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Aunque las donaciones de drganos se han incrementado de una manera
exponencial, aun no es suficiente para satisfacer las necesidades de las
personas que estan en espera de un érgano o tejido, tan solo, el Centro
Nacional de Trasplantes (CENATRA), reporta que a la fecha se encuentran
23,370 personas en lista de espera. Esto sin considerar que hay pacientes que
requieren organos y/o tejidos en los que actualmente no existe un protocolo
de trasplante para éstos, por ejemplo, los vasos sanguineos. Pues de acuerdo
con el comunicado de prensa del 31 de octubre de 2018, del Instituto
Nacional de Estadistica y Geografia (INEGI), menciona las enfermedades
cardiovasculares como la primera causa de muerte en México y también es
una de las principales en el mundo. Es por ello que ante esta problematica
existe una alta demanda en la busqueda de estrategias quirurgicas para los
pacientes que requieren de soluciones a la falta de sustitutos de vasos
sanguineos, recurriendo al alotrasplante, (que consta de un trasplante que
proviene de otro ser humano), y en el caso particular de las arterias, al
autoinjerto (en el cual, el paciente es el receptor y donador) pero a la fecha
no ha mostrado ser una solucidn holistica.

Dentro de las principales enfermedades cardiovasculares se encuentra la
aterosclerosis, (oclusién arterial que impide el flujo sanguineo), afectando
cualquier arteria del cuerpo, incluidas las del corazdn, cerebro, brazos,
piernas, pelvis y los rinones. Las cuales pueden provocar dafios como una
angina de pecho, o un ataque al corazén, ademds de un accidente
cerebrovascular hasta la pérdida de la funcidon renal. La colocacion de injertos
vasculares bioldgicos sintéticos es el procedimiento clinico mas recurrente
para tratar de solucionar este tipo de problemas.

Referente a los injertos biolégicos, los mas utilizados son las arterias
autdlogas o venas como la safena; sin embargo, el 40% de los pacientes no
cuentan con los vasos de calidad o longitud adecuada, incluso si se contara
con el tejido propio, la remodelacion in vivo, incluida la hiperplasia de la
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intima y las lesiones mecanicas, conducen a una oclusién. Dentro de las
propuestas de materiales sintéticos mdas wusados en la actualidad
encontramos el politetrafluoroetileno expandido (ePTFE) y el Dacrén. Sin
embargo, estos presentan problemas por los cuales terminan perdiendo su
funcidon como su resistencia a la tension y alta rigidez por lo que son dificiles
de suturar.

Por lo anterior, actualmente se busca conseguir un andamio de vasos
sanguineos que se pueda utilizar para reemplazarlos en los pacientes que asi
lo requieran y promover la regeneracidon. Para ello este proyecto busca
proponer una técnica de biofabricacion de andamios utilizada en ingenieria
tisular conocida como descelularizacién, esta metodologia parte del hecho
que las proteinas de matriz extracelular son altamente conservadas entre
diferentes especies.

En la descelularizacion a partir de tejidos obtenidos de un modelo bioldgico
se lleva a cabo un proceso mediante el cual se eliminan las células utilizando
diferentes agentes de descelularizacion para promover la eliminacion de
antigenos que inician la respuesta inmune en los trasplantes eliminando la
necesidad de inmunosupresion y disminuyendo la tasa de rechazo de
trasplante e incluso abriendo la posibilidad de xenotrasplantes (trasplante
entre diferentes especies) manteniendo una matriz extracelular viable que
puede servir como andamio celular para ser repoblado con las células del
paciente y asi promover la regeneracion del tejido. En este caso se utilizaron
vasos sanguineos, especificamente arterias, obtenidas de pacientes
cadavéricos. Estas se sometieron a un protocolo de descelularizacidn
previamente desarrollado por nuestro grupo de investigacion aplicado a vias
biliares, el cual fue efectivo en su descelularizacion.

Por lo que este protocolo se aplicard en vasos sanguineos para obtener un
andamio descelularizado asi como la evaluacién histoldgica de la matriz
extracelular y su uso potencial en medicina regenerativa vascular analizando
la viabilidad celular en el andamio obtenido.



El cual resultdé también efectivo en vasos sanguineos, ya que se obtuvo una
descelularizacién del 95.65% + 4.65%, ademas de que no se observa dafio
en la matriz extracelular y se mantienen las fibras elasticas. Por otro lado en
el ensayo de viabilidad celular se muestra que se obtuvo una viabilidad de
alrededor del 87%. Lo que indica que se obtienen buenos resultados al
utilizar el mismo protocolo que en vias biliares, para tener vasos sanguineos,
en su mayoria, descelularizados y sin dafio, aparente, de la matriz
extracelular y da el pie a que pueda llegar a ser utilizado este tejido en
medicina regenerativa.



JUSTIFICACION

En México, las cardiopatias dejan alrededor de 68,716 fallecimientos al ano
[11] y en Estados Unidos, el 20% de los procedimientos quirdrgicos que se le
realizan a hombres y el 11% a mujeres, involucra al sistema cardiovascular
[6]. De estos 700,000 procedimientos al afio son cirugias de derivacion
arterial para restaurar el flujo sanguineo a una oclusién, esto es
principalmente debido a la aterosclerosis [12], ademas de que se necesitan
mas de un millon de injertos vasculares cada afio [13]. En Inglaterra se
realizan 20,000 angioplastias al afio, que no son de emergencia [14].

La primera linea de tratamiento de las enfermedades cardiovasculares se
centra en farmacos, trasplantes autélogos o materiales sintéticos; sin
embargo, no son viables para algunos pacientes y aunque a veces son viables,
no siempre se obtienen los resultados esperados.

Existen diversas propuestas para el mejoramiento de este problema, pero no
se ha demostrado la eficiencia de alguna que pueda ser una solucidn
adecuada para el reemplazo de los vasos sanguineos, es por ello que se busca
la obtencion de un andamio descelularizado, mediante estrategias de
ingenieria de tejidos, a través de la técnica de descelularizacidon de arterias,
para que puedan ser utilizados como aloinjerto de facil obtencidn,
conservando la matriz extracelular (MEC) nativa, asegurando que sus
propiedades bioldgicas y mecdanicas sean las correctas, para utilizarse en
medicina regenerativa vascular.



HIPOTESIS

Si el proceso de descelularizacion fisico-quimico-enzimatico es efectivo,
entonces se obtendra un andamio descelularizado, el cual puede promover la
adhesidn y viabilidad celular.

OBJETIVO

Descelularizar por el método fisico-quimico-enzimatico vasos sanguineos,
para su uso en la ingenieria de tejidos.

METAS

e Evaluar la efectividad de la descelularizacién, a través de las técnicas
histoldgicas de marcaje de nucleos con 4’,6-diamino-2-fenilindol (DAPI)
y Hematoxilina y Eosina (H&E).

e Evaluacion histolégica de la matriz extracelular del andamio, por medio
de las técnicas de tincién, Tricrdmica de Masson, Herovici y Verhoeff.

e Evaluar la viabilidad vy citotoxicidad celular de los andamios
descelularizados a través del ensayo muerte/vida.
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CarfTuLO 1

Marco de referencia

1.1 Vasos sanguineos

Los vasos sanguineos, en conjunto con el corazén y la sangre, forman un
circuito hidraulico cerrado, que se denomina el sistema cardiovascular. Este
sistema se encarga de bombear, transportar y distribuir los 6 litros de sangre
qgue contiene el cuerpo humano [15]. También lleva el oxigeno y los
nutrientes necesarios para los procesos metabdlicos hacia los tejidos. Asi
mismo, transporta los productos de desecho proveniente del metabolismo
celular de los riflones y de los otros 6rganos excretores, para su eliminacion.
Ademas, circulan los electrolitos y hormonas necesarias para regular la
funcién corporal [16].

Existen cinco tipos de vasos sanguineos: las arterias, arteriolas, los capilares,
las vénulas y las venas.

Las arterias, son las que conducen la sangre desde el corazén hasta los
tejidos y pulmones, se han descrito dos principales arterias que son la tronco
pulmonar y la aorta [17]; las venas hacen lo contrario, transportan la sangre
desde tejidos y pulmones al corazdn, estas ultimas cuentan con valvulas, las
cuales no estan presentes en las arterias.

Los vasos sanguineos de gran calibre (>10 mm de didmetro), también
requieren de oxigeno y nutrientes, es por ello que tienen a sus propios vasos
sanguineos, llamados vasa vasorum [18], que son pequefios capilares que
penetran a través de las paredes de los vasos y se ramifican profusamente
para alimentar las células localizadas en la capa mas externa de los vasos
[17], sus caracteristicas morfoldgicas se observan en la Figura 1.
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Lémina basal del endotelio variable
Luz

Endotelio de la tinica intima

Tinica intima

Tdnica media

Tunica adventicia

Figura 1. Diagrama de los componentes de una arteria tipica, donde se
muestra los vasa vasorum desde la superficie mas externa (adventicia)
alimentando las células de las paredes arteriales. (L. Gartner 2017).

Las arteriolas son los vasos arteriales terminales, las que se encargan de
regular el flujo sanguineo hacia los lechos capilares, que estan conformados
por los capilares, haciendo el intercambio de los gases, nutrientes, desechos
metabdlicos, hormonas y sustancias de sefalizacion entre la sangre y los
tejidos, para asi mantener la actividad metabdlica normal [17]. Las vénulas,
son venas pequefas y ramificadas, que se encuentran en contacto con los
capilares, donde sera el primer sitio por donde pase la sangre de regreso,
después de pasar por los capilares [19], [20] (Figura 2).

