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Los procesos de descelularizacién tienen una gran ventaja sobre cualquier tipo de sustituto,
cuando de andamios se habla, se busca crear andamios descelularizados para su posterior
aplicacion en Ingenieria de Tejidos y como propuesta para investigaciones en Medicina
Regenerativa.

Los protocolos de descelularizacién son especificos para cada érganos o tejidos, variando
incluso entre especies y en el uso que se le dara al andamio descelularizado. En este trabajo
se compara como el protocolo de descelularizacién desarrollado en el Laboratorio de
Biomateriales del Instituto de Investigaciones en Materiales de la UNAM, aplicado a dos
tejidos diferentes resulta efectiva para la utilizaciéon de los andamios tubulares resultantes
en Ingenieria de Tejidos.

Se obtuvieron andamios tubulares de Via Biliar de Cerdo joven y Arteria Humana
descelularizados, se realizaron caracterizaciones fisicoquimicas e histolégicas de dichos
tejidos nativos y se compararon con los andamios de matriz extracelular, resultantes de su
descelularizacion.

Esto en respuesta a la gran demanda de érganos para trasplantes que se tiene en México y
a las largas listas de espera para poder recibir un drgano. Generando ademads una posible
alternativa para el tratamiento de padecimientos en los que la alta tasa de rechazos en
procedimientos anteriores ha provocado que no exista protocolos de trasplante para
muchos drganos.

Las técnicas histoldgicas utilizadas en este trabajo mostraron un protocolo de
descelularizacién efectivo, ademas de la preservacion de la matriz extracelular y de su
comportamiento térmico después de haber aplicado el protocolo de descelularizacién
sobre las muestras.

Para medir la efectividad del protocolo de descelularizacidn se realizé la técnica histoldgica
de tincién Hematoxilina y Eosina (H&E), para comparar los resultados en los tejidos nativos
con los de las muestras descelularizadas, cuantificando estos resultados con el software de
procesamiento digital de imagenes Image J.

Las demas caracterizaciones se centraron en la evaluacion de la arquitectura de la matriz
extracelular posterior a la aplicacion del protocolo de descelularizacion.

En todas las caracterizaciones reportadas en este trabajo se muestra una eficiencia del
protocolo de descelularizacion de un 86.8% + 6.83 % para la via biliar de cerdo y de 93.7%
+ 12.7% para la Arteria Humana, ademas de la preservacion de la Matriz Extracelular, tanto
en Via Biliar de Cerdo como en arteria humana.



Decellularization processes have a great advantage over any type of substitute, when we
talk about scaffolds, we seek to create decellularized scaffolds for subsequent application
in Tissue Engineering and as a proposal for research in Regenerative Medicine.

Decellularization protocols are specific for each organ or tissue, even varying between
species and in the use that will be given to the decellularized scaffold. In this work it is
compared how the decellularization protocol developed in the Biomaterials Laboratory of
the Materials Research Institute of UNAM, applied to two different tissues, is effective for
the use of the resulting tubular scaffolds in Tissue Engineering.

Decellularized tubular scaffolds of the bile duct of young pig and human artery were
obtained, physicochemical and histological characterizations of said native tissues were
performed and they were compared with the extracellular matrix scaffolds, resulting from
their decellularization.

This is in response to the great demand for organs for transplantation in Mexico and the
long waiting lists to receive an organ. Also generating a possible alternative for the
treatment of conditions in which the high rate of rejections in previous procedures has
caused that there are no transplant protocols for many organs.

The histological techniques used in this work showed an effective decellularization protocol,
in addition to the preservation of the extracellular matrix and its thermal behavior after
having applied the decellularization protocol on the samples.

To measure the effectiveness of the decellularization protocol, the histological technique
of Hematoxylin and Eosin (H&E) staining was performed, to compare the results in native
tissues with those of decellularized samples, quantifying these results with the Image J
digital image processing software.

The other characterizations focused on the evaluation of the architecture of the
extracellular matrix after the application of the decellularization protocol.

All the characterizations reported in this work show an efficiency of the decellularization
protocol of 86.8% * 6.83% for the pig bile duct and 93.7% + 12.7% for the human artery, in
addition to the preservation of the extracellular matrix, both in the pig bile duct and in the
human artery.
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Llevar a cabo un trasplante exitoso representa una enorme problematica, si se toma en
cuenta que, a pesar de todos los avances en agentes inmunosupresores, el rechazo agudo
de un trasplante sigue estando en una escala del 20% al 40% de los casos, y aun asi ningun
trasplante es una solucién permanente, ya que se sabe que todos los érganos trasplantados
tienen un lento decaimiento en su funcién, cerca de un 5% anual. [1-4] Ante esta situacion,
nace un campo de investigacion interdisciplinario que busca regenerar, mejorar, mantener
o reemplazar funciones bioldgicas de los érganos y tejidos del cuerpo humano. La Ingenieria
de Tejidos, busca como uno de sus principales objetivos la obtencion de un andamio
adecuado que sirva como soporte para el tejido y las células que se desean reparar.[5—-8]

Para la reparacién de tejidos es comun el uso de polimeros sintéticos, naturales o la
combinacién de ambos, con lo que se trata de cumplir una serie de caracteristicas valiosas
en la fabricacidon de andamios. Cabe mencionar, que la seleccién del material es crucial para
la creacidon de un andamio efectivo, y las caracteristicas de dichos materiales estdn
directamente relacionado con sus propiedades mecdnicas, su perfil de degradacioén y la
posibilidad de ser bioactivos en su composicidn o al liberar diversas sustancias una vez que
son implantados; todas estas caracteristicas tratan de imitar el funcionamiento bioldgico
de los tejidos nativos.[9,10]

La posibilidad de regenerar tejidos con andamios descelularizados especificos es
extremadamente atractiva y prometedora porque permite no solo preservar las
caracteristicas estructurales sino también las sefiales bioquimicas que pueden inducir una
migracidon adecuada y el desarrollo normal de las células a través del andamio celular
generado por esta técnica. [11]

La descelularizacién de érganos y tejidos es un método para obtencidén de andamios, que
busca la eliminacién del material celular de los érganos o tejidos naturales, que incluye la
remocion de los antigenos celulares responsables de desencadenar respuestas inmunes,
conservando la Matriz Extracelular (MEC) viable, la cual se compone de una mezcla de
moléculas estructurales y funcionales. Las estrategias de la descelularizacién varian de
acuerdo con la naturaleza de los tejidos, por lo que es preciso disefarla adecuadamente
para cada drgano o tejido en particular. [9,12-14]

Los protocolos de descelularizacion utilizan procesos fisicos, quimicos y biolégicos que
idealmente remueven los componentes celulares sin afectar adversamente |la
composicidon, organizacién, actividad biolégica e integridad mecdanica de la MEC
nativa.[12,14]



En nuestro grupo de investigacion se han venido desarrollando métodos de
descelularizacidon para diferentes tipos de tejidos y dérganos completos como hueso
(Nukbone), traquea, corazon, rifién entre otros [11,12,15-19]. Sin embargo, cada tipo de
protocolo debe ser ajustado a cada érgano o tejido en particular [6,14,20-22]. A la fecha
no se ha estudiado la posibilidad de estandarizar un mismo protocolo a diferentes tipos
de tejidos u dérganos. Partiendo del protocolo de descelularizaciéon disefiado en nuestro
grupo el cual se aplicé para descelularizar vias biliares extrahepaticas obtenidas de cerdo
usando cdmo agentes principales de descelularizacion el SDS y la DNasa[11], se propone
ampliar la caracterizacién previa llevada a cabo la cual en su momento se centrd en la
estandarizacion del protocolo quirdrgico adecuado del tejido fuente sin embargo en este
trabajo se propone determinar una cuantificacion de la efectividad del proceso asi como
ampliar la caracterizacion de la MEC descelularizada obtenida.

Por otro lado se propone por primera vez el uso de un protocolo para la descelularizacion
de un tejido diferente en este caso arteria humana (AH), de manera que se evaluaran los
mismos parametros para determinar la efectividad del proceso y evaluar la calidad de la
MEC descelularizada obtenida y de este modo determinar el posible uso de dicho
protocolo para la obtencion de dos andamios tubulares de origen natural lo que implicaria
un aporte importante en el desarrollo de protocolos de descelularizacion para este tipo de
tejidos.



Objetivo

Comparar los andamios tubulares provenientes de Arteria Humana y la Via Biliar de
Cerdo joven, obtenidos a través del mismo protocolo de descelularizacién.

Metas

* Evaluar la efectividad del protocolo de descelularizacidn publicado por Ramirez-
Marin.[11]

* Evaluar fisicoquimicamente la Matriz Extracelular de Via Biliar de Cerdo
descelularizada.

* Aplicacion de protocolo de descelularizacion en Arteria Humana.
* Evaluar la efectividad del proceso de descelularizaciéon de Arteria humana.

» Caracterizacion fisicoquimica e histolégica de la Matriz Extracelular resultante
de la descelularizacién de Arteria Humana.

