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Resumen

Los procesos de descelularizacion tienen una gran ventaja sobre otro tipo de
sustitutos, ya que se busca crear andamios descelularizados para su posterior
aplicacion en ingenieria de tejidos y como propuesta para investigaciones en el campo
de la Medicina Regenerativa.

En la busqueda de andamios para su aplicacion en ingenieria de tejidos y como
propuesta para investigaciones en el campo de la Medicina Regenerativa, los
procesos de descelularizacion publicados tienen ventajas sobre otro tipo de procesos.

Los protocolos de descelularizacidbn son muy especificos para cada 6rgano y tejido.
En este trabajo se aplica el protocolo de descelularizacion desarrollado en el
Laboratorio de Biomateriales del Instituto de Investigacion en Materiales de la UNAM,
al masculo esquelético, resultando efectivo para la utilizacion en la Ingenieria de
Tejidos.

Se obtuvieron andamios descelularizados de musculo esquelético de cerdo joven, a
las cuales se les realizd caracterizacion fisicoquimica, histolégica y biologica de
tejidos nativos y se compraron con los tejidos descelularizados.

Esto se propone como alternativa en el tratamiento de la malformacién congénita de
labio y paladar hendido; en la cual se deben realizar numerosas cirugias a lo largo de
la vida del paciente para ofrecerle una mejor calidad de vida.

Una forma efectiva de resolver este problema es realizando xenoinjertos
descelularizados, conservando componentes estructurales mediante el proceso de
descelularizaciéon para obtener una mejor respuesta de la zona a rehabilitar.

Para medir la efectividad del proceso de descelularizacion, se realiz6 marcaje de
nucleos utilizando la técnica histolégica de tincion Hematoxilina y Eosina (H&E), para
comparar los resultados en los tejidos nativos con las muestras descelularizadas,
cuantificando estos resultados con el software de procesamiento digital de imagenes
Image J.

Para evaluar la morfologia y la arquitectura de la MEC se utiliz6 la técnica de
microscopia electronica de barrido (SEM por sus siglas en inglés), y la tincion
tricromica de Masson para evaluar la microestructura de la colagena.

Los resultados obtenidos en esta investigacion se obtuvo una eficacia del 85.93%para
la descelularizacion el musculo esquelético. Ademas, las técnicas histolégicas e
inmunohistoquimicas mostraron la preservacion de los componentes matriz
extracelular (colagena tipo I, elastina y laminina).
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1 Abstract

Decellularization processes have a great advantage over other types of substitutes,
since it seeks to create decellularized scaffolds for subsequent application in tissue
engineering and as a proposal for research in the field of Regenerative Medicine.

In the search for scaffolds for its application in tissue engineering and as a proposal
for research in the field of Regenerative Medicine, the published decellularization
processes have advantages over other types of processes.

Decellularization protocols are very specific for each organ and tissue. In this work, the
decellularization protocol developed in the Biomaterials Laboratory of the UNAM
Materials Research Institute is applied to skeletal muscle, resulting effective for use in
Tissue Engineering.

Decellularized scaffolds of young pig skeletal muscle were obtained, which underwent
physicochemical, histological and biological characterization of native tissues and were
compared with the decellularized tissues.

This is proposed as an alternative in the treatment of congenital malformation of cleft
lip and palate; in which numerous surgeries must be performed throughout the patient's
life to offer a better quality of life.

An effective way to solve this problem is to perform decellularized xenografts,
conserving structural components through the decellularization process to obtain a
better response in the area to be rehabilitated.

To measure the effectiveness of the decellularization process, nuclei were labeled
using the histological technique of Hematoxylin and Eosin (H&E) staining, to compare
the results in native tissues with decellularized samples, quantifying these results with
the digital processing software of images Image J.

To evaluate the morphology and architecture of the ECM, the scanning electron
microscopy (SEM) technique was used, and Masson's trichrome staining was used to
evaluate the microstructure of the collagen.

