Turner et al., 2014, donde realizó la tinción tricrómica de Masson en diferentes 

regiones corporales de la piel porcina, siendo la región dorsal la zona donde hay 

mayor cantidad de piel, posee menor cantidad de folículos pilosos y de tejido 

adiposo, además de que fue la región donde nosotros obtuvimos la piel, mientras 

que en el trabajo de Kuna et al., 2017 demuestran que se conserva la colágena total 

de la MEC en una MA, esto es muy importante ya que según Elgharably et al., 2013 

mencionan que la colágena es de los principales componentes, para la regeneración 

de piel, y el aumento en la deposición de colágena organizada se asocia con la 

maduración del lecho de la herida. 
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Para la tinción Herovici en la PCA, obtuvimos un proporción similar al trabajo de 

Turner et al., 2014 de 3:1, con la presencia mayoritaria de colágena tipo I, y en 

menor cantidad colágena tipo III, siendo más abundante está en la zona basal, y 

obteniendo en nuestro estudio un porcentaje en la muestra control de 73.56% y 

20.33%, y en la MA un porcentaje de 65.42% y 21.54% de colágena tipo I y III 

respectivamente, concluyendo que no existen diferencias significativas (Figura 24). 

Para la tinción específica a fibras elásticas Turner et al., 2014 menciona que en una 

muestra control presenta un 8%, siendo más abundantes en zonas anexas a 

glándulas y en la dermis. Los resultados de Kuna et al., 2017 indican que en una 

MA, se observa la disminución de la concentración de fibras elásticas, con estos 

estudios podemos comparar nuestros resultados, donde se obtuvo en la muestra 

control el 9.78% y en la MA el 5.32%, existiendo diferencias significativas (Figura 
25), según Hult & Goltz, 1965, el porcentaje de elastina en la piel humana varia de 

4.16–9.4%, indicándonos que obtenemos un porcentaje óptimo de fibras elásticas 

que pueden ayudar a reparar el lecho de la herida. 

La MA porcina sirve, no solo para evitar infecciones, pérdida de líquidos y 

proporcionar volumen como sustituto dérmico a la falta de tejido, sino también para 

promover la reparación de la herida, sirviendo las proteínas de MEC como un 

sustrato para el crecimiento de estirpes celulares de la piel. Normalmente en la 

reparación de la lesión hay crecimiento interno vascular del lecho de la herida 

(angiogénesis), infiltrado celular de la dermis circundante y tejido subcutáneo, y 

migración rápida de queratinocitos de los bordes de la herida, esto generalmente no 

otorga buena reparación y forma cicatrices no deseadas, con el uso de MA hay una 

mejor reparación cutánea, y se minimiza el riesgo de formar cicatrices, debido a que 

el recambio de proteínas de matriz extracelular, ocurre de manera más organizada, 

y rápida gracias a la señalización de estirpes celulares correspondientes a formar el 

neotejido, y además se evita la fase de inflamación y de remodelación tisular fibrosa  

(Bello et al., 2001). 
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Para la PCN el análisis histológico, es algo que no existe en la literatura; en este 

trabajo se describe por primera vez que la colágena total no se ve afectada en la 

MA, ya que mantiene un porcentaje similar de colágena total con respecto al control 

(Figura 26); sin embargo se pudo observar que hay una mayor presencia de 

colágena tipo III que de colágena tipo I, esto se debe a que en organismos fetales 

o neonatales, hay mayor deposición de colágena tipo III, debido a que si sufren una 

alteración en su homogeneidad, este tipo de colágena puede ofrecer una 

recuperación cutánea de una manera más rápida a diferencia de un organismo 

adulto (Vilarrasa & Puig, 2008). 