Mombrana
basal

Endotelio

Musculo
kso

Tejido

Vénula

Figura 2. Vasos sanguineos, donde se muestran las diferentes estructuras
histolégicas que componen las arterias y las venas. (Genomasur, 2020).
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1.1.1 Histologia

La mayoria de los vasos sanguineos tienen caracteristicas que
estructuralmente son similares, sin embargo tienen diferencias que sirven
para clasificarlos, como el diametro y el grosor. Todos los vasos sanguineos
cuentan con tres tunicas (capas), intima, media y adventicia, descritas de la
parte mas interna a la mas externa, respectivamente. Donde la intima, esta
conformada por endotelio, tejido conectivo subendotelial, incluida la lamina
elastica interna; la media que es la tunica mas gruesa, esta compuesta por
células de musculo liso y una lamina elastica externa y por ultimo la
adventicia, donde hay tejido conectivo [17]. En la Figura 3, se observa la
composicion histolégica de los vasos sanguineos.

Tunica media

Figura 3. Corte longitudinal (izquierda) y transversal (derecha) de una
arteria. (L. Gartner 2017).

Este trabajo se centrard en arterias. Estas se clasifican de la siguiente
manera: arterias eldsticas (de conduccidn) y arterias musculares (de
distribucidn) [21].

Las arterias elasticas, tienen un diametro 210 mm, la mas grande es la aorta
[21]. Histoloégicamente la tunica intima, estd compuesta por endotelio que
estd sustentado por una capa de tejido conjuntivo subendotelial, donde se
encuentran algunos fibroblastos, células musculares lisas, y fibras de
colageno. También hay presencia de laminas delgadas de fibras elasticas y
l[amina elastica interna. Las células endoteliales tienen de 10 a 15 um de
anchoy de 25 a 50 um de largo [17].
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La tunica media, esta conformada por numerosas laminas porosas de elastina
(laminas eldsticas fenestradas). EI numero de |dminas va aumentando
conforme va avanzando la edad. Esta matriz extracelular, es secretada por los
fibroblastos, se compone en su mayoria de condroitin-sulfato, colageno, y
fibras reticulares y eldsticas. Ademas, esta tunica esta limitada por la lamina
elastica externa [17].

La tunica adventicia se compone de tejido conectivo que, en su mayoria esta
conformada de fibras de coldgeno [21], que es donde principalmente se
albergan los fibroblastos [17], y se encuentran fibras eldsticas [22].

En la Figura 4, A se observa la distribucién de las tunicas y la division de
estas, ademas de sus componentes celulares. La Figura 4, B corresponde una
fotomicrografia en donde las lineas negras son las fibras elasticas, las cuales
se concentran en la tunica media, en la intima se ven también fibras, pero
mas compactas y en la adventicia no hay presencia de éstas.

A Ténica adventicsa
Toreca meda
Flwobiasto __y ::;-‘f
r‘? / ' 7 7
werec ‘x’; X /
mnotres 7 S
: @ “\ \*::/‘ :
=
Fitrfas
" &%,
e b
armsolireco ‘
SNSS
Macadtago . O

Nerwo meedireco /

Figura 4. Representacion de los componentes de una arteria elastica humana (A).
Un corte transversal de la arteria muscular tefida con resorcina-fucsina de Weigert.
(Adv) adventicia. (Int) intima. (M. Ross & W. Pawlina 2016).

Las arterias musculares son las que constituyen la mayor parte de las arterias
en el organismo (Figura 5). Su didmetro varia entre los 2 y 10 mm [21], [22].
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Su pared es relativamente mas gruesa en comparacidon con su didmetro
vascular, puesto que posee una gran cantidad de musculo liso en su tunica
media, de ahi su nombre [21].

Histoldgicamente, la tunica intima tiene una capa subendotelial que contiene
algunas células musculares lisas, su ldamina elastica interna es muy evidente,
ya que muestra una superficie mas ondulante, a la que se adapta el endotelio
[17].

La tunica media, contiene mas de 10 capas de células musculares lisas, entre
las células musculares, estan presenten fibras elasticas y de colageno, que
estan incluidas en su matriz glucoproteica [21].

Y por ultimo, la tunica adventicia [21], consta de fibras elasticas de colageno
(de 60-100 nm de didmetro) y sustancia fundamental, que estd compuesta
por dermatan-sulfato y heparan-sulfato. Su matriz extracelular tiene
fibroblastos [17] y algunas fibras elasticas [22]. En su parte mas externa, se

encuentra el vasa vasorum y algunas terminaciones nerviosas amielinicas
[17].

Figura 5. Representacion de los componentes de una arteria muscular humana (A).
Un corte transversal de la arteria muscular teiiida con resorcina-fucsina de
Weigert. (M. Ross & W. Pawlina 2016).
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1.2 Patologias asociadas a los vasos sanguineos.

Las enfermedades cardiovasculares (ECV), son la principal causa de muerte
alrededor del mundo [23]. Estas son un trastorno que afecta tanto a las
arterias como a las venas. Generalmente, afecta el flujo sanguineo, ya sea
por la obstruccién o el debilitamiento de los vasos o por el dafio de las
valvulas que tienen las venas. Estos problemas pueden dafiar a los érganos o
a otras estructuras del cuerpo, por la disminucion u obstruccion completa del
flujo sanguineo [24].

En 2015 fueron la causa de 17.7 millones de defunciones; donde el 41.8%
fueron a causa de cardiopatias coronarias y el 37.8% por accidentes
cerebrovasculares. Algunos de los principales factores de riesgo para estas
patologias son la hipertension arterial, diabetes, dislipidemias, el consumo de
alcohol y tabaco, ademas de dietas insalubres [25]. Mas del 75% de las
muertes por ECV se presentan en paises de ingresos medianos y bajos [23].
En México, las ECV son la primera causa de muerte, con 141,619 defunciones
al afio [25].

Algunos de los padecimientos son enfermedades de las arterias coronarias,
por lo general los depdsitos de colesterol (placa) y la inflamacidn, son los
causantes de las enfermedades coronarias [26]. Dentro de éstas, una de las
gue con mayor frecuencia se presenta es la arteriosclerosis, que es el
endurecimiento de las arterias, con mas exactitud, es un grupo de patologias
gue tienen en comun el engrosamiento y pérdida de la elasticidad de la
pared de las arterias [27], las arterias pequenas como las renales, son el tipo
mas comun de esta condicién, muestran engrosamiento hialino, que a
menudo se asocia con hipertension y diabetes [17]. La ateroesclerosis, afecta
a las arterias. Esto ocurre en la intima por el depdsito de lipidos y elementos
celulares como los macréfagos y células lisas [28], las arterias coronarias y
cardtidas, entre otras, generalmente sufren de esta condicion, la cual
conlleva al infarto de miocardio y accidentes cerebrovasculares [17].

Otra problematica es el sindrome adrtico agudo (SAA), que consiste en un
debilitamiento de la capa media, lo que puede provocar una rotura adrtica y
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otras complicaciones [29], dentro de éstos se encuentra la diseccion adrtica
clasica (DAo), que es el desgarramiento de la intima, la sangre sale por la
rasgadura, provocando que se separen las tunicas intima y media; si el canal
se rompe y llega hasta la tunica adventicia, suele ser mortal [30], la
hipertensidn arterial, es un factor predisponente [31]. También se ha descrito
el hematoma intramural (HIA), que consiste en una hemorragia en la tunica
media, que esta contenida dentro de la misma, se origina a partir de la
ruptura espontanea del vasa vasorum o de alguna ulcera arteriosclerdtica
penetrante [32]. Por ultimo, la dlcera penetrante de aorta (UPA), la cual se
caracteriza por la ulceracion de una placa aterosclerética, dafiando la lamina
elastica y que puede originar hasta una DAo, si existe el paso de la sangre
hacia la tunica media o llegar hasta romper la aorta [33].

Otros problemas relacionados con los vasos sanguineos son los aneurismas,
el cual consiste en un abultamiento de la pared del paso debilitado en el vaso
sanguineo, provocando una dilatacién anormal. Puede producirse en
cualquier vaso sanguineo, pero se presenta con mayor frecuencia en una
arteria que en una vena [34].

Por ultimo, la coartacion aortica o “estrechamiento de la aorta” es una
obstruccion de la aorta, lo que provoca que el corazéon tenga que bombear
con mas fuerza. Generalmente, esta enfermedad se presenta al nacimiento
(congénita), puede variar de leve a grave y quizd no se detecte hasta la
adultez, dependiendo de la luz del estrechamiento [35].

Estas enfermedades, hacen que el reemplazo de los vasos sanguineos sea
una necesidad clinica para asegurar la salud y vida del paciente.

1.3 Soluciones actuales

En la actualidad se cuentan con diversos tratamientos que se centran en la
estabilizacién del paciente con alguna condicidn vascular, sin embargo son
muy pocos los que conllevan a un reemplazo de los vasos sanguineos.
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El injerto de derivacion (bypass) coronaria, es un procedimiento quirurgico
gue consta de injertar un vaso sanguineo del mismo paciente, en uno que
tenga una obstruccién, haciendo un puente, para que el flujo sanguineo siga
sin obstrucciones [18]. Generalmente se utiliza la safena; la arteria mamaria
tanto la izquierda como la derecha; l|la arteria radial; la arteria
gastroepiploica, entre otras [36]. Sin embargo, hay ocasiones en que el
paciente no cuenta con arterias en buen estado, con el calibre o la longitud
para poder hacer este procedimiento.

También existen materiales sintéticos que estan hechos para restablecer la
circulacion, ya sea arterial o venosa. Puede ser por un reemplazo parcial o
total, tienen distintos grosores y tamafos, para tomar la forma de un puente
de derivacion.

Un ejemplo de este tipo de materiales es el dacrdn, que corresponde a un
poliéster (fibra textil). Cuenta con dos formas de tejido, uno es el Woven, que
tiene una baja porosidad, lo cual evita la precoagulacion, que al ser
implantado evita el sangrado. Esta indicado para la sustitucién de la aorta,
arterias pulmonares y en la coartacion de la aorta (padecimientos
congénitos). Sin embargo, al ser rigido, cuesta trabajo al maniobrar y
suturarlo. Otra desventaja es que cuando se cortan los extremos para la
anastomosis, se deshilacha, para ello se recomienda utilizar el electrobisturi

[7].