The results obtained in this investigation obtained an efficiency of 85.93% for the
decellularization of skeletal muscle. In addition, histological and immunohistochemical
techniques showed the preservation of the extracellular matrix components (type |
collagen, elastin and laminin).
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2 Introduccioén

El labio y paladar hendido es una de las malformaciones congénitas mas comunes, la
cual alcanza 2-3% de nifios nacidos vivos. Es considerada la anomalia craneofacial
mas frecuente. El desarrollo craneofacial desde el punto de vista embrionario es
bastante complejo y ocurre bajo un estrecho control genético, ambiental y factores
teratogénicos el cual se presenta entre la cuarta semanay la décima semana (1).Esta
malformacion afecta el complejo craneofacial y es el resultado de la falta de union
entre los procesos frontonasal, maxilar, medial nasal, y lateral. El labio y paladar
hendido (LPH) se puede encontrar de cuatro formas, principalmente: labio hendido. b.
paladar hendido c. labio y paladar hendido unilaterales d. labio y paladar hendido
bilateral (2,3)

Los pacientes que presentan esta malformacion son sometidos a diversas cirugias a
lo largo de su vida para lograr un cierre total de la fisura palatina y asi devolver la
funcion como es la deglucion, fonacion y respiracion adecuada del paciente. Una de
las consecuencias que se generan por las constantes cirugias es la formacién de
fistulas oroantrales las cuales constan de la apertura postoperatoria con la técnica de
la palatoplastia. Las condiciones en las cuales se encuentra el tejido residual del
paladar duro y blando son muy desfavorables ya que este es muy delgado, presenta
dehiscencias muy amplias y la vascularidad se ve disminuida asi como la capacidad
de regeneracion del tejido (4).

Actualmente no existe una solucién completa y funcional, por lo que los pacientes
deben someterse a multiples cirugias con el riesgo que esto conlleva, por lo cual es
necesario proponer una solucién que trate de disminuir el nimero de procedimientos
guirdrgicos a los cuales se deben ver enfrentados estos pacientes, para ello en este
proyecto se propone el uso de andamios descelularizados con el objeto de promover
la regeneracion de los tejidos musculares que componen el paladar blando y de esta
forma promover una regeneracion guiada de las estructuras palatinas y disminuir la
cantidad de procedimientos quirargicos(5,6)

3 Objetivo y Metas.

3.1 Objetivo

Obtener un protocolo de descelularizacion de musculo esquelético que pueda servir
como potencial xenoinjerto para reconstruccion de estructuras palatinas.

10
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3.2 Metas.

e Proponer un método de descelularizacion de musculo a partir de tejido porcino.

e Establecer la efectividad del protocolo de descelularizacion propuesto por
medio de marcacion de nucleos con DAPI, técnicas histolégicas (tincion de
H&E, Masson).

e Determinar las posibles alteraciones sobre la matriz extracelular del andamio
obtenido mediante técnicas histolégicas (Masson), inmunohistoquimicas
(colagena 1, elastina y laminina) y fisicoquimicas adecuadas para ello
(microscopia electrénica de barrido)

e Determinar las capacidades de la matriz como andamio celular mediante
pruebas biol6gicas de ensayos de viabilidad.

4 Hipobétesis

Aplicar un protocolo de descelularizacion en masculo esquelético de cerdo, resultara
adecuado para obtener un xenoinjerto que permite la regeneracion de estructuras
palatinas de origen muscular.

5 Justificacion

El labio y paladar hendido sigue siendo un problema clinico critico que debe
abordarse, aunque hasta ahora se han considerado diferentes estrategias para el
tratamiento de la reconstruccién temprana de la fistula oroantral y la falta de union
entre los musculos del velo del paladar. La capacidad regenerativa del musculo
esquelético (MS) resulta inadecuada para defectos a gran escala y, en la actualidad,
la reconstruccion de SM sigue siendo una tarea compleja y sin resolver. Para este
objetivo, los musculos disefiados por ingenieria de tejidos deben proporcionar una
alternativa de matriz extracelular biomimética (MEC) adecuada, caracterizada por una
estructura alineada / microtopografica y un microambiente miogénico, con el fin de
promover la regeneracion muscular. Como consecuencia, tanto los materiales como
las técnicas de fabricacion juegan un papel clave para planificar un enfoque
terapéutico eficaz. La MEC descelularizada especifica de tejido parece ser uno de los
materiales mas prometedores para apoyar la regeneracion y reparacion muscular(7).