Aplicando un protocolo de descelularizacidén que resultd adecuado para Via Biliar de Cerdo
joven, se puede obtener un andamio tubular descelularizado de Arteria Humana, adecuado
para Ingenieria de Tejidos.
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1.1 Trasplantes, un problema sin resolver

Aun después de las pruebas de compatibilidad, factores como la edad del donador y del
receptor, la resistencia o reactividad a ciertos farmacos y riesgos propios de las cirugias
pueden provocar complicaciones en un procedimiento ya de por si complicado como es el
trasplante de érganos. La tendencia al aumento de personas en espera de trasplantes se
incrementa en lugar de disminuir y tratamientos como la tolerancia inducida, el uso de
xenotrasplantes (trasplantes provenientes de otra especie) y los tratamientos celulares en
los drganos dafados, han fallado. [18,23,24][2]

Ademas, en muchos casos no existen estadisticas de ciertos érganos o tejidos
trasplantados, ya que a la fecha, debido a sus altas tasas de rechazo, no hay protocolos que
se puedan aplicar para tejidos como la trdquea o el intestino, entre otros. Este problema
demanda la busqueda de una estrategia quirdrgica definitiva para los pacientes que
requieren soluciones, para los cuales el alotrasplante (trasplante proveniente de otro
humano) no ha mostrado ser una solucién. [25]

En México el incremento de personas en espera de trasplantes fue de un 11% del 2015 al
2018 (Tabla 1) y la tendencia sigue en aumento, ya que no se ha podido cubrir la necesidad
de mas de 20 mil personas que siguen en espera de algun érgano. A pesar de que se han
diversificado las fuentes de donacién de d6rganos: cuerpos cadavéricos, con muertes
cerebral y donadores vivos y los esfuerzos del sector salud lograron un aumento de mas de
mil trasplantes realizados en ese mismo periodo de afios (Fig. 1), aun se esta muy lejos de
encontrar una solucion verdadera a dicha problematica. [1,26,27]

Ao Personas en Espera de
Trasplante
2015 19, 729
2016 20, 388
2017 21,270
2018 21, 893
2019 (primer semestre) 22,290
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Por otro lado, a pesar de todos los avances en agentes inmunosupresores, el rechazo agudo
de un trasplante sigue siendo la falla mas comun (entre un 20% y un 40% de los casos) y la
falta de recepcidn se presenta en el primer mes después de la cirugia. No obstante, aun en
los casos en los que se observa un acoplamiento exitoso en los primeros meses, ningun
trasplante es una solucién permanente ya que en algin momento el érgano fallard, ya sea
por consecuencias de la cirugia, por la condicidon de salud del paciente, por alguna otra
patologia o por el rechazo del cuerpo del paciente al érgano ajeno. Se sabe que hay un lento
decaimiento en la funcién del trasplante y la estadistica muestra que es cercano a un 5%
anual. [1-4]

Z.500
Z,146
Z,000
2,500 Total nacional
2015 = 6,671 t
15 9%
2,000 2018 =7.674
1,500
1.000
500
261
II '" 21 g 2m1z 11 6%
0 JE— — —

IMSS PRIVADO ISSSTE PEMEX SEMAR SEDENA

H2015 H2018
Fig. 1. Comparativa de trasplantes realizados, por institucidon, en México.[1]

12



1.2 Via Biliar

Las principales funciones de la via biliar extrahepatica son las de almacenamiento y
transporte de bilis, desde el higado hasta la luz intestinal de la segunda porcion del
duodeno, para las funciones digestivas propias de este ultimo. Estd conformada por
estructuras tubulares que pueden tener muchas variantes anatdmicas, pero cldsicamente
se originan en el conducto hepatico derecho e izquierdo, teniendo dos conductos iniciales,
que confluyen en el conducto hepdtico comun en el cual desemboca el cistico, formando el
conducto colédoco. El conducto colédoco mide aproximadamente 8 a 11 cm de longitud y
hasta 8 mm de didametro (Fig. 2). [11,28,29]

Valvula espiral
(de Heister)

Conducto hepatico com(n
Conducto biliar comin
(colédoco)

Conducto pancreatico
accesorio (de Santorini)

Papila
duodenal

Conducto pancreatico
principal (de Wirsung)
Esfinter del
colédoco
(de Boyden)

Esfinter del conducto
pancreatico principal

Ampolia

~ hepatopancreética
Papila duodenal = (de Vater)
mayor
Esfinter de la ampolla
hepatopancreatica (de Oddi)

Fig. 2. Diagrama de la vesicula biliar, los conductos biliares extrahepaticos, el pancreas,
el duodeno y los conductos excretores asociados.[30]

El arbol biliar tiene un revestimiento de colangiocitos, células epiteliales que vigilan el flujo
biliar y regulan su contenido, la regiéon apical de los colangiocitos tiene un aspecto
semejante a la misma regién de los hepatocitos por las microvellosidades que proyectan a
la luz. Ademads cada colangiocito contiene cilios primarios que detectan los cambios en el
flujo biliar que producen alteraciones en su secrecion (Fig. 3).[30]
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Fig. 3. Fotomicrografia electrénica de barrido de la superficie luminal del
conducto biliar recubierto por colanguiocitos.[30]

1.2.1 Lesiones de Via Biliar

La complicacién mas temida en colecistectomia (extirpacion de la vesicula biliar), es la lesién
de via biliar. La opcién quirdrgica mas usada para su reparacion en el caso de lesiones
complejas es la reconstruccién mediante la técnica llamada “Hepatico yeyuno anastomosis
en Y de Roux”, pero debido a las modificaciones anatémicas vy fisiolégicas en el sistema
digestivo, son conocidas muchas de sus complicaciones postoperatorias.[11]

Las complicaciones por cirugia endoscopica de colecistectomia se dan entre 8% y 10% de
los casos, pero la de complicaciones mas graves son las lesiones iatrogénicas (provocadas
por el médico), que ademas, en su mayoria no se detectan sino hasta 10 dias después de la
cirugia que causo el dafo, produciendo un deceso del 11% y una disminucién de la calidad
de vida del resto de los pacientes afectados por este tipo de heridas, que requieren siempre
una cirugia de correccidn del arbol biliar. Este tipo de lesiones ha tenido un aumento en los
ultimos afos, ya que por su minima invasion, menor tiempo de recuperacion y dolor del
paciente, los cirujanos han optado por la cirugia laparoscoépica; sin embargo se sabe que
con la utilizacion de esta técnica, las lesiones iatrogénicas han aumentado. [29,31]
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Actualmente la opcidon mas usada para la reparacién de lesiones complejas en via biliar, es
la hepdtico yeyuno anastomosis en Y de Roux, pero su completo éxito depende de la
conjuncién de muchos aspectos que deben de cumplir los pacientes que aspiran a esta
cirugia, ademads de la técnica del cirujano, sin embargo, mejora la calidad de vida de las
personas que se someten al procedimiento. No hay que olvidar que la hepdatico yeyuno
anastomosis en Y de Roux, puede tener complicaciones tardias como colangitis recurrente,
estenosis y cirrosis biliar secundaria, entre otras, explicadas por la unién antinatural de un
epitelio con una mucosa, ademas de la ausencia del esfinter de Oddi, provocando reflujo
hacia el arbol biliar. [11,32-35]

Se han realizado intentos de reparacién parcial o total de la via biliar, con materiales
sintéticos o bioldgicos, sin embargo, aun no se ha logrado un material que tenga las
caracteristicas necesarias para un andamio efectivo. La descelularizacion de VBC se muestra
como una alternativa probable para la reparacién de las lesiones en dicho tejido. [36—38]

Se han realizado con anterioridad investigaciones de regeneracion de via biliar
extrahepatica en lesiones de modelos porcinos, con andamios descelularizados con
repoblacién celular in situ exitosa, a partir de andamios provenientes de conductos
urinarios. Probando que ciertos tejidos estructurales pueden ser remplazados con
andamios descelularizados, sin mayor problema, logrando una repoblacién y diferenciacion
celular por mecanotrasduccidn exitosas. Sin embargo, no existe algun trabajo reportado en
el desarrollo de andamios acelulares precedentes de via biliar extrahepatica con el fin de la
regeneracion del mismo tejido, manteniendo su misma fisiologia e histologia. [39,40]
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1.3

Arteria

Las arterias y venas en principio tienen una anatomia similar, estan compuestas por 3
capas llamadas tunicas, que desde la luz hacia el exterior de esta se describen de la
siguiente forma:

Tunica intima, es la capa mas interna y se compone a su vez de tres capas, la pared
endotelial es una capa simple de células endoteliales escamosas, seguida de lamina
basal de las células endoteliales, compuesta principalmente por colageno,
proteoglucanos y glucoproteinas, y por ultimo la capa subendotelial, que consta de
tejido conjuntivo laxo. En el caso de las arterias una ldmina de material elastico
fenestrado, la membrana elastica interna, que permite que la difusién de sustancias
alcance las células mas internas.

Tunica media, que se compone principalmente de células musculares lisas, que en
la arteria es bastante gruesa y termina en la membrana elastica externa, formada
de elastina. Las células musculares lisas producen componentes extracelulares como
elastina, fibras reticulares y proteoglucanos.

Tunica adventicia, se compone en su mayoria de colageno y algunas fibras de
elastina. En la arteria se caracteriza por ser bastante delgada. [30,41]

La funcién principal de los vasos sanguineos es comunicar la sangre bombeada por el
corazén a todas las partes del organismo, las arterias reciben la sangre oxigenada del
corazén y la conducen hasta los capilares sanguineos, donde ocurre un intercambio entre
la sangre y los demas tejidos, para regresar hacia el corazén por las venas (Fig. 4).[42,43]
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Fig. 4. Esquema de las principales caracteristicas de los vasos sanguineos.[30]

Segun su espesor y las diferencias en la composicion de las capas, desde el punto de vista
histoldgico, se pueden clasificar los diversos tipos de arterias (Tabla 2). Aunque en general
toda su superficie interna se encuentra tapizada por un endotelio plano simple, llamado
endotelio, formado por células endoteliales que tienen una participacion activa en una
variedad de interacciones entre la sangre y el tejido conjuntivo. Las células endoteliales son
responsables de una barrera de permeabilidad selectiva, permitiendo el paso selectivo de
ciertas moléculas de la sangre hacia los tejidos y viceversa, también producen
anticoagulantes y sustancias antitrombdticas, y finalmente con la secrecién de

vasoconstrictores y vasodilatadores regulan el flujo sanguineo y la resistencia vascular.
[41,43]
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Tabla 2. Caracteristicas de los tipos de arteria.[30]

Arterias

Vaso Diametro Tunica intima (capa Tanica media Tunica adventicia
interna) (capa intermedia) (capa externa)
Arteria - Endotelio - Musculo liso - Tejido
grande >10 mm - Tejido conjuntivo - Membranas conjuntivo
(arteria - Mdsculo liso eldsticas - Fibras el3sticas
eldstica)
Arteria media - Endotelio - Musculo liso Mas delgada que
(arteria 2-10 mm - Tejido conjuntivo - Fibras coladgenas la tunica media
muscular) - Musculo liso - Relativa escasez - Tejido
- Membrana elastica de tejido elastico conjuntivo
interna prominente - Algunas fibras
eldsticas
Arteria - Endotelio - Musculo liso (8-10 = Mas delgada que
pequena 0.1-2mm - Tejido conjuntivo capas celulares) la tunica media
- Musculo liso - Fibras coldgenas - Tejido
- Membrana elastica conjuntivo
interna - Algunas fibras
eldsticas
Arteriola - Endotelio - Musculo liso (1-2 =~ Mas delgada que
10-100 um - Tejido conjuntivo capas celulares) la tunica media
- Musculo liso - Fina vaina de
tejido conjuntivo
mal definida
Capilar - Endotelio No hay No hay
4—-10 um