Otra variedad es la malla (Knitted), que al contrario del Woven, es de alta
porosidad, lo que hace que sean mas flexibles y elongable; pero por su alta
porosidad tienen que pasar por una precoagulacion para que pueda ser
implantada. Cuenta con un recubrimiento, denominado doble Velour, que le
confiere un precoagulado mas expedito y una mejor incorporaciéon al
organismo. Sin embrago, al realizar una reconstruccion femoropoplitea, los
resultados no son dptimos [7].

Otro ejemplo de material sintético usado para el reemplazo de vasos
sanguineos es el politetrafluoroetileno expandido y reforzado (ePTFE), por su
porosidad, las células sanguineas se acomodan en su estructura. Pero, en
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algunos casos ha presentado celulitis, granuloma a cuerpo extrafio, edema,
hematoma, que tuvieron que volver a ser reintervenidos [7], [37].

Se opta por la utilizacién de estos materiales, puesto que mantienen una
permeabilidad del 90%, sin embargo a los cinco afios disminuye en un 20%
por complicaciones trombédticas [6], por ello se han tenido resultados
decepcionantes en aquellas reconstrucciones de arterias con un diametro
pequeio, respecto a las derivaciones venosas [12], [38]. Asimismo se cuenta
con una tasa de infeccion del 6% debido a los injertos sintéticos por la cirugia
[39], ademas los vasos pequeios, presentan una alta tasa de falla debido a
las fuerzas de traccion de la superficie y la absorcidon de las proteinas del
plasma [40]. Ademas las propiedades mecanicas son inadecuadas y ha
presentado hiperplasia de la intima y reestenosis [12].

También, la tecnologia de impresion 3D, esta involucrada en encontrar una
solucidon a esta problematica, Papaioannou et al. [41], recabaron algunos
avances sobre esta tecnologia donde, Kesari et al., empezaron con los
primeros intentos para construir con hidrogel tubulares, donde las células
que se colocaban en el hidrogel, tenian un didametro de 30 a 50 um,
obteniendo una buena evidencia morfoldgica de la viabilidad celular, y la
distribucion es muy convincente. Sin embargo, al hacerle pruebas con
endotelina-1, los tubos se contrajeron y el lumen se cerraba por completo a
las 3 h de ser expuesto [42]; algunos anos después Nakamura et al,
fabricaron fibras y tubos al expulsar alginato en una soluciéon de CaCl,, y de
gel fibrina, donde se encontraron que el primero presentaba mejores
propiedades mecanicas, pero la peor interaccion celular para el crecimiento
celular en comparacion con el de fibrina, aunque éste cuenta con mejores
condiciones, también presenta las fallas mencionadas [43]. En el 2015 Itoh et
al., fabricaron tejidos tubulares sin andamios, cultivando las células en pozos
no adheribles, permitiendo que las células formaran estructuras esferoidales,
promoviendo la formacién de la MEC con colagena y elastina, pero aun se
necesitan estudios para ver cual es el mecanismo de endotelizacidn y funcion
a largo plazo [44]. Otro material que es utilizado en la impresiéon 3D es el
poliuretano termoplastico (TPU) junto con hidroxiapatita (HA), que se
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extruyen para hacer un filamento, el cual es utilizado para la fabricacién de
los vasos sanguineos, y aunque estos biomateriales son capaces de presentar
beneficios, aun deben de mejorarse en sus propiedades bioldgicas vy
mecanicas, ademas preocupa el uso de la HA, ya que esta podria generar
calcificacidon de los andamios [40].

Por lo anterior se hace evidente que ninguna de las propuestas actuales
resulta ser una solucién adecuada para el reemplazo de vasos sanguineos, y
se hace necesario seguir investigando una solucion integral que cumpla con
las caracteristicas tanto estructurales, como funcionales, para que pueda
llevar a cabo las funciones de transporte, reparacion, remodelacién e incluso
defensa que cumple la MEC de los vasos sanguineos.

1.4 Ingenieria de tejidos

La ingenieria de tejidos es una ciencia que ha llegado a tener una gran
aplicacion en los ultimos anos, al ser interdisciplinaria, estan incluidas las
disciplinas de biologia, medicina, fisica, quimica, ingenieria, ciencia de
materiales, entre otras, ademas del desarrollo de tecnologia, que son parte
del proceso para reparar, reemplazar o regenerar tejidos, e incluso érganos
enteros, con la combinacion de células, andamios y proteinas de sefalizacion
[45]. Donde los andamios funcionan como una matriz de soporte artificial o
natural, dando un lugar a que las células puedan adherirse y formar matriz
extracelular de novo que reemplace al andamio para generar un nuevo
tejido, con estructura y funcion adecuada. Este andamio debe proveer las
condiciones y el ambiente, para que pueda ocurrir una regulacién celular
adecuada, como lo es la adhesidn, migracién, proliferacion y diferenciacion,
de igual manera debe de tener factores bioactivos que promuevan, el
crecimiento y la adhesién de las células [46].

Para conseguir lo anterior, la triada de ingenieria de tejidos, la cual se
compone de: células, factores de crecimiento y los andamios (Figura 6), se
relacionan entre si para conformar lo que se conoce como “constructo” el
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cual posee las caracteristicas adecuadas para reemplazar algun tejido e
incluso dérgano en particular [47]. El andamio junto con los factores de
crecimiento y factores de sefalizacion, son los que proporcionan las senales
estructurales, bioquimicas y biomecdnicas para guiar y regular el
comportamiento de las células y el desarrollo del tejido [47].

Células.

Factores de

Andamios. S
crecimiento.

Figura 6. Triada de la ingenieria de tejidos.

Un elemento clave entonces es el andamio celular, el cual proporciona un
armazon que facilita el anclaje, la migracion y diferenciacién celular, que sirve
como soporte para las células, ademas de los factores de crecimiento u otras
biomoléculas que permiten la difusidon de nutrientes celulares, que forman la
matriz extracelular [48]; que es una entidad estructuralmente compleja que
rodea y soporta a las células que se encuentran en los tejidos [9], ademas de
que interactuan con las células para regular varias funciones, como la
proliferacion, migracion, diferenciacion, entre otros [49]. Es una combinacion
compleja de proteinas, glicosaminoglicanos, glicoproteinas y pequefias
moléculas, que estan organizadas de una forma Unica y especifica en cada
tejido [9]. Ademas el andamio es un “material destinado a interactuar con
sistemas bioldgicos para evaluar, tratar, aumentar o reemplazar cualquier
tejido, organo o funcion del cuerpo” [50]. Su rigidez, es la que permite que
mantenga su forma durante el proceso, pero el tiempo de degradacion debe
ser tal que garantice el apoyo necesario para la formacion del tejido nuevo,
una vez trasplantado [45].
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Para ello el andamio debe de cumplir ciertos requisitos, como la viabilidad
celular, propiedades mecdnicas y, arquitectura adecuadas, el éxito final para
los andamios va a depender de la eleccién del biomaterial del cual se va a
fabricar [50] .

Los biomateriales se clasifican de acuerdo a su origen, en naturales y
sintéticos, siendo los naturales los que se obtienen de una fuente presente
en la naturaleza y los sintéticos, los que son obtenidos por reacciones
quimicas, como los polimeros [51].

e Sintéticos: Como son los metales, ceramicos, polimeros, etcétera.
e Naturales: como la colagena, hidroxiapatita, acido hialurdnico

Robert Langer junto con el Dr. Joseph Vacanti fue los pioneros de la
ingenieria de tejidos que propusieron el concepto de un andamio
tridimensional degradable como un sustituto de la matriz extracelular (MEC)
[9], que podia ser utilizado como un andamio celular, sin embargo Green WT
Jr. fue el primero en utilizar hueso desmineralizado como una matriz
extracelular para sembrar condrocitos articulares en conejos en 1977 [52].

La matriz extracelular (MEC), es una estructura tridimensional dindmica, se
encuentra en todos los tejidos. Continuamente se somete a una
remodelacidn que es controlada, que estdan mediados por enzimas
especificas para su remodelacion, por ejemplo las metaloproteinasas [49].

1.4.1 Descelularizacion

Este proceso es una novedosa técnica para la fabricacion de andamios
descelularizados, los cuales son usados para regenerar diversos drganos y/o
tejidos. Tiene la ventaja sobre otro tipo de sustituto, ya que éstos contienen
la estructura y composicion nativa del 6rgano o tejido a reemplazar. Sin
embargo, las matrices descelularizadas aun no han sido ampliamente usadas,
debido a que cada 6rgano o tejido cuenta con una estructura unica y
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especifica, por ende requiere de un proceso particular para obtener una
matriz descelularizada [53].

El proceso de descelularizacién tiene como objetivo eliminar de manera
eficiente todo el material celular y nuclear, al mismo tiempo, reduce al
minimo cualquier efecto adverso en la composicién, la actividad bioldgica y la
integridad mecanica de la MEC restante [54], [9].

Las células nativas y material genético son aisladas de la matriz extracelular,
para dar lugar a un andamio natural descelularizado, éste conserva sus
sefales inherentes estructurales, bioquimicas y biomecanicas, para cuando
sea recelularizado y asi tener un tejido u érgano funcional [47].

Ya que las células presentan en sus superficie los Complejos Principales de
Histocompatibilidad, los cuales pueden ser reconocidos por el sistema
inmunoldgico [45], es por ello que se buscan distintos métodos, como los
fisicos, quimicos, enzimaticos o combinaciones de los mismos [47] y
disoluciones para permitir la lisis celular dejando tan sélo la matriz
extracelular, que esta compuesta por colagena, elastina y otras proteinas de
sefalizacion quimica, logrando conservar la arquitectura del érgano o tejido
[45].