La presencia de fibras elásticas se observa en mayor proporción en la muestra 

control (24.52%) mientras que se reducen en la MA (7.84%) existiendo diferencias 

significativas (Figura 28), por lo que el proceso de descelularización disminuyo su 

presencia, sin embargo esto no influye en la recuperación de una lesión cutánea 

según Kuna et al., 2017, ya que demostró que en ratones tratados con una MA de 

piel de cerdo adulto a los 25 días presenta una mejor reparación cutánea con 

respecto al control. Nuestros datos son relevantes ya que no se ha reportado en la 

literatura análisis histológicos y semicuantitativos en PCN, para la muestra acelular, 

ni para la muestra control. 

Según Sicari et al., 2012, menciona que la composición de MEC fetal y neonatal es 

claramente diferente a la de un organismo adulto y juega un papel importante en el 

desarrollo del tejido. De hecho, existen distintas características de remodelación 

que son atribuibles a la edad del animal. Se ha demostrado que andamios biológicos 

cosechados de animales neonatales promueven una remodelación más eficaz, en 

comparación con los andamios comerciales y de animales adultos.  

Hwang et al., 2007, demostraron la eficacia de la colágena de bovino neonatal en 

un estudio de aumento de la punta nasal humana, en términos de angiogénesis, 

invasión de fibroblastos del huésped y deposición de fibras de colágena en 

comparación con la dermis cadavérica humana, siendo mayoritaria la deposición de 

colágena III. La colágena tipo III desempeña un papel fundamental en la 
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orquestación de las actividades celulares durante la formación de tejidos y la 

regeneración en las primeras fases de la cicatrización de heridas. Se puede plantear 

la hipótesis de que la abundancia relativa de colágena de tipo III puede tener efecto 

beneficioso en la aceleración de la cicatrización de heridas, lo que podría resultar 

en la reducción de complicaciones generales. Volk et al., 2011 comprobaron que los 

niveles disminuidos de colágena tipo III pueden conducir al aumento de la 

deposición de tejido fibroso en la cicatrización de heridas cutáneas, esto debido a 

que la colágena tipo III genera un recambio más rápido de fibras de colágena en 

una lesión cutánea, como ya se ha reportado la MA de PCA se usa como sustituto 

de piel para la reparación de lesiones la cual se compone principalmente de 

colágena tipo I, con los resultados obtenidos en este trabajo se demuestra que la 

MA de PCN está compuesta en su mayoría de colágena tipo III, lo cual podría 

favorecer la regeneración cutánea.   
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CONCLUSIONES 

 Se replicó el proceso de descelularización para la piel de cerdo adulto en el 

laboratorio, además, con base a este protocolo, se estandarizó un método de 

descelularización para una piel de cerdo neonato. 

 Se cumplieron los tres criterios de descelularización establecidos por Crapo 

et al. 2011, mediante tinciones específicas a material nuclear, no hay 

presencia de núcleos íntegros, aunque si de remanentes de DNA para las 

dos matrices acelulares siendo la integridad <200 pb, y con una 

concentración de DNAds por mg de tejido descelularizado menor a 50 ng. 

 El espesor de ambas matrices acelulares disminuye, sin embargo la 

disposición de colágena no es afectada significativamente y las fibras 

elásticas se conservan. 

 Se obtuvieron dos matrices acelulares libres de material nuclear preservando 

una matriz extracelular similar a la nativa, lo cual puede tener un uso 

potencial en la ingeniería de tejidos para lesiones cutáneas. 
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PROSPECTIVAS 

 Determinar la caracterización proteica de las matrices acelulares. 

 Evaluar los factores de crecimiento, que puedan retener la matriz acelular de 

piel de cerdo adulto y neonato. 

 Caracterizar las propiedades físicas y mecánicas de la matriz acelular de piel 

de cerdo adulto y neonato. 

 Realizar ensayos in vitro, para conocer la viabilidad, proliferación y 

citotoxicidad de la matriz acelular de piel de cerdo adulto y neonato. 

 Realizar ensayos in vivo, para conocer si la matriz acelular de piel de cerdo 

adulto y neonato, puede reparar una lesión cutánea de una manera eficaz, y 

no despierta una respuesta inmune. 
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