En este trabajo se aplicd el protocolo de descelularizacidn descrito por Ramirez-Marin [11]
a arterias musculares, en este tipo de arterias predominan las células musculares lisas en la
tunica media, cuya contraccién ayuda a mantener la presién arterial, ademas de tornarse
visible la membrana elastica interna (Fig. 5). [30,42]
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Fig. 5. Diagrama de una arteria muscular.[30]

1.3.1 Injertos Vasculares

Las enfermedades vasculares continlan aumentando en todo el mundo y el tratamiento
depende en gran medida del reemplazo de los vasos sanguineos dafiados. Los tratamientos
mas comunes son los injertos autdlogos, sin embargo, existen contraindicaciones previas
gue impiden dicho procedimiento, como una enfermedad vascular subyacente o un previo
injerto autdlogo. Se han realizado proyectos dentro de la Ingenieria de Tejidos como
posibles soluciones clinicas a dichos padecimientos, pero se enfrentan a las limitaciones
propias de los andamios sintéticos: la obtencién de una arquitectura adecuada,
propiedades mecdnicas suficientes, una poblacién suficiente de musculo liso y un fenotipo
correcto.[44—47]

Gracias a la interaccién entre la coldgena, las laminas de elastina y la densidad celular de
musculo liso de la MEC, las propiedades mecdnicas de la pared arterial son Unicas. Los
andamios disefiados para su aplicacién tienden a fallar en su aplicacién in vivo. Todas estas
limitaciones han potenciado el uso de tejidos descelularizados como injerto, superando los
desafios que no han podido realizar sus contrapartes sintéticas. Los andamios
descelularizados presentan condiciones ideales para su unidén, crecimiento celular e
integridad mecanica, sin embargo, la densidad de la matriz resultante puede traer
problemas para la recelularizacién, especialmente de la tunica media.[14,48-50]
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El objetivo de esta investigaciéon es obtener y caracterizar un andamio tubular para
Ingenieria de Tejidos a partir del tejido arterial humano descelularizado, aplicando el mismo
protocolo que la VBC y comparar las caracteristicas de dichos andamios, ya que los
protocolos de descelularizacion generalmente son Unicos para cada tejido u érgano en
particular, de manera que la estandarizacion de un mismo protocolo para tejidos de
especies diferentes aportaria una avance importante para las metodologias de
descelularizacidn descrita hasta el momento.
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2.1 Ingenieria de Tejidos

Como ya se menciond, la Ingenieria de tejidos se sirve de técnicas y conocimientos de
distintas ciencias para brindar respuestas a los retos de la funcionalidad de érganos y tejidos
mediante la obtencion de andamios que puedan mantener, mejorar o regenerar sus
funciones bioldgicas. [5-8]

Con el fin de regenerar, mantener o reemplazar funciones biolégicas de érganos y tejidos
del cuerpo humano, se han llevado a cabo grandes esfuerzos por parte de diferentes
ciencias, tratando de obtener un andamio adecuado, que sirva como soporte para el tejido
y las células, si es el caso, que se desea reparar. Es asi como nace la Ingenieria de Tejidos,
gue a lo largo de su historia se ha enfrentado con varios retos que se deben superar para
encontrar un andamio adecuado, como lo son la vascularidad, porosidad, propiedades
mecanicas, composicién y bioactividad, que en su conjunto logren mimetizar la matriz
extracelular humana. El disefio y control de estas caracteristicas son probablemente el
mayor desafio para el campo de la Ingenieria de Tejidos. [5-7,9,15]

La interfase entre células y andamio debe de ser claramente entendida, para poder tener
un disefio 6ptimo, deben ser desarrollados de modo tal, que sean compatibles con sistemas
vivientes o células vivas. En los ultimos afios se ha tenido un avance considerable en la
fabricacion de andamios sintéticos y naturales repoblados con células diferenciadas o
mesenquimales, los cuales se han fabricados con diferentes técnicas como: bioespumas,
hidrogel, electrohilado, impresién 3D, entre otras, incluyendo la combinacidon entre
ellas.[18,30,36]
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2.2 Matriz Extracelular

La biomimética es el area de la ciencia que tiene como objetivo el estudio de la naturaleza
y sus funciones, como inspiracién de tecnologias, con el fin de tratar de imitar sus
caracteristicas y ventajas en aplicaciones diversas. En la Ingenieria de Tejidos,
especialmente en el disefio de andamios, la biomimética es un camino potencial para el
éxito de la respuesta celular. La matriz extracelular (MEC) bioldgica nativa, contribuye a la
integridad mecdnica, desempefia importantes funciones de sefializacion y regulacion en el
desarrollo, mantenimiento y regeneracion de los tejidos. Es por ello por lo que andamio
utilizado en la Ingenieria de Tejidos puede ser considerado como una MEC artificial.
[5,16,53]

Todos los andamios manufacturados para la regeneracion tisular, en alguna medida tratan
de imitar la MEC nativa, o al menos su funcionamiento, en este sentido, los andamios
derivados de la MEC natural ofrecen una ventaja comparativa frente a otro tipo de
andamios, debido a que tienen una arquitectura similar al estado nativo apto para las
células y su reproduccién.[9]

La MEC natural es una estructura dindmica que se remodela activamente gracias a las
células con las que interactia, ademas de participar en el control de la expresién genética
de tejidos especificos a través de una variedad de mecanismos de transduccién, en sinergia
con sefiales provenientes de factores de crecimiento y hormonas. Lo cual se ve ain muy
lejano de lograr para la Ingenieria de Tejidos, en andamios manufacturados. [40,54]

La descelularizacién es una técnica atractiva para la obtencidn de andamios acelulares para
Su uso en regeneracion de érganos y tejidos, manteniendo la arquitectura del tejido nativo,
incluyendo la conservacién de vasos sanguineos, y los biofactores presentes en la MEC, los
cuales son necesarios para la proliferacién celular. La MEC estad formada principalmente de
proteoglicanos y glicoproteinas estructurales que sirven de andamio celular y componen las
fibras de tejido conjuntivo.[15,30,55]

La MEC provee el microambiente fisico, en el cual las células viven, proporciona un sustrato
para el anclaje de las células, sirve como via de transmisidon de sefiales del entorno a la
célula, que influye en proliferacién, diferenciacién y muerte celular. La forma de las células
y la arquitectura tisular tridimensional determinan la funcion celular. Esto se puede
observar en la deformacidn del ndcleo celular segln su tipo de sustrato, si la célula se cultiva
en un sustrato 3D presenta un nucleo esférico u ovoide, en cambio al ser cultivadas en
sustratos 2D el nucleo se aplana. [56,57]
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Actualmente se desarrollan muchos experimentos para entender y manipular la interaccién
del microambiente y las células, utilizando principios de bioingenieria y biofisica. Su estudio
repercutira en el entendimiento y tratamiento de varias ramas de la ciencia, sin embargo,
algo que ha aportado el estudio de la mecanotransduccién (proceso que tienen las células
de percibir su entorno y adaptarse a él mediante cambios en el citoesqueleto transmitidos
hasta el nucleo, los cuales van desde un cambio en su forma hasta la expresién de nuevas
proteinas)[40] es que la tendencia a la biomimética nos acerca al mejor funcionamiento
bioldgico en su complejidad, por lo que el uso de un andamio nativo, como el que se obtiene
de la descelularizacién apunta a tener mejores resultados en la Medicina Regenerativa.

La colagena es la proteina mdas abundante en los mamiferos, componente principal de
muchos tejidos. Esta proteina contiene tres cadenas polipeptidicas helicoidales, llamada la
triple hélice. La colagena es insoluble en agua vy dificil de ingerir por enzimas del tracto
gastrointestinal. La estructura primaria de la coldgena es muy singular. Su molécula esta
conformada principalmente de un 33% de glicina, 12% prolina y 9% de hidroxiprolina, junto
con algun otro aminodcido.[58,59]

Por su parte las unidades estructurales de las proteinas son los aminoacidos. En el caso de
la colagena, el mas sencillo de ellos es la glicina. Un a-aminodcido consta de un grupo
aminico, un grupo carboxilico, un atomo de hidrégeno y un grupo R distintivo que se
denomina cadena lateral, todos ellos unidos por un atomo de carbono- a, adyacente al
grupo carboxilo (Fig. 6). En el caso de la glicina, la cadena lateral esta formada por un dtomo
de hidrégeno.[59]
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La prolina es otro de los aminodcidos que compone la colagena, se compone de una cadena
lateral alifatica, pero difiere de otros aminoacidos del mismo tipo en que la cadena lateral
estd unida tanto al nitrégeno como al carbono-a, formando una cadena ciclica. Con
frecuencia la prolina se encuentra en los codos de las cadenas proteicas dobladas y tiene la
caracteristica de ser hidrofilica.[59]

Tres cadenas polipeptidicas de colagena enrolladas se asocian formando una superhélice,
donde las tres hélices se enrollan a su vez sobre un eje central (Fig. 7). Las cadenas se
mantienen unidas entre si mediante puentes de hidrégeno. La triple hélice forma una
unidad estructural llamada tropocoldgena. [15,59,60]

Cadenas «

Fig. 7. Esquema de la estructura de la colagena. Estructura de triple hélice dextrogira
y puentes de hidrégeno entre las cadenas.[60]

Existen diversos tipos de coldgena de acuerdo con las cadenas participantes en la
composicion de la superhélice. Las unidades de tropocolagena se disponen en hileras y
estas a su vez se disponen en haces que constituyen fibrillas. Todas las unidades de
tropocolagena tienen la misma orientacion y dejan un espacio entre si, de tal manera que
no entran en contacto.[15,59]

Las tropocoldgenas de hileras adyacentes establecen uniones mediante un tipo de enlace
de cadenas laterales de lisina o hidroxilisina, que otorgan al conjunto una mayor resistencia
mecanica, que a la traccién suele ser muy grande, llegando a soportar 10kg de peso una
sola fibra de 1 mm de didmetro. [15,59]
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2.3 Descelularizacion

El tratamiento efectivo para muchos tipos de enfermedades resulta ser el alotrasplante de
organos o tejidos (proveniente de otro individuo de la misma especie), aunque, aun con los
esfuerzos en el drea médica, siguen existiendo grandes riesgos en este tipo de
procedimientos, tales como la baja compatibilidad, morbilidad del donador, respuesta
inflamatoria, falla del trasplante y el principal problema con los injertos es el rechazo por
parte del receptor. [2,61,62]