La descelularizacion tiene muchos beneficios, como minimizar la respuesta
inmunoldgica del érgano o tejido al ser trasplantado, permite el uso de
materiales xenogénicos, tiene la capacidad de conservar la integridad
mecanica del tejido, la capacidad de retener la composicidon bioquimica del
tejido nativo, la capacidad de retener la microarquitectura tridimensional y la
de conservar las propiedades bioinductivas, para facilitar la remodelacion de
tejidos [9], sin embargo es importante destacar, que los métodos utilizados
para la descelularizacion de un érgano o tejido son especificos para el mismo

[9].

Los criterios que se utilizan para la evaluacién de la descelularizacion son:
Eliminacion de células, comprobdndolo con la ausencia de nucleos en las
histologias de Hematoxilina y Eosina (H&E) y 4’,6-diamino-2-fenilindol (DAPI),

23



tener menos de 50 ng de ADN de doble cadena por mg de peso seco de MEC,
conservacion del contenido de proteina [47], tener ADN restante menor a 200
pb de longitud [55] y conservacion de sus propiedades mecdnicas [47].
Recordando que la eficacia de la descelularizacién depende de la
metodologia del proceso y la naturaleza del tejido [9].

Actualmente se cuenta en el mercado con productos descelularizados como
Artegraft® (arterias cardtidas bovinas); Solcograft (arteria cardtida bovina);
ProCol® (vena mesentérica bovina) y SynerGraft® (uréter bovino), este tipo
de productos son de uso clinico para injertos de acceso vascular durante la
hemodialisis o bypass, sin embargo los resultados no son satisfactorios,
puesto que ha habido presencia de trombosis, infeccidn y aneurismas [56].

Hasta la fecha, se han realizado diversas investigaciones con respecto a los
injertos para regeneracion vascular, se ha encontrado que los andamios
descelularizados pueden apoyar en la adhesion y el crecimiento de las células
endoteliales, por ejemplo Dahl et al., generaron injertos vasculares a partir
de células alogénicas (de la misma especie del receptor), para lo cual
cultivaron células de musculo liso alogénicas (de la misma especie del
receptor) obtenidas de donantes cadavéricos que se colocaron en andamios
tubulares de acido poliglicélico (PGA), que consistia en que en el periodo de
cultivo las SMC (células musculares lisas) secretaran proteinas de la MEC
teniendo como predominancia el colageno, para formar tejido vascular
biosintético, una vez obtenido el andamio, se pasaba por un proceso de
descelularizacién con la utilidad de agentes quimicos (detergentes) para
eliminar las células alogénicas, se implantaron en baubinos (mandriles), en
los cuales no presentaron fallas, sin embargo el estudio fue limitado por el
acceso a los animales, asi que solo se estudié un pequeiio nimero de injertos
vasculares en el modelo de derivacion coronaria, por lo que se requieren de
mas estudios para determinar la funcién a largo plazo [56], [57]. Esta
investigacion plantea una metodologia intrincada al proponer un sembrado
de células sobre PGA y luego hacer la descelularizacién, donde implica
tiempos prolongados para obtener los vasos sanguineos, ademas de que el
tamafio y volumen, son criticos para que puedan ser clinicamente relevantes.
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1.4.1.1 Agentes de descelularizacion

Como se menciond, cada tejido u drgano necesita de un protocolo propio de
descelularizacion, es por ello que existen diferentes agentes como los fisicos,
quimicos y enzimaticos, en algunas ocasiones solo se necesita uno, dos o la
combinacidn de estos agentes para lograr una descelularizacion dptima.

En general, un protocolo de descelularizaciéon consisten en: (1) lisis de las
membranas celulares, con tratamientos fisicos o con soluciones idnicas; (2)
lograr la separacion del componente celular de la MEC, utilizando enzimas;
(3) la solubilizacion de sus componentes celulares, como el citoplasma
mediante tratamientos con detergentes y, (4) el enjuague para la eliminacion
de los restos celulares de la MEC [9].

Todos los agentes de descelularizacion provocan un efecto adverso sobre las
propiedades de la matriz extracelular, el desafio de un protocolo de
descelularizacion exitoso es minimizar estos efectos de manera que se
obtenga un andamio de matriz extracelular viable.

Los métodos fisicos pueden incluir: la congelacion y descongelacidn repetida,
agitacion, perfusion, entre otros. Pero estos métodos necesitan ser usados en
conjunto con tratamientos quimicos para aumentar su efectividad [9]. Los
quimicos utilizan disoluciones con agentes quimicos como detergentes ya
sean idnicos, no idnicos o zwitterionicos. Sin embargo, tienden a ser muy
agresivos y pueden inducir cambios estructurales en matriz extracelular.
Finalmente, los enzimdticos, constituyen principalmente el uso de nucleasas,
gue provocan, que catalice la hidrélisis de los ribonucledtidos y las cadenas
de los desoxirribonucledtidos, su desventaja es que sus restos son dificiles de
eliminar de los tejidos, lo que puede provocar una respuesta inmunolégica
[45].

Los protocolos actuales, son muy variados, por ejemplo Fitriatu et al., utilizé
el dodecilsulfato de sodio (SDS) al 2% y por sonicacidon para un andamio
aodrtico. Posteriormente se observd una repoblacién de células de musculo
liso (SMC) [56].
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1.4.2 Caracterizacion de un andamio descelularizado

Para la caracterizacién de un andamio descelularizado, se evalua la presencia
de nucleos celulares y se cuantifica el ADN, ademas se evalia la MEC
mediante técnicas de histologia y/o por inmunohistoquimica.

Las pruebas histoldgicas, con distintas tinciones como la de Hematoxilina y
Eosina (H&E), que esta basada en dos etapas, donde la primera es una tincién
nuclear por el colorante basico (hematoxilina), y la segunda tincion la cual es
citoplasmdtica y de MEC por el colorante acido (eosina) [58], dando color
azul-violeta a los nucleos, y los demas componentes de color rosado a rojo. Al
marcar los nucleos, esta técnica permite la comparacion entre un andamio
nativo y uno descelularizado.

Ademas se utiliza una técnica para evaluar la efectividad del proceso de
descelularizacion, ademas de las tinciones, como es el marcaje de nucleos
con 4’,6-diamino-2-fenilindol (DAPI) [59], mediante un marcaje nuclear,
donde se tifie preferentemente ADNds; parece asociarse con los grupos AT
en el surco menor del ADN y en el ARN se une por una intercalacion selectiva
de AU [60].

La tincién tricromica de Masson, sirve principalmente para evaluar las
caracteristicas de la MEC pues muestra los nucleos de un color negro, en rojo
el musculo y en azul la colagena, su fundamento se basa en poner de
manifiesto las fibras de colageno y el tejido conjuntivo, en general [61].

La tincion de Herovici, es una tincidon picropolicromica, que ayuda en valorar
las estructuras tisulares, tales como el nucleo, el citoplasma y la colagena
extracelular, puesto que se le aplican distintos colorantes en forma
secuencial, dando en un color negro los nucleos, de color rojo-azul tifie la
colagena, por ultimo la queratina, musculo y glébulos rojos se presentan de
color amarillo verdoso [62].

Otra técnica histolégica importante para la caracterizacion de la
descelularizacion de arteria es la tincion de Verhoeff, puesto que tine de
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color negro a café las fibras elasticas y los nucleos; y el coldgeno en color
rojo-café.

Una caracterizacién importante para cualquier tipo de andamio celular es su
biocompatibilidad, precisamente para establecer la capacidad del mismo
para ser repoblado por células, una forma de evaluar es mediante un ensayo
de viabilidad y citotoxicidad, con el fin de establecer si el andamio
descelularizado promueve la adhesidn y viabilidad celular y si contiene algun
elemento téxico producto del proceso de obtencién del mismo. Este se basa
en la determinacion simultanea de células vivas y muertas, donde se evalua
la actividad ubicua de esterasa intracelular, la cual tiene una conversién
enzimatica de Calceina AM, practicamente no fluorescente a una calceina
intensamente fluorescente; y la integridad de la membrana plasmatica,
puesto que si esta daflada, el homodimero de etidio (EthD-1) ingresa y se une
a los acidos nucleicos, produciendo una fluorescencia rojo brillante [63].
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CarfTuLO 2
Metodologia experimental

2.1 Obtencion de la muestra
2.1.1 Cirugia

Se extrajeron 10 arterias, de donadores humanos cadavéricos jovenes, sin
enfermedades cardiovasculares evidentes y sin padecimientos crénicos, en el
Instituto Nacional de Ciencias Médicas y Nutricion Salvador Zubiran.

Posteriormente se trasladaron, en solucién amortiguadora de fosfatos (PBS)
1X, al Laboratorio de Biomateriales del Instituto de Investigacion en
Materiales, donde se les retiré el exceso de grasa (Figura 7, A) y se midieron
sus longitudes, aproximadamente de 7 cm, (Figura 7, B) al terminar se tomd
como muestra control nativa una seccién del tejido que se fijo en
paraformaldehido (PFA) al 4% (MACRON FINE CHEMICALS ™) durante 24 h,
pasado el tiempo, se le realizaron 3 lavados con PBS 1X (SIGMA life

Science®). Por otro lado, la mayor seccién del tejido se usé para el proceso

de descelularizacién (Figura 8) y el resto de la muestra se congeld para
posteriormente liofilizarse (Figura 9).