Por otra parte, la necesidad de realizar un injerto que cumpla con caracteristicas
Optimas como buena vascularidad, biocompatible con la zona receptora, buena
disponibilidad del tejido, reabsorbible y que permitan obtener mejores resultados
estéticos y funcionales en el paladar.

B ————————
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Las limitaciones que existen en la reconstruccion temprana de la fisura palatina, la
fistula oroantral que se presenta como la primera consecuencia de una palatoplastia
primaria y las multiples cirugias por las que debe de pasar el paciente son las
justificaciones principales para realizar este estudio.

6 Marco teoérico

6.1 Tejido muscular

El sistema musculoesquelético comprende uno de los principales sistemas de tejidos
/ 6rganos del cuerpo. Existen tres tipos principales de musculos que se encuentran en
el cuerpo humano: cardiaco, liso y esquelético. Cada tipo de mdusculo tiene
componentes celulares, fisioldgicos y funcionales especificos (4,5). En este trabajo se
hara uso del masculo esquelético.

6.2 Musculo esquelético

El musculo esquelético constituye aproximadamente el 40% del peso corporal total del
ser humano el cual se adhiere al hueso mediante tendones y juntos producen todos
los movimientos del cuerpo.

Su composicién consiste en que esta constituido de miles de fibras musculares
envueltas entre si por vainas de tejido conectivo. Los haces individuales de fibras
musculares en un musculo esquelético se conocen como fasciculos. La vaina de tejido
conectivo mas externa que rodea todo el musculo se conoce como epimisio. La vaina
de tejido conectivo que cubre cada fasciculo se conoce como perimisio, y la vaina mas
interna que rodea la fibra muscular individual se conoce como endomisio. Cada fibra
muscular se compone de varias miofibrillas que contienen varios
miofilamentos. Cuando se agrupan, todas las miofibrillas se organizan en un patrén
estriado unico formando sarcomeros que son la unidad contractil fundamental de un
musculo esquelético. Los dos miofilamentos més importantes son los filamentos de
actina y miosina, que estan dispuestos de forma distintiva para formar varias bandas
en el musculo esquelético, esto le da al musculo esquelético un aspecto estriado(9—
11)

Las funciones primarias del masculo esquelético tienen lugar a través de su proceso
intrinseco de acoplamiento excitacidn-contraccion. A medida que el musculo se une a
los tendones 6seos, la contraccién del masculo conduce al movimiento de ese hueso
gue permite la realizacion de movimientos especificos. EI muasculo esquelético
también proporciona soporte estructural y ayuda a mantener la postura del cuerpo. El
musculo esquelético también actia como una fuente de almacenamiento de

B ————————
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aminoacidos que pueden ser utilizados por diferentes o6rganos del cuerpo para
sintetizar las proteinas especificas del 6érgano. EI musculo esquelético también juega
un papel central en el mantenimiento de la termostasis y actia como fuente de energia
durante la inanicién (9).
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Figura 1. Mdsculos esqueléticos, sarcolema, miofibrilla, neurona motora, capilar sanguineo, endomisio, fibra
muscular (célula), fasciculo, perimisio, vasos sanguineos, epimisio, tendon, fascia profunda(12).

6.2.1 Irrigacion en el masculo esquelético.

La arteria principal o la arteria primaria que suministra sangre al musculo esquelético
discurre paralelamente al eje longitudinal de la fibra muscular (13) La arteria primaria
emite afluentes que se conocen como arterias de alimentacion, que son
perpendiculares a la arteria primaria y avanzan hacia la vaina de tejido conectivo
externo de la fibra muscular llamada perimisio. (14) La arteria de alimentacion se
ramifica en arteriolas primarias que después de dos érdenes mas de ramificacion dan
lugar a arteriolas transversales, que a su vez dan lugar a arteriolas terminales. (15) Las
arteriolas terminales son las ramas vasculares finales, y perfunden los capilares que
estan presentes dentro del endomisio y viajan paralelos al eje longitudinal de la fibra
muscular. La arteriola terminal junto con los capilares que irrigan se conoce como
unidad microvascular y es la unidad mas pequefia de todo el masculo esquelético
donde se puede regular el flujo sanguineo.
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7 Anatomia del paladar duro v velo del paladar.

El paladar duro o bdveda palatina estd formada por las apdfisis palatinas de los
maxilares y las laminas horizontales de los huesos palatinos (figura 2).