Diversos estudios han demostraron que el rechazo que experimentan los aloinjertos por
parte de los receptores se debe a una respuesta inmunitaria frente a antigenos que se
encuentran en la superficie de las células provenientes del injerto. Dichos antigenos son
glicoproteinas denominadas Complejo Principal de Histocompatibilidad (MHC), que todos
los vertebrados superiores expresan en sus genes y especificamente en humanos se
denomina HLA (Human Leucocyte Associated Antigens). [15,63,64]

Existen dos tipos de moléculas MHC, de clase | y de clase Il. Cuando las células T del receptor
reconocen una version extrafia de HLA en algun tejido desencadenan una reaccién
inmunitaria, lo que provoca el rechazo del injerto. La descelularizacidn, se basa en la teoria
de la eliminacion de cualquier riesgo de rechazo y respuesta inmune frente a los
trasplantes, eliminando cualquier indicio de material celular del donador, incluyendo las
moléculas MHC. [15,63,64]

La descelularizacidn consiste en extraer las células y materiales nucleicos remanentes de un
drgano o tejido, los cuales pueden ser reconocidos como agentes extrafios para el sistema
inmune del receptor. Se utilizan diferentes métodos y soluciones para romper la membrana
celular, eliminando los restos y dejando tan solo la MEC, compuesta de una compleja
mezcla de proteinas estructurales y funcionales con el fin de presentar entidades
organizadas estructuralmente tales como la colagena, elastina, glucosaminoglucanos
(GAGs) y fibronectina.[14,16,65—67]

Los andamios obtenidos mediante procesos de descelularizacion tienen una gran ventaja
sobre cualquier otro andamio, ya que la MEC resultante contiene la microarquitectura
nativa y algunos componentes bioquimicos del tejido a reemplazar. También se ha
demostrado que son andamios con buena biocompatibilidad y permiten el crecimiento de
células nativas. [15]
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La descelularizacion de érganos y tejidos es una técnica que se perfila como posible solucién
para el reemplazo total del érgano en los casos en los cuales el trasplante convencional no
ha tenido éxito. Para su posible uso en la regeneracién de érganos y tejidos, ademas de
eliminar el material genético del donante, se debe garantizar la obtencién de la matriz
extracelular (MEC), conservando su composicion e integridad estructural. Muchos métodos
de disrupcién y eliminacion celular pueden cumplir muy bien su cometido, se trata de
distintas soluciones utilizadas a altas concentraciones y por tiempos prolongados, con la
desventaja de poder dafiar y degradar hasta cierto punto la MEC y su morfologia.[12,21]

Se sabe también que la remocidn de los antigenos celulares MHC minimiza el riesgo de
rechazo del tejido u érgano, independientemente de tratarse de un andamio alogénico
(proveniente de un individuo de la misma especie) o xenogénico (proveniente de otra
especie), debido a que los componentes de la MEC preservada son altamente similares
entre diferentes especies de vertebrados superiores, lo que abre la posibilidad del uso de
andamios descelularizados de origen xenogénico, para su aplicacion en humanos. [18,21]

Se ha demostrado que un proceso de descelularizacién adecuado mantiene la composicién
fisioldgica relevante de la MEC, asi como su microambiente nativo, incluyendo muchas
veces su vascularidad, estabilidad mecanica y porosidad, lo cual es importante para la
actividad biolégica del andamio, desempefiando importantes funciones de sefializacion y
regulacién en el desarrollo, mantenimiento y regeneracion. [5,18,68]

Si bien los andamios obtenidos por descelularizacién cuentan con enormes beneficios, aun
existen desafios por resolver, la especificidad de cada tejido implica un protocolo diferente
en todos los casos, que debe ser optimizado. Las diferencias entre especies, edades e
individuos pueden significar una variabilidad alta entre la longitud y espesor del tejido. Una
descelularizaciéon incompleta puede tener los mismo efectos de rechazo que un trasplante
normal y los agentes descelularizantes pueden alterar la bioactividad y la integridad
estructural del andamio .[14,53,69,70]

Los protocolos de descelularizacidon pueden involucrar una mezcla de procesos quimicos,
fisicos y biolégicos que idealmente remueven los componentes celulares sin afectar
adversamente la composicidn, organizacién, actividad biolégica e integridad mecanica de
la MEC nativa. Se busca favorecer en primera instancia la lisis celular, es decir la ruptura de
su membrana extracelular, de modo que se destruya la célula. [18,23,71]
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Existen trabajos recientes donde se han logrado descelularizar con éxito érganos como el
corazoén, pulmoén, higado, rifidén, traquea y pancreas. Sin embargo, los protocolos de
descelularizacién son altamente dependientes y sensibles a las caracteristicas del tejido
nativo, por lo que cada tejido u érgano se tiene que trabajar con un protocolo diferente
para poder ser descelularizado efectivamente, lo que significa que el trabajo en un tejido
gue no pueda ser utilizado en el humano, carece de aplicacion en la clinica. El xenoinjerto
de origen porcino descelularizado y el aloinjerto resultan mucho mas adecuados para la
aplicacion humana, debido a los componentes de la MEC y a su morfologia. [6,11,18,21,72]

El primer protocolo de descelularizacién se propuso en 1975, combinando métodos
guimicos y bioldgicos que incluian membranas de diferentes tejidos. Los protocolos mds
recientes y con mejor efectividad combinan procesos de tratamientos fisicos, quimicos y
bioldgicos. En términos generales un protocolo de descelularizacién tipico contiene los
siguientes pasos: (1) Lisis de la membrana celular por medio de tratamientos fisicos y
soluciones idnicas, (2) separacion de los componentes celulares de la MEC usando
tratamientos enzimaticos, (3) solubilizacién de los componente citoplasmaticos y nucleares
de la célula a través de tratamientos con detergentes y finalmente (4) lavado y remocidn
de los remanentes celulares de la MEC. Todos los pasos pueden ser completados con
agitacion mecanica y ser repetidos las veces necesarias para aumentar la efectividad del
método. [12,14,23,71,73,74]

Es importante conocer el principio de accién de los agentes dentro de un protocolo de
descelularizaciéon, ya que la estrategia debe ser optimizada en funcién al tejido,
controlando duracion, concentracion y variables ambientales, siempre analizando la
efectividad del método y los efectos en la composicidn, arquitectura y funcionalidad de Ia
MEC obtenida.

2.3.1.1 Agentes Fisicos

Los agentes fisicos en la descelularizacidn se basan en la modulacién de variables fisicas
como la temperatura, fuerza y presién sobre el tejido u 6rgano, con la finalidad de romper
las membranas celulares. Los agentes fisicos pueden incluir: devastado, agitacién,
sonicacion, gradiente de presidn, ciclos de congelacién y descongelacion, electroporacion
(rotura de la membrana celular mediante exposicion a pulsos eléctricos), perfusion y uso
de fluidos supercriticos. La ventaja de algunos de estos métodos es que también remueven
los restos de materia celular remanente en la MEC. [23,66]
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La perfusidn consiste en introducir de manera lenta pero continua un liquido en un tejidou
organo, a través del lecho vascular. Como posible desventaja puede presentarse una
excesiva presion de bombeo que pueda llegar a dafiar la MEC. Se debe de utilizar
disoluciones con agentes quimicos que actuen sobre las células, para llevar a cabo la
descelularizacién. Gracias a la presion del fluido, el agente descelularizante tiene un mejor
alcance por difusién sobre todo el volumen del érgano o tejido, y tiene la cualidad de
arrastrar los restos resultados de la lisis celular.[16,62,75,76]

2.3.1.2 Agentes Quimicos

Los agentes quimicos son los utilizados mas comunmente para la lisis celular. El uso de
acidos y bases se utiliza para eliminar residuos de queratina en ciertos tejidos y logra
catalizar la degradacion hidrolitica de biomoléculas, componentes del citoplasma y acidos
nucleicos, sin embargo, tiene efectos adversos en el contenido de GAGs. Las disoluciones
hipotdnicas e hipertdnicas causan la lisis celular por efecto osmético. Los detergentes
idnicos o no idnicos pueden solubilizar las membranas celulares, con el riesgo de llegar a
disociar las proteinas de la MEC. El uso de alcoholes facilita la delipidacién, deshidratando
el tejido y llevando a la lisis celular. [23,66,76]

Los detergentes idnicos, por su naturaleza de surfactante polar, cuando se aumenta la
concentracion en medio acuoso, las moléculas cargadas forman micelas, pequeiios
conglomerados esferoideos, que mantienen la parte hidrofdbica de la molécula en la parte
interior y la hidrofilica en la exterior. Cada detergente tiene una concentraciéon micelar
critica (CMC), a la cual empiezan a formarse dichas micelas, pasando la CMC los
detergentes idnicos solubilizan membranas biolégicas y forman micelas mixtas de
detergente, fosfolipidos y proteinas integrales de membrana, llegando a danar la MEC. Por
debajo de la CMC, las moléculas del detergente se unen a las regiones hidrofébicas de la
mayoria de las proteinas integrales de membrana celular y las hacen solubles en
disoluciones acuosas (Fig. 8).[77]

28



Concentracion por
encima de CMC

v

? Detergente

»
|

Concentracion por
debajo de CMC

Membrana Celular

Disuelto, pero
sin formar
micelas

Fig. 8. Influencia de la concentracion micelar critica en presencia de proteinas.
Imagen modificada.[78]

2.3.1.3.1 Dodecil Sulfato de Sodio SDS

El dodecil sulfato de sodio (SDS) es un detergente idnico utilizado en varios protocolos de
descelularizacion de diferentes érganos y tejidos. El SDS solubiliza las membranas celulares
y nucleares con un alto indice de efectividad, asi como las proteinas desnaturalizadas, sin
embargo, puede provocar dafio en las fibras de coldgena de la Matriz Extracelular (MEC);
y eliminarlo completamente del tejido requiere varios ciclos de lavado. [6,11]
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2.3.1.3 Agentes Bioldgicos

Se distinguen dos tipos de agentes bioldgicos, los enzimaticos y no enzimaticos. Las enzimas
comunmente usadas en la descelularizacion incluyen nucleasas, tripsinas, colagenasas,
lipasas, dispasas y termolinasas. Estas enzimas pueden proveer alta especificidad en la
remocién de residuos celulares o de componentes indeseables de la MEC. Sin embargo, una
de las mayores desventajas son los residuos de dichas enzimas, que pueden generar algin
tipo de reaccion inmune en el receptor del implante o dificultad para la posterior
recelularizacién del andamio. Se puede combinar la accion de los agentes enzimaticos con
los no enzimaticos para mejorar los efectos de la descelularizacion, un ejemplo de ellos son
los agente quelantes, que ayudan en la disociacidn de las células de las proteinas de MEC
interrumpiendo la unidn de la colagena vy la fibronectina, por medio de la quelacion de
cationes divalentes. [6,66]