Figura 7. (A) Limpieza del exceso de grasa y (B) medicion de los vasos
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2.2 Descelularizacion
La metodologia de descelularizacion usada en este proyecto parte de un
proceso previamente desarrollado en el Laboratorio de Biomateriales del
Instituto de Investigacion en Materiales de la UNAM, el cual fue con agentes
de descelularizaciéon fisico-quimico-enzimaticos. Este proceso fue
previamente usado para descelularizar vias biliares extrahepaticas de cerdo,
donde se mostré una minima cantidad de nucleos en las tinciones H&E y
DAPI y en la inmunotincion de MHC-1 y CK-7 presentd escasa sefial residual
de Complejo de Histocompatibilidad Mayor (MHC-I) [10]. Sin embargo, no ha
sido probado en otros tejidos, es por ello que se quiere utilizar para ver si el
mismo proceso puede funcionar para vasos sanguineos humanos. El proceso
se describe a continuacion.

La muestra se conecto a un flujo de 46.0 mL/min controlado por una bomba
peristaltica (easy-load®, Masterflex), la seccidn del tejido se mantuvo en 200
mL de la solucién de descelularizacién (Tabla 1) como se muestra en la Figura
8, la cual durd ocho dias.

Figura 8. Conexion de la arteria, para el proceso de
descelularizacion.
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TABLA 1: Proceso de descelularizacion

Proceso Tiempo

Dodecil sulfato de sodio (SDS) 1%, en agua
desionizada estéril

96 h, cambio cada 24 h

Buffer fosfato salino (PBS) 1X, en agua

L , . 24 h
desionizada estéril

DNasa-1 [0.01 mg/mL] en solucién salina

tamponada con fosfato de Dulbecco (DPBS) 24h

Agua desionizada estéril 48 h, cambio cada 24 h

- J

Seccion del tejldo

. Histologias

DAPI

| Seccion en PFA 4% PBS1Xa4°C
Arterias de donadores

humanoswdavenms' J

Seccion en PFA 4% PBS1Xa4°C

; # Histologias
DAPI

Seccion del tejido

# / descelularizado

Proceso de descelularizacion

| = Viabilidad y

citotoxicidad
s

Liofilizacién por 24 h Ultracongelador a-40°C

Figura 9. Diagrama del proceso desde que se obtienen las arterias hasta cuando se lleva a cabo el
proceso de descelularizacion.

2.3 Andlisis histoquimico
2.3.1Deshidratacion e inclusion de la muestra
Después del proceso de descelularizacion se disecciond una parte y se fijo
con PFA 4% durante 24 h y se lavaron con PBS 1X para seguir con el proceso
de deshidratacion de tejidos e inclusion en para fina (Paraplast® sigma)
(Tabla 2) para cada una de las muestras: la muestra control (nativa), y la
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muestra descelularizada, esto se llevd a cabo en el Instituto Nacional de
Rehabilitaciéon Luis Guillermo Ibarra Ibarra.

TABLA 2: Proceso de deshidratacion de tejidos e inclusidon en parafina

Solucion Tiempo (min)
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

2.3.2 Cortes histologicos
Las muestras se incluyeron en casetes, posteriormente se realizaron los
cortes histologicos con un grosor de 3 um en un micrétomo RM2135 Leica®
los cortes se montaron en laminillas tratadas con una solucién de tespa (3-
aminopropiltrietoxisilano), para evitar que el tejido se desprendiera, se

realizaron cinco cortes de cada muestra, tanto nativa como descelularizada)
(Figura 10).

Proceso deshidratacién e inclusion en
parafina

Proceso deshidratacion de tejidos

{agtacién a 100 rpm) Obsarvackén de los cortes

histolégicos Cortes histolégicos & 3 um

Figura 10. Proceso de deshidratacidn, inclusidn en parafina y cortes histolagicos.
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2.3.3 Deshidratacion y rehidratacion de cortes histologicos
Una vez obtenidos los cortes histoldgicos se rehidratan para llevar a cabo las
tinciones. Primero, se desparafinaron a 58°C durante 30 minutos. Después,
se rehidrataron en alcoholes graduales de mayor a menor concentracion y
finalmente en agua de acuerdo con el procedimiento descrito en la Tabla 3.
Este proceso fue comun para todas las tinciones.

TABLA 3: Proceso de rehidratacion de cortes histologicos

Solucion Tiempo

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

Una vez tefidos los cortes histologicos se deshidrataron en alcoholes
graduales de menor a mayor concentracion como se indica en |la Tabla 4 para
finalmente ser montados en resina para su conservacion.

TABLA 4: Proceso de deshidratacion de cortes histoldgicos

Solucion Tiempo
Etanol 96% (1) 30s
Etanol 96% (2) 30s

Etanol 100% (1) 3 min
Etanol 100% (2) 5 min
Xilol (1) 5 min
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2.4 Evaluacion de la efectividad de la descelularizacion mediante el
marcaje de ADN
2.4.1 Tinciones especificas a material nuclear

Se evalud el material nuclear para validar el proceso de descelularizacion de
los vasos sanguineos mediante las tinciones de Hematoxilina y Eosina (H&E)
(Tabla 5) y el marcaje del ADN con 4’,6-diamino-2-fenilindol (DAPI).
Los cortes histoldgicos, tanto de tejido nativo como descelularizado, son
rehidratados y tefiidos con Hematoxilina y Eosina (H&E) donde se tife
nucleos con la hematoxilina por medio de cargas.

TABLA 5: Tincion de Hematoxilina y Eosina (H&E)

Solucion Tiempo
Hematoxilina de Harris 6 min
Agua de la llave a flujo constante 5 min
Etanol acido 1% para diferenciar 2 inmersiones
Agua de la llave a flujo constante 1 min
Solucidn saturada de carbonato de litio 2 inmersiones
Agua de la llave a flujo constante 10 min
Etanol 80% pre-eosina 2 min
Eosina solucién de trabajo 2 min
Etanol 96% (1) tincion 30s
Etanol 96% (2) tincion 30s

Mientras que el marcaje con 4’,6-diamino-2-fenilindol (DAPI) (abcam®), la
cual es una marca fluorescente nuclear, donde se tife preferentemente el
ADNds, que consistio en colocar 3-4 gotas encima de la muestra, y mover el
portaobjetos de abajo hacia arriba, para que cubra toda la zona de la
muestra, esperar 5 minutos y coloca un cubreobjetos, cuando se secd, se
sellé con barniz para tomar microfotografias (Figura 12) en un microscopio
Axio Zoom .V16 con Apotome .2 (Zeiss®).
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2.4.1.1 Anadlisis semicuantitativo
Se realizé un analisis semicuantitativo de la presencia de nucleos celulares
teflidos en azul con DAPI, con la ayuda de 25 microfotografias de las
muestras nativas y otras 25 de las muestras descelularizadas, tomadas a 20X,
en el microscopio Axio Zoom .V16 con Apotome .2 (Zeiss®). El analisis se
realizé con la ayuda del programa Image J 1.52p (Java 1.8.0_172), donde las
imagenes adquiridas se cambiaron a 8-bit, y se les restd el fondo con 5
pixeles y se marco un umbral con limite inferior de 20 y superior de 255, para
delimitar los nucleos. Por ultimo se hizo el analisis de particulas a partir de
104.23 a infinito en pixeles al cuadrado (Figura 11).

Nativa Descelularizada
Py , 2uy
Figura 11. Proceso para andlisis semicuantitativo, por Image J. Siendo los puntos los nticleos
contados.

Teniendo ya los valores se realizé un analisis estadistico en el programa
GraphPad Prism6, utilizando la prueba t-student, comparando los grupos
experimentales contra su control (nivel de confianza del 95%).

Y '
W 2 g
. -} [Ss] e
| . o —f )
: P rtaobi nA
Deshidratacién de cortes Afadir 3-4 gotas y ul‘l:.;::ln o::l.l::‘c:n Observacién Cuantificacién de
histolégicos

dejar reposar S min esmalte para ufias nucleos con

Images

Figura 12. Proceso de la tinciéon DAPI.
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2.5 Evaluacion de la integridad de la MEC
2.5.1 Colagena
Los cortes histoldgicos tanto de tejido nativo como descelularizado son
rehidratados y tefidos (Figura 13) con tricrdmica de Masson, la cual pone en
manifiesto las fibras colageno y tejido conjuntivo; y Herovici ayuda a valorar
las estructuras tisulares.

TABLA 6: Tincion Tricromica de Masson

Solucidn Tiempo
Solucion de Bouin 1ha56°C
Agua de la llave a flujo constante Hasta aclarar
Agua destilada 30s
Hematoxilina de hierro de Weigert 10 min
Agua de la llave a flujo constante 10 min
Agua destilada 30s
Fucsina acida-escarlata de Brebich 15 min
Agua destilada 10 inmersiones
Solucion acido fosfotungstico-fosmolibdico 10 min
Solucién azul de anilina 5 min
Agua destilada 10 inmersiones
Acido acético al 1% 3 min
Etanol 96% (1) tincion 30s
Etanol 96% (2) tincion 30s
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TABLA 7: Tincion de Herovici

Solucidén Tiempo
Azul de celestino 5 min
Agua de la llave a flujo constante 5 min
Hematoxilina Herovici 5 min
Agua de la llave a flujo constante 30s
Amarillo de metanilo 2 min
Acido acético al 0.5% 2 min
Carbonato de litio 2 min
Agua de la llave a flujo constante 2 min
Solucién picropolicromica 2 min
Acido acético al 1% 2 min
Etanol 96% (1) tincidn 30s
Etanol 96% (2) tincidn 30s

2.5.2 Elastina

Los cortes histoldgicos, tanto de tejido nativo como descelularizado son
rehidratados y tefiidos con tincién de Verhoeff, que pone en manifiesto las
fibras elasticas.

TABLA 8: Tincion de Verhoeff

Solucion Tiempo
Sol. Colorante diaria de fibras elasticas de Verhoeff 15 min
Agua de la llave a flujo constante 20 min

Agua destilada 30s

Cloruro férrico al 2% 1 min

Tiosulfato de sodio al 5% 5 min

Agua destilada 30s

Solucion Van Gienson 1 min

Etanol 96% (1) tincidn 30s

Etanol 96% (2) tincion 30s
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Figura 13. Procedimiento de tincion de cortes histoldgicos

2.6 Evaluacion de la recelularizacion
Este ensayo se realizd para evaluar si el tejido descelularizado (andamio)
promueve la adhesion celular y mantiene la viabilidad celular.