Constituye la pared superior o techo de la cavidad bucal, a la que separa de las fosas
nasales. Las apofisis alveolares forman su limite anterior y los dos laterales en tanto
gue, hacia atras, se corresponde con el comienzo del velo del paladar.

El paladar blando o velo palatino, es un repliegue musculo esquelético, de gran
movilidad y activa participacion en la deglucion. Durante este proceso, los masculos
permiten que se eleve y, de esa manera, se aisla las dos porciones de la faringe,
bucofaringe y nasofaringe, a fin de impedir el reflujo de alimentos hacia la via
respiratoria (13).

Figura 2. Esta dividido en dos partes, la boveda palatina o paladar éseo (A) en sus dos tercios anteriores, y
el paladar blando o velo del paladar (B) en su tercio posterior. En el centro y en la parte mas postero inferior del
velo del paladar cuelga la tvula (C). El paladar separa la cavidad bucal de las fosas nasales (17).

8 Anatomia del paladar duro vy velo del paladar.

Las malformaciones craneofaciales congénitas son un grupo de defectos causados
por el crecimiento o el desarrollo anormal de las estructuras del tejido blando y/o de
los huesos del craneo y cara.

Diversas malformaciones craneofaciales (MCF) se deben al mal desarrollo del primero
y segundo arcos braquial, de los que se forman los huesos faciales y los oidos durante

14
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el segundo mes de gestacion. Las causas incluyen varios sindromes genéticos, asi
como factores ambientales prenatales (p. ej., uso de vitamina A, acido valproico).

Cada una de las anomalias congénitas se puede asociar con muchos sindromes
genéticos diferentes (p. €j., el sindrome de Treacher Collins).

Algunas malformaciones craneales congénitas son:

Labio y paladar hendido (LPH).
Craneosinostosis.
Malformaciones de la oreja.
Anomalias oculares.

Defectos de la mandibula.
Macrocefalia.

Microcefalia.

En general, los nifios con MCF deben ser evaluados para otras anomalias fisicas
asociadas y retrasos en el desarrollo que pueden requerir tratamiento.

Las anomalias craneofaciales y musculoesqueléticas son comunes en nifios y
lactantes en los cuales pueden nacer sin musculos individuales o estos pueden
desarrollarse en forma incompleta. Las anomalias musculares pueden aparecer en
forma aislada o como parte de un sindrome. Pueden implican un solo sitio, especifico
(p. €j., labio y paladar hendido, defectos en el velo del paladar) o ser parte de un
sindrome de anomalias congénitas multiples (p. ej., el sindrome velocardiofacial,
sindrome de Treacher Collins)(14).

Estas malformaciones congénitas son las mas comunes en la zona craneofacial que
involucran a las estructuras musculares.

La mas relevante para este estudio es la LPH ya que es la alteracion craneofacial que
requiere mayores intervenciones durante la vida del paciente.

8.1 Labio y paladar hendido

El labio y paladar hendido (LPH) es una de las anomalias craneofaciales congénitas
mas comunes. Se caracteriza por el fracaso de la fusion normal del paladar y el labio
en la linea media durante el desarrollo, lo que resulta en una deformidad clinicamente
evidente del recién nacido. El labio y paladar hendido LPH y el paladar hendido solo
(PH) tienen una morbilidad funcional significativa para el recién nacido sin un
tratamiento adecuado. LPH afecta la capacidad del recién nacido para alimentarse,

B ————————
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incluido el aumento del reflujo nasal, la incapacidad para formar un agarre adecuado
y un mayor trabajo de alimentacion que conduce a la fatiga. Ademas, aunque LPH y
PH aislados no son infrecuentes, estos defectos suelen formar parte de sindromes
congénitos que deben reconocerse y pueden beneficiarse del tratamiento temprano
(15).

8.2 Etiologia

Es de etiologia multifactorial asociada a varios factores de riesgo como son las
malformaciones congénitas que son muy diversas y variadas, sin embargo, podemos
reunirlas en 2 grandes grupos: genéticas y ambientales (16).