La DNasa es una enzima, especialmente una endonucleasa, que cataliza la escision de la
hidrélisis de los enlaces fosfodiéster (enlaces covalentes que se dan entre dos oxigenos de
un grupo fosfato y los grupos hidroxilo de otras dos moléculas distintas. Fundamentales en
la formacién de acido nucleicos) entre los mondmeros de acidos nucleicos. [79]

Es una enzima que cataliza la hidrélisis del DNA a oligosacaridos y moléculas mas pequeiias,
su sintesis ocurre mediante la transcripcidn y traslacion de genes de DNasa, en el
citoplasma. Tiene que ver con la purificacion del RNA.[39]

Los dos tipos principales de DNasa son la DNasa | y la DNasa Il. La DNasa | se codifica con el
gen humano DNASE1, su funcién principal es el reciclaje del ADN, aunque también esta
involucrado en la fragmentacién del ADN durante la apoptosis, especificamente
escindiendo los enlaces adyacentes a un nucleétido pirimidina. Por otro lado, la DNasa Il
solo escinde al ADN monocatenario, siendo funcional al pH acido, por lo que se le conoce
como acido DNasa. [39,79]
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Las enzimas en los sistemas bioldgicos constituyen la base de muchas reacciones complejas
gue caracterizan los fendmenos vitales y algunas catalizan la hidrdlisis de los materiales, la
cual se produce cuando el polimero tiene principalmente enlaces inestables y cierto grado
de hidrofilia. La caracteristica principal de una reaccidn enzimatica es su especificidad, la
molécula sobre la que actua la enzima se denomina sustrato, con el cual interactia la
enzima, para formar un complejo intermediario, para posteriormente descomponer el
complejo intermediario para formar los productos y regenerar la enzima. [80]

Se entiende como hidrdlisis enzimatica, la que se produce por hidrolasas. Se nombra con el
sustrato seguido por la palabra hidrolasa, en el caso de ser una enzima muy especifica, se
usa el prefijo del sustrato con terminacién “asa”.
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3.METODOLOGIA EXPERIMENTAL

Este trabajo se basa en la Hipdtesis de que dos andamios tubulares como los son la Arteria
Humana (AH) y la Via Biliar de Cerdo (VBC), pueden ser obtenidos mediante la misma
metodologia de descelularizacién descrita previamente por Ramirez-Marin [11]. Enfocado
en demostrar la efectividad del proceso sobre los andamios naturales obtenidos sin afectar
significativamente la configuracion de la Matriz Extracelular (MEC).

En el presente capitulo se describe la metodologia para obtener un protocolo de
descelularizacién de 6rganos tubulares, que se aplicéd a dos drganos diferentes, tanto a VBC
(Via Biliar de Cerdo) de cerdo como a AH (Arteria Humana).

La efectividad del proceso de descelularizacion se evalué comparando la muestra
descelularizada con el tejido nativo. Se cuantificaron los nucleos celulares visibles gracias a
las tinciones histoldgicas hematoxilina y eosina (H&E), con software de procesamiento
digital.

Para evaluar la preservacion de la MEC se utilizaron diversas técnicas de caracterizacién,
por parte de la histologia se utilizé la tincidon Tricromica de Masson, se hicieron pruebas
térmicas para evaluar la degradacién, y las muestras se observaron con la técnica de
microscopia electrénica de barrido (SEM), que también puede dar una estimacién de la
descelularizacién, ya que las micrografias a mas de 500X permiten ver algunas células en
las muestras nativas, que no se presentan en las muestras descelularizadas.

3.1 Procuracion de las Muestras

3.1.1 Via Biliar Porcina

Se trabajé con cerdos raza Landrace, se obtuvieron 9 muestras (n=9) de conducto biliar
extrahepatico colédoco, de entre 5y 8 cm de largo y 3 mm de didmetro. Todos de machos
jévenes de entre 25 y 30 kg. En condiciones estériles, durante las practicas quirurgicas
laparoscopicas del departamento de Cirugia Experimental del Instituto Nacional de Ciencias
Médicas y Nutricién Salvador Zubiran (INCMNSZ) (Fig. 9).
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Las muestras se mantuvieron en una disolucién amortiguadora e isoténica de buffer de
fosfatos, PBS (SIGMA) concentrada al 1X (se prepararon 2 sobres de 1g en 2 L de agua
desionizada estéril) y mantenidas a 4 °C para su traslado inmediato al Laboratorio de
Biomateriales del Instituto de Investigaciones en Materiales de la UNAM.

Fig. 9. Extraccion del conducto biliar extrahepatico. (A) Cirugia de extraccion.
(B) Colédoco canalizado.

Todos los experimentos con animales se realizaron de acuerdo a la ley de bienestar animal,
siguiendo la Norma Mexicana NOM-062-Z00-1999.[81]

3.1.2 Arteria Humana

Las muestras de Arteria Humana se facilitaron del INCMNSZ, provenientes del
departamento de Cirugia Vascular, tejido proveniente de caddver humano. Se obtuvieron
10 muestras (n=10) de extremidades inferiores de entre 8 y 10 cm de largo y 5 mm de
didmetro (Fig. 10).

La experimentacién con tejido humano se realizé con la aprobacién del Comité de Etica en
Investigacion del INCMNZS, con el registro CONBIOETICA-09-CEI-011-20166627.

33



Fig. 10 Arteria humana, después de la remocion de tejido adiposo circundante.

Las muestras se mantuvieron en una disolucién amortiguadora e isoténica de PBS al 1X vy
mantenidas a 4 °C para su traslado inmediato al Laboratorio de Biomateriales del Instituto
de Investigaciones en Materiales de la UNAM.

3.2 Preparacion de la Muestra para su Caracterizacion

La toma de muestras para su posterior caracterizacion se llevd a cabo con el mismo
protocolo tanto en VBC como en AH, ya que las técnicas utilizadas fueron las mismas en
ambos tejidos, aplicadas de igual manera en las muestras nativas y las descelularizadas. Una
vez que se tuvieron las muestras en el Laboratorio de Biomateriales, dentro de la campana
de flujo laminar y con ambiente e indumentaria estéril, se procedié a hacer 6 cortes con
bisturi, de cada una para su posterior caracterizacion (Fig. 13):
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1) Muestra control para histologia: Se fijaron dos cortes de la muestra
aproximadamente 0.5 cm de ancho cada uno, en direccion transversal a la luz y se
sumergieron en 5mL de una disolucién de parafolmaldehido (PFA) (MACRON) al 4 %
de peso en agua destilada estéril, durante 24 horas; se realizé un cambio de medio,
a 5 mL PBS 1X (Sigma-Aldrich) y se preservd hasta que se llevd a cabo Ia
caracterizacion histolégica.

2) Muestra control para SEM: El corte se fijé en una disolucién de Glutaraldehido (EMS)
al 2.5% de volumen en agua destilada estéril, a 4 °C.

3) Muestra control para andlisis térmico: Se tomaron dos cortes de aproximadamente
2 mg cada uno (un corte para Analisis Termogravimétrico y el otro para Calorimetria
Diferencial de Barrido), se preservé a una temperatura de -40 °C, para su posterior
liofilizacién.

3.3 Protocolo de Descelularizacion

El protocolo de descelularizacién empleado en ambos tejidos es el estandarizado en el
mismo grupo de trabajo (Marin, JY. 2020)[11]. Se trabajé en condiciones estériles, dentro
de la campana de flujo laminar. 28

Por parte de la VBC, se sujetd a un catéter del #22 con sutura seda 3-0 (ETHICON) de su
seccion distal, unido mediante un adaptador (Masterflex) a una manguera (Masterflex #16),
por donde circularon las diferentes disoluciones descelularizantes. Mientras que la AH se
sujetd con la misma sutura directamente en la manguera, debido a la diferencia de
diametro con la VBC.

El resto del proceso de descelularizacion se realizé de igual manera sobre la VBCy la AH. La
muestra se colocd en un sistema cerrado, dentro de un frasco de vidrio estéril con capacidad
de 300 mL, sumergida dentro de 200 mL de la disolucién descelularizante en turno (Tabla
3); el extremo suelto de la manguera se sumergié en los mismos 200 mL de disolucién
descelularizante, de tal forma que la parte media de la manguera se colocé dentro de una
bomba peristdltica de rodillos (Masterflex, easy-load), haciendo fluir las disoluciones
descelularizantes con una velocidad de flujo de 46 mL/min (Fig. 11).
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Fig. 11. Proceso de descelularizacidn, (A) con dos bombas peristalticas funcionando
y 4 muestras dentro de los frascos, sometidas al proceso. (B) Flujo de las disoluciones
descelularizantes en el circuito cerrado (muestra sefalada con flecha amarilla).

Cada bomba peristdltica tiene 2 cabezales, lo que le permite trabajar con dos muestras al
mismo tiempo de manera independiente (Fig. 11, A). En el arreglo utilizado para el proceso
de descelularizacion, el flujo de las disoluciones descelularizantes impulsado por la bomba
peristaltica se hace pasar por dentro del andamio tubular y su retorno hacia la bomba (Fig.
11, B).

Durante el proceso de descelularizacién, los érganos tubulares se expusieron a diversas
disoluciones en distintos tiempos de exposicién, el protocolo total tiene una duracién de 8
dias, a temperatura ambiente, dentro de la campana de flujo laminar. El protocolo de
descelularizacion utilizado en esta investigacion se describe a continuacion (Tabla 3):
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El flujo de las disoluciones se hizo pasar en direccidn distal a proximal. Los cambios de
disolucidn se realizaron cada 24 horas, previo a 3 lavados con 200 mL de agua Mili-Q en las
mismas condiciones de perfusion.

1) Se introdujo en una disolucion de dodecil sulfato de sodio, SDS (SIGMA) al 1% (1%
de peso en agua desionizada estéril). Se perfundié por un lapso de 96 horas,
haciendo cambios de disolucion cada 24 horas.

2) En las mismas condiciones, se cambié de disolucion por buffer fosfato salino, PBS
(Sigma-Aldrich) 1X y se mantuvo durante 24 horas.

3) Se dejé perfundiendo por 24 horas mas en una disolucion de DNasa-1 (Roche) a una
concentraciéon de 0.001 mg/mL en disolucién salina tamponada con fosfato de
Dulbecco (DPBS) (Gibco).