2.6.1 Cultivo celular

Se obtuvieron células mesenquimales de tejido adiposo humano, del
Instituto Nacional de Ciencias Médicas y Nutriciéon Salvador Zubiran.
Posteriormente se trasladaron al Instituto de Investigacion en Materiales,
para hacer el sembrado de las células y asi tener el cultivo primario que se
dejé en incubadora (Thermo Scientific®), con 5% de CO, y 37°C, hasta
obtener una confluencia del 90% (Figura 14) se llevé a cabo el proceso de
tripsinizacién para despegar las células de las cinco cajas de cultivo (T75),
para sembrarlas en los andamios, para ello se les retiré el medio de cultivo y
anadio 5 mL de tripsina sin EDTA y se incubd por 5 minutos, posteriormente
se le adicionaron 5 mL de suero fetal bovino. Todo se colocé en un tubo
conico tipo Falcon de 15 mL y se centrifugd por 5 minutos a 3,000 rpm
(Figura 17), posteriormente el botdn se resuspendidé en 6 mL, y se tomaron
10uL de ésta y se afiadieron 10uL de azul tripano para hacer la cuantificacion
(Figura 15) en el Cell Counter (Corning®), arrojando los datos que se
muestran en la Tabla 10.
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Figura 14. Cultivo de células mesenquimales de tejido adiposo.

Figura 15. Cuantificacidon del nimero de células, con el Cell Counter. Los circulos verdes
indican las células vivas y los circulos rojos las muertas.

TABLA 10. Conteo celular del dia de siembra.

Células)

Células vivas ( 9.09 x 105 + 1.46 X 105

Células muertas (Cé:::zas) 2.58 x 10* + 2.24 x 10*
Total (Cé’“’“s) 9.35 x 105 + 1.46 x 10°
Viabilidad (%) 97.2% + 2.28%
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2.6.2 Preparacion del andamio

Una arteria descelularizada, previamente liofilizada, se secciond por la mitad,
para exponer la intima, se tomaron algunos fragmentos que se colocaron en
Tissue-Tek (SAKURA®) para realizar cortes en el criostato (SLEE MEV). Los
cortes se realizaron a 70 um (Figura 15), y se colocaron en un cubreobjetos,
posteriormente se le hicieron 3 lavados con PBS 1X, luego los cortes se
colocaron en una caja de 48 pozos, dejandose en PBS 1X por una hora, se le
retirdo el PBS 1X y se les colocd antibiotico-antimicdtico al 10% en PBS 1%
estéril y se dejoé toda la noche en campana de flujo laminar. Posteriormente
se le realizaron 3 lavados con PBS 1X estéril y se cambiaron a cajas de 48
pozos dejando tres muestras por caja. Finalmente las muestras se irradiaron
con UV por 15 minutos para asegurar la esterilidad.

2.6.3 Cultivo celular en el andamio descelularizado

Se sembré una densidad celular de 48,346 células/cm? para el andamio y
cultivo en monocapa (controles) en cajas de 48 pozos, por triplicado. Las
células se sembraron mediante goteos sucesivos abarcando toda la superficie
del andamio. Se realizé cambios de medio dos veces por semana con medio
de cultivo DMEM/F12 (Gibco ™) suplementado con 10% suero bovino fetal
(Gibco ™) y 1% antibidtico-antimicdtico (Gibco ™). Los tiempos de cultivo
fueron 10y 22 dias (Figura 16).

— > Control negativo

@ =

Figura 16. Distribucion de células en caja de 48 pozos. En total fueron dos

- \ \ / \ J
e

cajas de 48 pozos.
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2.7 Evaluacion de la viabilidad celular

Se evaltua la viabilidad celular, mediante la actividad de la esterasa
intracelular, que conlleva una conversién enzimatica de calceina AM, no
fluorescente a una calceina intensamente fluorescente, marcando a las
células vivas y el homodimero de etidio (EthD-1) ingresa y se une a los acidos
nucleicos de las células muertas, produciendo una fluorescencia roja. A los 10
y 22 dias post cultivo, se realiza el ensayo de viabilidad y citotoxicidad
Live/Dead (Invitrogen®) (Figura 15), donde se prepard un mix de los reactivos
Calceina AM y homodimero de etidio (EthD-1) de la siguiente manera:

DPBS: 898.65 pulL
EthD-1: 0.9 plL
Calceina AM: 0.45 pL

Se retira el medio al control negativo y se le adicioné EtOH 70% por 15 min,
para validar la muerte celular, pasado el tiempo se retira el medio a las
muestras control, a los andamios cultivados con células (constructo) y el
EtOH 70% al control negativo. Posteriormente se realizaron 3 lavados con
DPBS estéril y colocaron 100 uL del mix por pozo, se incubd (Thermo
scientific) por 40 min, con 5% CO, a 37°C. Transcurrido el tiempo, se retird el
mix y realizaron 3 lavados con PBS estéril y adicionaron 100 uL de medio de
cultivo DMEM/F12 (Gibco ™), para posteriormente tomar las
microfotografias en el microscopio confocal de barrido LSM 880 (Zeiss®).

2.7.1 Analisis semicuantitativo de viabilidad celular

Para realizarlo se utilizd el software Zen blue, a una velocidad de 5 y una
ganancia en rojo con 800 y en verde 700, para el constructo; y para el control
positivo y negativo con una ganancia en rojo de 800 y en verde de 600
(Figura 17), arrojando valores de intensidad, los cuales se convirtieron a
porcentaje de viabilidad, para graficarlo y con ayuda del programa estadistico
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GraphPad Prism6, en el cual se realizd una prueba t-student, del nimero de
células vivas y muertas, comparandose los grupos experimentales contra su
respesctivo control (nivel de confianza del 95%).
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Figura 17. Proceso para el ensayo de viabilidad y citotoxicidad
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CapiTULO 3
Resultados

3.1 Descelularizacion
A lo largo del proceso de descelularizacion se observaron cambios sobre las
arterias, por ejemplo al segundo dia con tratamiento de SDS 1% se observd
un cambio de coloracién de rojo hacia blanco (Figura 18). Transcurrido el
tiempo del tratamiento (96 h) se aprecid una leve ridigizacién de las paredes
arteriales. Por otro lado el tamafo y grosor de la arteria y sus paredes se
mantuvieron sin cambios apreciables a lo largo de todo el proceso.

Figura 18. Proceso de descelularizacidn. En esta figura se puede observar

cémo se ve el cambio macroscépico, después del paso de los tratamientos,
puesto que de un color rosado (A) pasa a uno blanco (B), el cual indica que
el érgano esta siendo descelularizado.

3.2 Evaluacion de la efectividad del proceso de descelularizacion
Para hacer esta evaluacidn se realizaron las tinciones de Hematoxilina y
Eosina (H&E) y marcaje de ADNds con 4’,6-diamino-2-fenilindol (DAPI), donde
ambas muestran los nucleos, en H&E de color negro y en DAPI en azul
fluorescente. En la Figura 19, se puede ver que en las muestras
descelularizadas se perdieron los nucleos, los cuales se observan en las
muestras nativas. La fluorescencia observada en las muestras
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descelularizadas del ensayo con DAPI, es un efecto proveniente de la
autofluorescencia que presenta la colagena de la MEC.

DAPI H&E
NATIVA DESCELULARIZADA NATIVA DESCELULARIZADA

- Med
St

20X

80X

256X

: - . T o, o Koy 2o
Figura 19. Fotografias de la evaluacion de la descelularizacién de arterias. (Adv) tunica
adventicia, (Med) tunica media e (int) tunica intima. Barras de 1000, 200 y 50 pum.

3.2.1 Andlisis semicuantitativo del contenido nuclear
El promedio de las 25 fotomicrografias de las muestras nativas fue de 117
nucleos y el promedio de las 25 fotomicrografias de las muestras
descelularizadas fue de 3, lo cual se traduce en un 95.65% + 4.65% de
descelularizacion, que se puede observar en la Figura 20.
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Figura 20. Cuantificacion de nucleos, de las muestras
nativas (n=25) y descelularizadas (n=25). (p<0.0001)

3.3 Composicion de la MEC después del proceso de descelularizacion
3.3.1 Colagena

En la tincién Tricrdmica de Masson (Figura 21), se observa que esta presente
la colagena, la cual se tifie de color azul, (B) siendo que en las tunicas media y
adventicia se encuentra presente y también en la muestra descelularizada
(E), aun después del tratamiento se mantiene la coldgena aunque disminuye
su cantidad (nivel), la matriz extracelular se ve algo laxa, pero no se separan
las tunicas.

La tincién de Herovici, también pone en manifiesto el grado de
empaguetamiento de la colagena, se observa que en la tunica media (H) hay
una cantidad mayor de coldgena menos empaquetada (color azul), y en la
tunica adventicia, colagena empaquetada (color rojo), las cuales se
mantienen en la muestra descelularizada (K), aunque también se pierde un
poco de colagena y la matriz extracelular se ve mas laxa, sin embargo no se
estan separando las tunicas.
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MASSON HEROVICI
DESCELULARIZADA

20X

80X

256X

EP 1 3 .
Figura 21. Evaluacidn de la integridad de la matriz extracelular (colagena). (Adv) tunica
adventicia, (Med) téinica media e (int) tunica intima. Barras de 1000, 200 y 50 pum.

3.3.2 Elastina
Para la evaluacion de la elastina se realizd la tincién de Verhoeff (Figura 22),
donde se manifiestan las fibras eldsticas, siendo que tanto en la nativa como
en la descelularizada se mantienen, sélo que en la descelularizada se
aprecian mas onduladas (F).
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VERHOEFF
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NATIVA

DESCELULARIZADA

Figura 22. Evaluacién de las fibras elasticas. (Adv) tunica adventicia, (Med) tinica media e
(int) tanica intima. . Barras de 1000, 200 y 50 pm.

3.4 Evaluacion de la recelularizacion
Para iniciarlo se realizd una cuantificacion celular en el cell counter
(Corning®), que es la que se grafic6 como el dia cero (Figura 23), donde se

observa que hay una buena viabilidad celular, ya que hay un 97.2% de células
vivas y un 2.8% de células muertas.

Viabilidad presiembra
1007 sexpme

80+
60-

40-

% Viabilidad

20+

—==

Vivas Muertas

Figura 23. Cuantificacion celular previa a sembrar las células
con el andamio.
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A los 10 dias de estar las células con el andamio, se realizd el primer ensayo,
donde se tomaron las fotomicrografias del control positivo, negativo y del
constructo, donde se aprecia que en el constructo se tiene gran cantidad de
células vivas (Figura 24).

Figura 24. Microfotografias del ensayo de viabilidad y citotoxicidad, (A) control positivo, (B)
negativo v (C) constructo, la fecha blanca indica una célula (A) viva v (C) muerta.

En la Figura 24, (A) se encuentra el control positivo, por ello la tonalidad
verde; la morfologia de las células mesenquimales una vez adheridas es
fibroblastoide, por ello se observan de manera alargada, sus nucleos estan
juntos en cumulos (agregados), En la Figura 24, (B) el control negativo, el cual
se realizd para indicar como se observan las células muertas, la muerte
celular fue inducida con EtOH al 70%, puesto que el EthD-1 se une al material
genético se ve solamente de color rojo donde se encuentra su nucleo; por
ultimo en la Figura 24, (C), se ven las células en el constructo de manera
fibroblastoide indicando que hay una adherencia y mantenimiento de la
viabilidad celular.

Pasados 22 dias, se realizd el ultimo ensayo, y se tomaron las
fotomicrografias que se observan en la Figura 25.
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Figura 25. Microfotografias del ensayo de viabilidad y citotoxicidad, (A) es el control positivo,
(B) el negativo y en (C) es el andamio, la flecha blanca indica una célula muerta.

En la Figura 25, (A) se encuentra el control positivo, éste corresponde al
cultivo en monocapa de las células mesenquimales de tejido adiposo
humano, al igual que en el dia 10, su morfologia es fibroblastoide, y algunas
estdn en cumulos (agregados), sin embargo hay otras que ya no lo hacen; (B)
es el control negativo, donde se induce la muerte celular con EtOH al 70% vy
solo se estd marcando su material genético de color rojo; por ultimo (C) esta
el constructo con las células, la morfologia de las células es fibroblastoide a lo
largo del constructo y de nuevo sdélo se aprecia una célula muerta que se
marco con una flecha blanca.

Se realizé un andlisis semicuantitativo para la obtencidon del porcentaje de
viabilidad a lo largo de los dias de cultivo del constructo y se comparé contra
las células en monocapa (control positivo) (Figura 26).
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Figura 26. Viabilidad de las células en el andamio que se descelularizo, en los
distintos ensayos. (p<0.0001)
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CapPiTULO 4

Discusién

Se usO una técnica de descelularizacion desarrollada en nuestro laboratorio
para descelularizar vias biliares y se aplicoé la misma técnica para remover los
antigenos celulares de la arteria sin afectar a la matriz, dentro de este
protocolo se emplearon agentes fisicos, quimicos y enzimaticos, dando como
resultado una arteria descelularizada y sin afectaciones mayores sobre la
estructura de la matriz extracelular.

Se utilizé una bomba peristaltica para perfundir por la luz de la arteria, ya
que facilita la exposicidn quimica, promueve la lisis celular y la eliminaciéon de
restos celulares [9]. El dodecil sulfato de sodio (SDS) 1X, promovid la
descelularizacion formando micelas con los fosfolipidos que son parte de la
membrana celular. EI SDS actia provocando que la membrana celular se
rompa y exponga el contenido intracelular y el material genético. La solucion
buffer de fosfato salino (PBS) 1X retira los restos del SDS y también ayuda a
mantener en un estado fisioldgico, puesto que es una solucidn isotdnica,
ademas de que mantiene un pH cercano a 7.3 que es el de la sangre; para
retirar todo el contenido de material genético, se usé la DNasa-l [0.01
mg/mL] con solucidn salina tamponada con fosfato de Dulbecco (DPBS). Al
hidrolizar las secuencias del acido nucleico, se eliminan los nucledtidos
después de la lisis celular [55]. Para terminar, se realizaron lavados con agua
desionizada estéril, para retirar los residuos de las soluciones que se
utilizaron y los restos celulares.

Macroscépicamente se observd un cambio de tonalidad rojo a blanco, debido
a la perdida de eritrocitos debido al proceso, como se aprecia en la Figura 18.
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Se realizaron distintas tinciones para la evaluacion de las matrices, en las
Figuras 19, 21 y 22 se muestran las tinciones y los distintos acercamientos de
las muestras nativas y descelularizadas, respectivamente.

En el marcaje de nucleos con DAPI, la Figura 19 (A), se pueden observar los
nucleos, en cambio en la imagen correspondiente a la muestra
descelularizada so6lo se observan fibras de colagena debido a |la
autofluorescencia de la misma, lo que evidencia la pérdida de los nucleos por
el proceso de descelularizacién; en los siguientes acercamientos Figura 19 (B)
y (C), es mas notoria la presencia de los nucleos, en cambio en la
descelularizada, sélo se aprecia la division de las tunicas, pero no hay rastro
de células; todo esto es la primera evidencia de que el protocolo de
descelularizacion empleado fue el adecuado para obtener un andamio
acelular.

La tincién de hematoxilina y eosina (H&E) (Figura 19, G), en la cual también
se tifien los nucleos ademas de los componentes de la MEC, como se ve en la
Figura 19 (H) donde la estructura de la arteria se ve completa, y en la Figura
19 (1), se ve la presencia de los nucleos en la muestra nativa y en la
descelularizada ya no estan presentes, solo se aprecian las distintas tunicas y
se logra ver una fibra en el centro de la tunica media.

En el trabajo realizado por Kajbafzadeh et al., también utilizan H&E para la
evaluacion del andamio de arteria mamaria humana que obtuvieron
realizando tres protocolos distintos de descelularizacion, dando los mejores
resultados cuando se usa Triton al 1% por 24 h, seguido del SDS 1% por otras
24 h. Sin embargo, con la tincion de H&E, se muestra aun la presencia de
nudcleos y se separan las tunicas, mostrando una alteracién importante
debido al proceso sometido. Esto no se aprecia en nuestros resultados en las
muestras descelularizadas donde se mantuvo la integridad y la unién entre
las tunicas de las matrices descelularizadas. Por otro lado, Aldrige et al.,
hicieron la descelularizacion de aortas humanas con la combinacion de
agentes quimicos y enzimaticos durante 14 dias, en sus resultados se observa
la presencia de nucleos y separacidon entre las tunicas intima y media. Asi

51



mismo, en la descelularizacion de arteria umbilical humana llevada a cabo
por Mallis et al., utilizando del buffer CHAPS vy el detergente SDS, dejando
por 22 h a las arterias permanecer en cada solucion, se observan nucleos en
su muestra descelularizada. También los resultados de la descelularizacion de
vena safena humana llevada a cabo por Kuna et al., quienes usaron agentes
quimicos y enzimaticos, hay evidencia de nucleos. Si bien hay varios reportes
de protocolos de descelularizacion de este tipo de tejidos, se puede observar
que el protocolo que se presenta aqui tiene muchas ventajas, ya que no hay
presencia de nucleos en las muestras descelularizadas y la ultraestructura del
andamio se conservd después del proceso manteniendo sus tunicas
definidas, como se muestra en la Figura 19. Debido a que se utilizaron bajas
concentraciones del detergente (SDS 1%) y a los cortos tiempos de
exposicion de la DNasa a la matriz.

Uno de los criterios para decir que se tuvo una descelularizacidon exitosa, es
gue no haya presencia de nucleos en los resultados de marcaje de con DAPI
ni con la tincion de H&E, lo cual se puede confirmar con la cuantificacion
realizada a partir de las fotomicrografias (Figura 19, B). Esto se confirmé con
la cuantificacion de nucleos, dénde se obtuvo un porcentaje de
descelularizacién de 95.65% + 4.65%  (Figura 20), con la ayuda del
programa Image J. Lo cual indica una descelularizacion efectiva con una
reduccion significativa del nimero de células después del proceso.

Al comparar la cuantificacion realizada con otros procesos de
descelularizacion, encontramos la propuesta llevada a cabo por Schneider et
al., en corion de placenta humana quienes utilizaron como protocolo de
descelularizacion la congelacién-descongelacion a -80°C, durante 18 h,
ademas del uso de soluciones hipo e hipertdnicas por 30 minutos cada una 'y
perfusion de Triton 1% con EDTA durante 24 h y se finalizd con DNasa donde
se dejo toda la noche. Realizan una cuantificacién de ADN por mg de peso
seco, dando valores de la nativa de 5.74 + 0.31 pug y la descelularizada de
0.34 £+ 0.01 ug, lo cual se traduce en un porcentaje de descelularizacién de
94.08%. Aunque no fue la misma técnica para cuantificar la descelularizaciéon
representa un porcentaje menor a lo obtenido con el protocolo que se esta
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mostrando en este trabajo (95.65% + 4.65%), ademads se observa un mayor
dano en la MEC con su proceso.