4) Finalmente, en las mismas condiciones de perfusion, se hizo el cambio de disolucion
a 200 mL de agua desionizada estéril, se mantiene durante 48 horas, con un cambio
a las 24 horas.

Tabla 3. Protocolo de descelularizacién aplicado.

3.4 Efectividad del Proceso de Descelularizacion

Un correcto protocolo de descelularizacidén en un tejido u érgano para regeneracion tisular
garantiza la preservacion de la arquitectura, ademads de eliminar el material celular entre
un 70% y 80%.[74] Las técnicas de caracterizacién utilizadas en este trabajo buscan
comprobar la efectividad del proceso de descelularizacidn y la preservacion de la MEC de
los diferentes tejidos.
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3.4.1 Histologia

La caracterizacion histologica se realizé de la misma manera para todas las tinciones
utilizadas en este trabajo de investigacidn, asegurando asi un proceso uniforme para todas
las muestras. Los procesos de deshidratacién y de inclusidn se realizaron en el Instituto de
Rehabilitacion “Luis Guillermo Ibarra Ibarra” (INR).

La muestra destinada a estas técnicas de caracterizacion, como se menciona anteriormente
en este trabajo, se encontraba preservada en PBS 1X a 4 °C.

Todas las muestras se sometieron a una cascada de deshidratacién, con agitacién constante
dentro de 10 mL en diferentes diluciones de etanol (Fig. 12), por 30 minutos cada una,
posteriormente a la deshidratacion, se aclaré la muestra con Xilol con el mismo sistema de
agitacion (Tabla 4). Las muestras deshidratadas y aclaradas con Xilol se sumergieron en
parafina, dicho proceso se llevé a cabo en dos pasos, colocando cada corte en un frasco con
8 mL de parafina, dentro de un horno a 50 °C, antes del proceso de inclusién.

Fig. 12. Agitacion de las muestras histolégicas, en proceso
de deshidratacion.
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Algunas de las disoluciones de la cascada de deshidratacion tienen que ser cambiadas
después de utilizarse, ya que los cortes histolégicos pueden llegar a dejar precipitados en
ellas. Tal es el caso del Etanol al 96% que se utiliza durante 30 min, en dos ocasiones
distintas, lo que significa que después del tiempo asignado se cambid de nuevo por Etanol
al 96% (Tabla 4).

Las muestras se incluyeron en parafina, dentro de casetes de inclusién en el INR, a los que
se les realizaron cortes de 3 um y un angulo de 5° en el microtomo (Leica). Los cortes se
colocaron en bafio maria para mantenerlos sin dobleces y finalmente se colocaron en
portaobjetos, para después secarse y desparafinar.

Tabla 4. Proceso de deshidratacidn de tejidos e inclusién en parafina.

Etanol 70% 30
Etanol 80% 30
Etanol 96% (1) 30
Etanol 96% (2) 30
Etanol 100% (1) 30
Etanol 100% (2) 30
Etanol 100% (3) 30
Xilol (1) 15
Xilol (2) 15
Parafina (1) 30
Parafina (2) 60
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Antes de tefiir los cortes histoldgicos, todos los portaobjetos se introdujeron en el horno a
una temperatura de 60 °C para retirar los restos de parafina, durante 30 minutos. Ademas,
todas las muestras se sometieron a un proceso de rehidrataciéon, sumergiendo los
portaobjetos en las distintas soluciones de la cascada de rehidratacion (Tabla 5).
Finalmente, las muestras se tifieron con diferentes técnicas: Hematoxilina y Eosina (H&E) y
Tricrédmica de Masson, segun las caracteristicas del tejido a observar en el microscopio
Optico.

Tabla 5. Proceso de rehidratacion de laminillas.

Xilol (1) 5 min

Xilol (2) 30s
Etanol 100% (1) 30s
Etanol 100% (2) 30s
Etanol 96% (1) 30s
Etanol 96% (2) 30s
Etanol 80% 30s
Etanol 70% 30s
Etanol 60% 30s
Etanol 50% 30s
Agua bidestilada (1) 30s
Agua bidestilada (2) 5 min
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3.4.1.1 Tincion Hematoxilina y Eosina H&E

Para realizar la tincion Hematoxilina y Eosina (H&E) todas las soluciones fueron filtradas
antes de utilizarse y se verifico la efectividad de los diferentes pasos del proceso observando
en el microscopio dptico. Los portaobjetos se sumergieron en diferentes soluciones por
cierta cantidad de tiempo (Tabla 6). Con dicha tincion se espera observar las estructuras
basofilas, como los nucleos celulares en todo azul, gracias a la hematoxilina, mientras que
la eosina tefird las estructuras acidofilas de color rosa o rojo, tales como el citoplasmay la
mayoria de los tejidos. [30]

Disolucion Tiempo
Hematoxilina de Harris 6 min
Agua corriente a flujo constante 5 min

Etanol con acido clorhidrico al 1% V/V
Agua corriente a flujo constante

Disoluciéon saturada de carbonato de litio

2vecesde2s

1 min

2vecesde2s

Agua corriente a flujo constante 10 min
Etanol 80% pre-eosina 2 min
Eosina solucidn de trabajo 2 min
Etanol 96% (1) tincion 30s
Etanol 96% (2) tincion 30s
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3.5 Preservacion de la Matriz Extracelular

Muchos procesos de descelularizacidon de tejidos logran ser efectivos en cuanto a la
eliminaciéon de material celular de la MEC, sin embargo, una alta exposicion a los agentes
descelularizantes puede dafiar las proteinas estructurales de la MEC y cambiar sus
propiedades fisicoquimicas.

El presente trabajo pretende preservar la MEC del tejido descelularizado, para lo cual se
sometieron las muestras de VBC y de AH a diferentes caracterizaciones, comparando los
tejidos antes y después de ser sometidos al proceso de descelularizacién. La tincion
tricromica de Masson donde se pueden visualizar las fibras de colagena, microscopia
electronica de barrido en la cual se puede observar la morfologia superficial y
caracterizacidon térmica para establecer posibles cambios en la estabilidad térmica del
material por efectos del proceso, ya que cambios como este pueden ser asociados a
degradacion sobre las moléculas que componen un material. [82]

El procedimiento histolégico mencionado anteriormente se aplicé a todos los cortes
colocados en los portaobjetos, posterior a la deshidratacidon se separaron las muestras
destinadas a la tincién H&E vy las reservadas para la tinciéon Tricrdmica de Masson, y hasta
este momento se diferencian los procedimientos de cada una.

3.5.1.1 Tincion Tricromica de Masson

La tincidn tricrémica de Masson toma su nombre de los tres colorantes que se utilizan en
esta técnica, hematoxilina férrica, azul de anilina y fuscina, que se caracterizan por teifiir los
elementos acidéfilos como el musculo, el citoplasma y la queratina de color rojo, los nucleos
celulares de azul oscuro o negro y la coldgena de color azul (Tabla 7). 2°
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Disolucién
Disolucién de Bouin
Agua corriente a flujo constante
Agua destilada
Hematoxilina de hierro de Weigert
Agua corriente a flujo constante
Agua destilada
Fucsina acida escarlata de Brebich
Agua destilada

Disolucidn acida fosfotungstico-
fosfomolibdico

Disolucién azul de anilina
Agua destilada
Acido acético al 1%
Etanol 96% (1) tincion

Etanol 96% (2) tincion

Tiempo
1 h(a 56°C)
Hasta aclarar la muestra
30s
10 min
10 min
30s
15 min
Sumergir 10 veces por 2 s

10 min

5 min
Sumergir 10 veces por 2 s

3 min

30s

30s

Terminando todas las tinciones se continta con la deshidratacién de las laminillas (Tabla 5),
que se fijaron con resina y se dejaron secar por 24 horas (Fig. 13), antes de proceder a la
observacion en microscopio Axiozoom del Departamento de Microscopia de la Facultad de
Medicina de la UNAM.

Terminando el proceso de tefiido, los cortes histolégicos se observaron en el microscopio
Axiozoom del Departamento de Microscopia de la Facultad de Medicina de la UNAM, a
diferentes aumentos, para observar las distintas estructuras microscépicas de las muestras.
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Fig. 13. Secado de laminillas después de los procesos de tincion.

3.5.2 Microscopia Electrdnica de Barrido

La microscopia electrénica de barridos (SEM, por sus siglas en inglés) es parte de las
caracterizaciones que nos permiten verificar la preservacién de la arquitectura de la MEC,
ya que provee una imagen superficial de gran amplificacién y definicién.

A los cortes destinados a SEM se les sometié a un proceso de fijacién con osmio, que es un
metal pesado que impregna la muestra para facilitar el contraste frente al flujo de
electrones. Se les realizaron 3 lavados en agitacién, con 3 mL una solucién de buffer de
cacodilato de sodioa 0.1 M, a 4 °C. Se preservo en una disoluciéon de 2.5% de Glutaraldehido
y se repiten los lavados en cacodilato. La muestra se osmicd, haciendo un lavado en
tetradxido de osmio al 1% y se lavd con cacodilato de sodio por ultima vez. Finalmente se
secé en camara de CO; por punto critico y se recubrieron con oro por sputtering por 4
minutos.[83]

Las muestras se observaron a diversos aumentos (20X, 100X, 500X, 1000X y 2000X) desde
su parte luminal, con un voltaje de 10 kV.
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3.5.3 Caracterizacion Térmica

La estabilidad térmica de los andamios de VBC y AH, se evalué por analisis
termogravimétrico y calorimetria diferencial de barrido (TGA y DSC, por sus siglas en inglés).
Previo al estudio, para eliminar cualquier rastro de agua fisisorbida que pudiera interferir
con los resultados, las muestras de aproximadamente 0.5 cm3, se sometieron a liofilizacion,
dejando las muestras selladas con Parafilm dentro de un tubo de 15 mL lleno de silice, para
evitar su rehidratacion (Fig. 14).

Fig. 14. Equipo para liofilizacidn (Labconco).

3.5.3.1 Andlisis Termogravimétrico

Los anadlisis termogavimétricos de las muestras se realizaron en el equipo del Laboratorio
de Analisis Térmico del [IM, TA Instruments TGAQ5000 (TA Instruments), con un intervalo
de estudio de 25 °C hasta 500 °C, con una rampa de 10 °C/min, con gas de purga de
nitréogeno, en charolas de alumina (Fig. 15).
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Fig. 15. Equipo TGAQ5000, del Laboratorio de Analisis Térmico del IIM, UNAM.

La prueba se realizé a 2 muestras de VBC nativas y sus correspondientes descelularizadas,
mientras que se analizaron 3 muestras nativas de AH con su correspondiente muestra
descelularizada.