La tincidn Tricromica de Masson, la cual pone en manifiesto las fibras de
colagena mostré que en la muestra nativa (Figura 21, B), se observa la
presencia de nucleos y de la colagena que esta de color azul y en la
descelularizada (Figura 21, E), se aprecia que sdlo estan presentes las fibras
de colagena. Las tunicas se mantienen integras y definidas, la estructura del
andamio se mantiene puesto que las fibras de colagena no se ven laxas. En el
trabajo de Mallis et al., donde descelularizaron la arteria umbilical humana,
las fibras de la MEC se ven separadas sugiriendo una gran modificacion por
efecto del proceso de descelularizacion; al igual que en el andamio de arteria
mamaria humana llevada a cabo por Kajbafzadeh et al., donde ademas la
MEC se ve muy laxa. Lo cual no paso con el protocolo que se presenta en este
trabajo, donde no hay separacion de las fibras de colagena, lo cual es
adecuado para mantener las caracteristicas estructurales de la MEC,
indicando que el protocolo de descelularizacion resultdé no ser agresivo hacia
el tejido.

Con la tincion de Herovici, se logran ver la colagena menos entrecruzada o
tipo Il en la tunica media (tefiida de color azul) y en la tunica adventicia hay
mayor presencia de coldgena entrecruzada o tipo | (Figura 21, H) y en la
adventicia estd la coldgena empaquetada (teifida de color rojo), y estas
mismas se ven en la descelularizada (Figura 21, L), salvo que se ve observa
mas laxa la matriz extracelular, sin embargo no se separan las tunicas y la
intima se ve integra, haciéndose notar que el tratamiento utilizado permite la
descelularizacidn sin tener demasiados dafos estructurales de las tunicas.

Por ultimo, la tincion de Verhoeff, se realizé para la identificacién de fibras
eldsticas caracteristica de estas arterias [64] y con ello determinar si el
proceso de descelularizacién afecté a las fibras elasticas y la funcidn
mecanica la cual es de vital importancia para este tipo de andamio, en la
Figura 22 (C y F), no se ven grandes cambios, en cambio en la Figura 22 (B),
se observan las fibras elasticas, sobre todo en la tinica media, comparandola
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con la descelularizada (Figura 22, E) se logra ver aun la presencia de las
mismas. En la Figura 22 (F) se puede ver la presencia de las fibras eldsticas
bien definidas, hay que resaltar que la intima se encuentra bien definida, y
aunque en la descelularizacién de arteria mamaria humana de Kajbafzadeh
et al., no se realizd esta tincion sino la de Movat, (que también marca las
fibras elasticas), tanto la nativa como la descelularizada hay presencia de
fibras elasticas, en la nativa se ve en la tunica media, en la descelularizada
solamente se observan en la parte de la intima. Ademas, se observa
ligeramente un dafio sobre la MEC, puesto que presenta una separacion de
las tunicas; y en la descelularizacion de arterias carotidas porcinas de Cheng
et al., el cual utilizdo un protocolo donde se realizaba la congelacion-
descongelacion con detergentes, se pierden considerablemente las fibras
elasticas, algo que no se muestra con este protocolo, debido a lo ya
mencionado anteriormente.

Las técnicas histoldgicas sirvieron para comprobar que el proceso de
descelularizacion propuesto al que fueron sometidas las arterias resulto
adecuado, puesto que no hay presencia de nucleos y no presenta
alteraciones sobre la matriz extracelular del andamio y conserva las fibras
elasticas que se muestra en la técnica de Verhoeff, lo cual sugiere que el
proceso de descelularizacion propuesto no solamente resulté efectivo para
remover las células sino que ademas generdé un andamio con una MEC
conservada.

Estos estudios, no sdlo se quedan en injertos humanos, también
Katsimpoulas et al., lo ha realizado en animales, en la aorta alogénica de rata,
donde se separaron dos grupos con diferentes protocolos, donde estuvieron
alrededor de 14 dias en el proceso; sin embargo, la matriz extracelular se ve
danada, y aun hay presencia de nucleos.

Para confirmar que el andamio obtenido es viable y no tdxico para las células,
se realizd el ensayo de viabilidad y toxicidad Live/Dead ®, poniendo en
contacto a las células mesenquimales en el andamio durante 22 dias,
realizando dos ensayos uno a los 10 dias y el otro a los 22 dias.
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Como se muestra en la Tabla 10, al dia cero (antes de proceder a la siembra
de las células sobre el andamio) se contaba con una viabilidad del 97.2 +
2.28% como se muestra en la Figura 23, la cuantificacidn se realizé con una
n=8, a partir de esta informacién, se sembraron 36,260 células/pozo
(densidad celular de 48,346 células/cmz), ver Figura 17.

La primera lectura se realizé a los 10 dias, obteniéndose una viabilidad del
87.71 + 12.17%, en los andamios (n=3), en comparacidon con el cultivo en
monocapa se ve una disminucion del 9.52% vy esta diferencia resultd no ser
estadisticamente significativa.

En la Figura 24, se muestran las fotomicrografias del ensayo de viabilidad y
citotoxicidad, en la Figura 24, C se encuentra el constructo, donde la
morfologia de las células mesenquimales es de aspecto fibroblastoide,
debido a que se extienden los filopodios sobre el material, lo que sugiere que
las células se estan adhiriendo a la superficie del andamio, este es un paso
fundamental para el desarrollo de procesos metabdlicos normales de una
célula adherente como son las mesenquimales.

Pasados los 22 dias, se obtuvo una viabilidad de 87.44 + 8.75% en los
andamios (n=3), la cual también se puede deber a los cambios poblacionales
qgue han sufrido las células a lo largo del tiempo.

En la Figura 26, se aprecia la grafica donde se ve la viabilidad a lo largo de los
dias, donde a los diez dias se contaba con 87.71 + 12.17% vy a los veintidds
dias 87.44 + 8.75%, con estos valores se puede visualizar que hubo una
disminucidn en la viabilidad, sin embargo las diferencias obtenidas no fueron
significativas, ya que las células se estan adhiriendo a los andamios,
indicando que no es toxico y que es adecuado para su adhesion vy
metabolismo celular.

Simsa, et al., realizaron la comparacion sistematica in vitro de protocolos de
descelularizacién de vasos sanguineos, donde utilizaron cinco protocolos
distintos utilizando detergentes como SDS, desoxicolato de sodio, CHAPS y
TritonX-100, junto con agentes enzimaticos para la eliminacién de ADN, en
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vena cava porcina, donde funcionaron, sin embargo el de TritonX-100, se le
tuvo que afiadir DNasa para que fuera efectivo, respecto a la prueba de
citotoxicidad se realizd la de MTT, donde se observd que no es toxico el
andamio, sin embargo las células que utilizaron fueron de rindn, la cuales no
son propias del tejido, y no se comprobd la adherencia de estas al andamio,
lo cual si se realizd en los andamios de arteria a lo largo de los distintos
ensayos que se llevaron a cabo, ademas de que las células fueron
mesenquimales que tienen la capacidad de diferenciarse hacia otros tipos
celulares de los tejidos provenientes del mesenquima, lo cual se traduce en
que se pondra una celularidad propia a las del tejido de las arterias [65].

Después de todas las pruebas que se realizaron, se verifica que el protocolo
de descelularizacion al que fueron sometidas las 10 arterias humanas es
adecuado para obtener un andamio descelularizado, aunque el tiempo que
se propone es de ocho dias no se muestra dafo en la matriz extracelular, lo
cual se verifica con las tinciones y que si se obtiene un alto porcentaje de
descelularizacion comprobandose con la cuantificacion de nucleos de DAPI.
No es citotoxico y es viable para que las células mesenquimales proliferen.
Ademas, estas células se fijaron y proliferaron en el andamio, no solo en la
parte exterior, sino que lograron penetrar el andamio, lo que da pie a que al
momento de ponerlo en un crecimiento celular continuo, se puede tener un
andamio recelularizado y funcional.

56



CapPiTULO 5
Conclusion

Los resultados obtenidos demostraron que el proceso de descelularizacidn
por el método fisico-quimico-enzimatico para vias biliares resulté exitoso
también para descelularizar arterias humanas. Esto es un resultado
importante ya que a la fecha no se ha reportado un mismo protocolo de
descelularizacion para diferentes tejidos fuente. Algo que generalmente se
plantea como un desafio a resolver en este tipo de proceso de biofabricacidn
de andamios. El protocolo también permitié la obtenciéon de un andamio
celular, para ser repoblado por células y asi ser utilizado como reemplazo de
arterias, esto se confirmo a través de las técnicas histoldgicas, de marcaje de
nucleos con DAPI y la de Hematoxilina y Eosina (H&E), donde se muestra la
pérdida de los nucleos y con esto los antigenos celulares; asi mismo con las
tinciones tricromica de Masson, Herovici y Verhoeff se evaluaron las
caracteristicas morfoldgicas de la matriz extracelular, donde se aprecié que la
colagena y las fibras elasticas se mantienen intactas. Y por ultimo, se
comprobd que el andamio es viable para el crecimiento celular.
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CAPfTULO 6
Perspectivas

Lo que se consiguid con este trabajo fue plantear las bases de lo que aun
falta por hacer, se demostré que el proceso de descelularizacion fue efectivo,
y ahora vienen las pruebas para ver si es funcional mecanicamente, factible
de repoblar, asi como la evaluacién de matriz generada por las células, si
promueve la diferenciacion celular por ejemplo utilizando un biorreactor
para verificar si la recelularizacién es efectiva en todo el volumen de una
longitud critica. Se vio que las células proliferaron en un cultivo estatico, asi
gue se espera que en uno dinamico pueda tener una repoblacion total.
También se tendrian que hacer pruebas para ver si no hay un rechazo
inmunoldgico.

Se deben hacer estudios para que se puedan hacer ensayos clinicos, y por
ende utilizar estos andamios en pacientes que requieran y cumplan con las
caracteristicas para un reemplazo de arterias o venas.
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