3.5.3.2 Calorimetria Diferencial de Barrido

La prueba de calorimetria diferencial de barrido se realizé en un rango de temperaturas de
25°Ca 500 °C, con una rampa de 10 °C/min con nitrégeno como gas de purga y en charolas
de platino cerradas. Se realizaron en el equipo del mismo laboratorio, TA Instruments
DSCQ100 (TA Instruments). La prueba se realizé en dos muestras de cada tejido, VBC y AH
nativas y sus correspondientes descelularizadas. (Fig. 16)
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Fig. 16. Equipo DSCQ100 del Laboratorio de Analisis Térmico del IIM, UNAM.
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4.RESULTADOS Y DISCUSION

4.1 Efectividad del Proceso de Descelularizacion

Este trabajo contempla diversas caracterizaciones que prueban la eficacia del protocolo de
descelularizacion empleado. Macroscopicamente, se observé un cambio gradual de color
en ambas muestras, la VBC (Via Biliar de Cerdo) y la AH (Arteria Humana), durante el
proceso de descelularizacidon por perfusion, hasta llegar a estar completamente blancos,
reteniendo su estructura anatémica macroscépica (Fig. 17).

Fig. 17. Imagen comparativa de la muestra nativa contra la descelularizada,
(AyB)VBCy (Cy D) de AH.
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Posterior a la tincién de H&E, se midié la efectividad del proceso de descelularizacién en
ambos tejidos (AH y VBC), utilizando un software de andlisis de imagen (Image J) para
cuantificar los nucleos celulares en las micrografias observadas con el microscopio
Axiozoom de la Unidad de Microscopia en la Facultad de Medicina de la UNAM (Fig. 18 y
19). Se tomd en cuenta la medida minima de didmetro de los nucleos celulares que pueden
encontrarse en ambos tejidos (4 um) y su equivalencia en pixeles de acuerdo al aumento
de laimagen (112x y 179x).[30,42]

49



H&E

/4

ICacClon

Cuantif

Nativa Descelularizada

N
i=3
(=]
1§

L

Cuantificacion de Nucleos
3000 -

Nucleos

Nativas Descelularizadas

Fig. 18. Efectividad del proceso de descelularizacién de VBC.
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Fig. 19. Efectividad del proceso de descelularizaciéon de AH.
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Se observan las micrografias de las muestras de AH y VBC tras el proceso de tincién H&E,
mostrando la remocién del material nuclear posterior a la aplicacién del protocolo de
descelularizacion (Fig. 18 y 19, Ay C), se aplicé un aumento mayor a dichas micrografias de
tal forma que los nucleos celulares pueden ser captados por el software Image J (Fig. 18 y
19, By D), para poder cuantificar los nucleos celulares presentes en dicha micrografia (Fig.
18y 19, Ey F). Con los resultados de la cuantificacién de 5 muestras de VBCy su contraparte
descelularizadas se mostré una diferencia significativa de la cantidad de nucleos celulares
presentes (p < 0.5) (Fig. 19, G). De igual manera se estudiaron 9 muestras de AH y su
contraparte descelularizada (p < 0.5) (Fig. 18, G). [6,30]

Para conocer la efectividad del protocolo de descelularizacion en ambos tejidos, se calculé
el promedio de descelularizacién de los cortes histolégicos de VBC y de AH (Tabla 8), los
resultados concuerdan con la literatura, que menciona que el porcentaje de
descelularizacién minimo para aprovechar los andamios en las aplicaciones de Ingenieria
de Tejidos debe ser entre 70% y 80%. Ambos tejidos se encuentran por encima de este
rango.[21,74]

Efectividad del Protocolo de Descelularizacion

Tejido Porcentaje de Desviacion
descelularizacion estandar
Via Biliar de Cerdo 86.80% +6.83%
Arteria Humana 93.70% +12.7%

4.2 Preservacion de la Matriz Extracelular

La preservacion de la arquitectura y las caracteristicas fisicoquimicas de la MEC, posterior a
la aplicacién de un protocolo de descelularizacidn, es una de las cualidades que debe tener
un andamio descelularizado que se pretenda aplicar en Ingenieria de Tejidos y en especial
como sustitucién de un drgano.
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Con la tincidn histolégica de Masson se pretende demostrar que el protocolo de
descelularizacidon que se aplicé en este trabajo logra eliminar el citoplasma celular de los
tejidos nativos, manteniendo la morfologia y densidad de las fibras de coldgena de la MEC.

Con la microscopia electrénica de barrido (SEM) se puede observar la morfologia superficial
de las muestras, ademas de la forma del tejido. Aplicando esta caracterizaciéon a las
muestras nativas y comparandolas con las descelularizadas, se puede apreciar el dafio
superficial a la arquitectura de la MEC causado por el protocolo de descelularizacion.

Las caracterizaciones térmicas mediante analisis termogravimétrico (TGA) y calorimetria
diferencial de barrido (DSC), con el objetivo de establecer si las caracteristicas
macromoleculares que componen los tejidos se alteraron y son detectables a partir de
cambios térmicos, si su estabilidad térmica se afectd se puede asociar a degradaciones
sobre las moléculas que componen el material.

Las micrografias de tincidn tricrdmica de Masson, las micrografias de SEM y las pruebas
térmicas nos permiten analizar la preservacion de la MEC, comparando los resultados de
las muestras nativas con respecto a las descelularizadas (Fig. 20 y 21)

La tincidon de Masson nos permite distinguir el citoplasma en coloracion violeta, mientras
que las fibras de colagena se muestran azules, en el caso de la comparativa de las muestras
nativas contra las muestras descelularizadas, se observa una pérdida de material celular
casi en su totalidad, mientras que las fibras de colagena de la MEC se mantienen con la
morfologia y densidad de las muestras nativa (Fig. 20y 21, Ay C)[30,43]. Incluso observando
las micrografias a aumentos mas grandes (179X) las fibras de colagena se mantienen con
una morfologia adecuada en ambos tejidos (Fig. 20y 21, By D).
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Masson

100um

Fig. 20. Evidencias de la preservacion de la MEC en las muestras de VBC, después de
la aplicacion del protocolo de descelularizacion (células sefialadas con flecha amarilla).

Por parte de las micrografias de SEM, la morfologia superficial de las muestras nativas es
practicamente idéntica que la de las muestras descelularizadas (Fig. 20, Ey G; Fig. 21, Ey F;
todas a 20X), incluso en la AH (Fig. 21, Hy J, ambas a 1000X) se notan fibras de la MEC con
apariencia similar en la muestra nativa (Fig. 21, H, a 1000X) y después de la aplicacion del
protocolo de descelularizacion (Fig. 21, J, a 1000X).
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Nativa Decelularizada Decelularizada

Masson

SEM

Fig. 21. Evidencias de la preservacion de la MEC en las muestras de AH, después de la aplicacion del
protocolo de descelularizacion (células sefaladas con flecha amarilla).

En la cara luminal de las muestras nativas (cara interna de los érganos tubulares) de ambos
tejidos, se logran observar células en las micrografias (Fig. 20, G; Fig. 21, F, ambas a 20X).
En el caso de las muestras de AH son consistentes con células endoteliales, que se confirma
con su tamafio, de 15 um a 30 um de didmetro[30] (Fig. 20, G, a 1000X); mismas que no
estdn presentes en las micrografia en la misma zona de la muestra descelularizada de AH
(Fig. 21, 1, a 1000X) . Mientras que en la micrografia nativa de VBC (Fig. 20, F, a 1000X) se
logra mostrar el cilio primario de la parte apical de un colangiocito, célula caracteristica de
la cara luminal de la VBC, que con el cilio sobresaliente de la MEC pueden censar el flujo de
los fluidos que conduce en sus funciones naturales, como parte de los conductos biliares;
células que no se observan en la micrografia de la muestra descelularizada, observada con
los mismos parametros de aumento y zona del tejido (Fig. 20, H, a 1000X)
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4.2.2 Caracterizacion Térmica

Los termogramas correspondiente a los andlisis a los que se sometieron las muestras de
VBC presentaron comportamiento tipico de la coldgena, segun resultados de estudios
anteriores[19,61], lo que nos puede sugerir que contamos con este polimero en su mayoria,
tanto en las muestras nativas, como en las descelularizadas.

En el perfil del andlisis de TGA aplicado a la VBC nativa (con masa inicial de 0.5 mg) se
observa una pérdida de masa de 5.89% que ocurre a una temperatura de 89.8°C °C, una
temperatura tipica de la deshidratacién superficial de la coldgena, donde empieza también
su desnaturalizacién [18,19]. El segundo cambio observado es de 1.64% a una temperatura
de 216.9°C, correspondiente a un desprendimiento del agua estructural de la molécula
(~230°C) [18,19]. Finalmente se observa en el perfil del TGA una pérdida casi completa de
la masa de la muestra 63.92% a 500 °C, lo cual se puede interpretar como la descomposicion
completa del tejido (Fig. 22)

5,89% —— VBC nativa
100 4 : Derivada =10
90
80 3 64.21%
. | 405
70 3
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2 |
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= ] ° o 3
40 89.8°C  216,9°C |
30 i
- 4-05
20
10 3
0 -1,0

T T T T T T T T
100 200 300 400 500

o

Temperatura (°C)

Fig. 22. Perfil de andlisis termogravimétrico de
muestra nativa de VBC.
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Se puede ubicar la temperatura de las transiciones térmicas con la primera derivada de la curva de
TGA, la curva DTA (Fig. 22, 24, 28 y 29, curva roja), que muestra el primer cambio exotérmico
alrededor de los 450 °C, donde se puede afirmar que inicia la combustién del tejido, procesos
observados en los termogramas de TGA de ambos tejidos AH y VBC, en muestras nativas y
descelularizadas (Fig. 22, 24, 28 y 29).

Con la superposicién del perfil de DSC de la misma muestra nativa de VBC, se confirman la
primera variacién de masa del perfil del TGA, como procesos de deshidratacion,
coincidiendo con el primer pico endotérmico del perfil de DSC (Fig. 23); de igual manera se
notan mas picos endotérmicos, aproximadamente de ~200 °C a ~325°C, que detonan mas
procesos de desprendimiento del agua estructural de la molécula[19], aunque al tratarse
de un pico tan ancho, se podria estar presentando un fendmeno de desdoblamiento de las
proteinas de soporte de la MEC, dicho proceso se tendria que estudiar con otra técnica de
caracterizacidn, que al tratarse de temperaturas tan altas no estan dentro del rango de
aplicacion de los andamios estudiados en este trabajo, alrededor de 37 °C.
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Fig. 23. Superposicidn de los perfiles de andlisis termogravimétrico y
calorimetria diferencial de barrido de la VBC nativa.
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Para la muestra de VBC descelularizada (con masa inicial de 0.5 mg), el perfil del andlisis de
TGA muestra la primera pérdida de masa de 4.5% a una temperatura de 96.3 °C, una menor
deshidratacion y a una temperatura mas alta que la muestra nativa. El segundo cambio
observado es de 3.1% a una temperatura de 216.9 °C, coincidiendo en la temperatura, pero
con una pérdida de masa mayor que la muestra nativa. El decaimiento final a los 500 °C es

de 76.1% de la masa, un dato significativamente mayor que en el caso de la muestra de VBC
nativa. (Fig. 24)
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Fig. 24. Perfila del analisis de TGA de la VBC descelularizada.

Con la superposicién de los perfiles de TGA y DSC de la muestra descelularizada, se pueden
confirmar un comportamiento similar que los termogramas de la muestra nativa.
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Fig. 25. Perfil del analisis de calorimetria diferencial de barrido y de
analisis termogravimétrico de la VBC descelularizada.

Los patrones termogravimétricos de DSC de la muestra de VBC nativa y descelularizada,
terminan cerca de los 400 °C, debido a que el equipo de medicion (DSCQ100 de TA
Instruments) termind la prueba, debido a la combustidon completa de la muestra.

Comparando ambos perfiles termogravimétricos, de las muestras nativa y descelularizada
de VBC, se confirma un comportamiento térmico similar, aunque con una pérdida de masa
mayor en el caso de la muestra descelularizada, después de los 350 °C.
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Fig. 26. Superposicion de los perfiles del analisis de TGA de las
muestras nativa y descelularizada de VBC.

Comparando los perfiles de DSC para las muestras de VBC se observa un comportamiento
muy similar, lo cual no se respeta al llegar a ~300 °C, lo que indica que la muestra
descelularizada se descompone a menor temperatura que la nativa, informacién que se
puede corroborar con los TGA, sin embargo a esta temperatura las lecturas ya no son muy
confiables porque los tejidos ya estdn degradados y se encuentran a una temperatura
mucho mayor de lo que estardn en condiciones normales.
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Los termogramas de las muestras AH no se ajustan a los datos reportados en la bibliografia
como el comportamiento de la coldgena, muestran la primera pérdida de masa de 8.55%
en una temperatura de ~170 °C en la muestra nativa y de 4.89% a una temperatura ~500°C

(Fig. 28 y 29).

En el perfil del analisis de TGA aplicado a la AH nativa (con masa inicial de 2.88 mg) se
observa una pérdida de masa de 7.77% que ocurre a una temperatura de 106.9 °C, una
temperatura de deshidratacidn superficial y desnaturalizacidon de la colagena. El segundo
cambio observado es de 1.27% a una temperatura de 213. 63°C, correspondiente a un
desprendimiento del agua estructural de la molécula (~230°C) [18,19]. Finalmente se
observa en el perfil del TGA una pérdida casi completa de la masa de la muestra 60. 59% a
500 °C, lo cual se puede interpretar como la descomposicion completa del tejido (Fig. 28)
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Fig. 28. Perfil del analisis termogravimétrico de la muestra AH nativa.

Para la muestra de AH descelularizada (con masa inicial de 1.85 mg), el perfil del andlisis de
TGA muestra la primera pérdida de masa de 4% a una temperatura de 101.75 °C, una
menor deshidratacién que la muestra nativa. El segundo cambio observado es de 2.63% a
una temperatura de 222.36 °C, una mayor temperatura y una pérdida de masa mayor que
la muestra nativa. El decaimiento final a los 500 °C es de 82.95% de la masa, un dato
significativamente mayor que en el caso de la muestra de AH nativa. (Fig. 29)
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Fig. 29. Perfil del analisis termogravimétrico de la muestra AH descelularizada.

Cuando se superponen los dos termogramas correspondientes a las muestras nativa y
descelularizada de la AH, se observa un comportamiento similar, notando que la muestra
nativa se descompone a una menor temperatura que la muestra descelularizada, sin
embargo, el porcentaje final de pérdida de masa es menor a una temperatura de 500 °C

gue la muestra descelularizada, el mismo comportamiento que se notd con las muestras de
VBC.
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Fig. 30. Superposicion de los perfiles del andlisis de TGA de las
muestras nativa y descelularizada de AH.

Los perfiles del andlisis DSC para las muestras de AH, se comportan muy similar, lo que
muestra que no hubo variaciéon en el comportamiento térmico del tejido posterior a la
aplicaciéon del protocolo de descelularizacién (Fig. 29), comprobando que no hubo dafio en
las moléculas de la MEC, esta misma tendencia se nota con los termogramas de las
muestras de VBC.
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Fig. 31. Superposicion de los perfiles del andlisis de DSC de las
muestras nativa y descelularizada de AH.

Todos los termogramas sefialan que no hay diferencias significativas en las curvas para las
muestras nativas comparando con su parte descelularizada, lo que indica que el proceso de
descelularizaciéon no modificé la estructura de la MEC.

En general los termogramas de las muestras nativas muestran una mayor pérdida de peso
hasta 150 °C, lo que puede explicarse por humedad propia del material celular que al ser
retirada. Sin embargo, la segunda transicion térmica es mayor en los tejidos
descelularizados y la diferencia de pérdida de peso hasta los 220 °C (Fig. 22, 24, 29 y 31).
Los flujos de calor de los perfiles de DSC en ambos tejidos descelularizados son
practicamente de la misma intensidad que los tejidos nativos (Fig. 27 y 31), que en conjunto
con la informacién de los analisis de TGA muestran que los tejidos descelularizados son
hidrofilicos, teniendo la capacidad de absorber agua del ambiente.
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Contrario al comportamiento de las muestras de VBC, donde se puede asegura que su
componente estructural principal es la colagena, debido a los resultados de las
caracterizaciones presentadas en este trabajo; los termogramas de las muestras de AH no
se alinean con los datos reportados con anterioridad correspondientes a la colagena. Lo que
podria explicarse con dos diferentes escenarios, el primero con la AH presentando distintos
tipos de proteina estructural en su MEC, diferentes a la coldgena tipo 1; el segundo podria
deberse a sobre efectos topograficos del tejido en su caracterizaciéon fisicoquimica[84],
teoria que se apoya en las anatomia de la arteria muscular (Fig. 5), al tener diferentes
tunicas con caracteristicas tan dispares podrian comportarse como un copolimero en las
caracterizaciones fisicoquimicas.

Para poder conocer la composicién quimica de la MEC de los tejidos estudiados, se
recomiendan otro tipo de técnicas experimentales. La comparativa de los termogramas
muestra un comportamiento térmico de las muestras nativas y descelularizadas
practicamente iguales.
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Se compararon los andamios tubulares provenientes de Arteria Humana y Via Biliar de
Cerdo joven, obtenidos a través de la aplicacidn del mismo protocolo de descelularizacién

Se evalud a través de una caracterizacién fisicoquimica e histoldgica, la efectividad del
protocolo de descelularizacién aplicado sobre andamios tubulares de Arteria Humana y Via
Biliar de Cerdo.

Se evalué la Matriz Extracelular resultante de la descelularizacién de Arteria Humana y Via
Biliar de Cerdo joven.

Los tejidos estudiados tienen un comportamiento térmico diferente que los reportados
para la coldgena, sin embargo, no se cuenta con experiencia suficiente para saber la causa
de estas mediciones. La comparativa de las curvas correspondientes al tejido nativo en
comparacion con el tejido descelularizado, no muestra una modificacién en su perfil
térmico.

En todas las caracterizaciones reportadas en este trabajo se muestra una eficiencia del
protocolo de descelularizacién de un 86.8% + 6.83 % para la Via Biliar de Cerdo y de 93.7%
+ 12.7% para la Arteria Humana, ademads de una preservaciéon de la Matriz Extracelular,
tanto en Via Biliar de Cerdo como en Arteria Humana. Por lo que se puede asegurar que se
obtuvieron andamios de via biliar de cerdo y arteria humana descelularizados, para su
posible aplicacidn en Ingenieria de Tejidos.

El protocolo de descelularizacién que resulté adecuado para Via Biliar de Cerdo joven, se
puede aplicar para obtener un andamio tubular descelularizado de Arteria Humana,
adecuado para Ingenieria de Tejidos, segun los resultados de las caracterizaciones
fisicoquimias e histolégicas de este trabajo.
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En los termogramas se pueden observar las muestras nativas y las descelularizadas, fuera
del rango de las condiciones fisicas para las cuales se busca aplicar nuestros andamios, como
serian los 37 °C promedio del cuerpo humano, por ejemplo, por los que no es objeto de esta
investigacion llegar a una conclusién de dichas variaciones. Pero se plantea para trabajos
posteriores el estudio de dichas variaciones y la relacidon que tienen con la presencia de
material celular.

Mientras mejor se entiendan las variaciones y el comportamiento de los tejidos cuando se
les aplican protocolos de descelularizacién, se podran predecir y controlar mejor las
caracteristicas de los andamios creados, por lo que caracterizaciones de adicionales que
permitan tener una mejor visualizacidon del tema pueden incluirse, tal es el caso de una
caracterizacion mecdnica y quimica mas profunda.

Para trabajos futuros, se plantea la posibilidad de recelularizar nuestros andamios
descelularizados, exponiéndolos a medio de cultivo rico en células y a una perfusion similar
a la utilizada para la descelularizacidn. En el caso de la arteria ya se conocen trabajos previos
de la recelularizacién, sin embargo, no se ha logrado una correcta densidad celular de
musculo liso a comparacién de la arteria nativa, lo que lleva a problemas en el momento de
su implantacion. [85]

Se propone estudiar la razdon de la variacién de los termogramas de la Arteria Humana en
comparacion con la de la Via Biliar de Cerdo, la caracterizacién quimica con técnicas como
la espectroscopia de transmisién de infrarrojo con transformada de Fourier (FTIR) o
electroforesis, podra dar una idea mas clara de la estructura de la MEC.
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ANEXOS

A continuacién, se incluye la carta de autorizacién del Comité de Etica en Investigacion del
Instituto Nacional de Ciencias Médicas y Nutricién “Salvador Zubirdn”, para el protocolo de
investigacion y extraccion de muestras.
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