Ocupa el segundo lugar como defecto mas comun en el nacimiento, su prevalencia es
de 0.8 a 1.6 casos por cada 1,000 nacidos vivos registrados, de acuerdo a estudios
epidemiologicos, el 37% de los neonatos con labio y paladar hendido padecen una
patologia sistémica y el resto padece Unicamente esta anomalia orofacial, se reporta
gue el 50% de las fisuras orales son combinadas con labio y paladar hendido, siendo
el 25% de estas bilaterales (17).

8.2.1 Tratamiento

Los pacientes con labio y paladar hendido requieren un minimo de 4 eventos
quirdrgicos por caso. La reparacion a menudo se realiza por etapas, con el labio
tratado primero, seguido por el paladar (19).

Antes de la cirugia, para el paladar hendido asociado con el labio, el labio
generalmente se tapa con cinta adhesiva desde aproximadamente una semana de
vida hasta la cirugia. Esto ayuda a reducir el tamafio de la hendidura y mejorar la
simetria. Una medida alternativa y mas agresiva al vendaje labial es el moldeado
nasoalveolar (NAM), que puede conducir a un mejor resultado estético y funcional
después de la cirugia. NAM implica la colocacion de una prétesis que se ajusta a partir
de una impresién maxilar y se usa las 24 horas del dia y se ajusta semanalmente o
quincenalmente. La NAM puede dar como resultado una simetria nasal y una
alineacién alveolar muy mejoradas (14,15)

Teniendo en cuenta complicaciones por cada evento quirdrgico asociado como lo es
la fistula palatina la cual puede complicarse por la dehiscencia de la herida y generar
la formacion de fistulas posterior a esta, ya que tiene como objetivo principal permitir
un desarrollo correcto del habla y separar la cavidad oral de la nasal para evitar la
regurgitacion nasal (15,19). Esta complicacion ocurre frecuentemente como
consecuencia del cierre quirdrgico primario del paladar hendido; su correccion
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requiere, en promedio, tres a cuatro intervenciones quirargicas (19). La palatoplastia
para el paladar se realiza a los 9-15 meses de edad.

Cohen(21) clasifica las fistulas, por su tamafio, en pequefas (1-2 mm), medianas (3-
5 mm) y grandes (mas de 5 mm). Por su localizacion, la clasificacion de Pittsburgh las
divide en: 1) uvulares, 2) del paladar blando, 3) de la unién entre el paladar blando y
el duro, 4) del paladar duro, 5) de la unién entre el paladar primario y el secundario, 6)
alveolar lingual, y 7) alveolar labia(22)!.

El cierre de fistulas palatinas se ha hecho tradicionalmente con el uso de colgajos
mucoperidsticos locales; sin embargo, en uno por cada tres o0 cuatro pacientes ocurre
recurrencia de la fistula. Una vez que falla el cierre del defecto primario, el riesgo de
fistula recurrente aumenta. La fibrosis y la disminucién de la vascularizacion que
sobreviene con cada intervencion podrian explicar el aumento del riesgo. A fin de
disminuir la recurrencia, varios autores han reportado diferentes técnicas quirdrgicas
para el cierre de fistulas nasopalatinas recurrentes, como el uso de colgajo lingual,
colgajo bucal, injertos 6seos, colgajo musculo mucoso bucal, colgajo de grasa bucal,
cartilago, matriz dérmica acelular y colgajo turbinal (23,19).

La eleccién de una zona donante del colgajo debe de estar alejada de la fistula, una
diseccion mucoperidstica poco extensa y un colgajo con vascularizacion segura que
aporte tejido suficiente para evitar tensioén en la linea de sutura, asi como volumen
adecuado para una reconstruccion de espesor completo. Ademas, es preferible
realizar la reconstruccion en un solo tiempo quirdrgico y minimizar la morbilidad de la
zona donante(24).

Por lo tanto, se han tomado en cuenta diversos injertos del mismo paciente (autélogos)
como de origen animal (xenoinjerto), para obtener un tratamiento exitoso y asi permitir
disminuir el nimero de cirugias realizadas y obtener la calidad 6ptima de los tejidos
adyacentes.

9 Injertos musculares

Los tipos de sustratos dérmicos utilizados mas ampliamente son los derivados de la
piel o los materiales a base de colageno. Estos se preparan a partir de piel de donante
de cadaver (aloinjertos) y el colageno tipo I, en ocasiones complementado con
componentes de la matriz extracelular como el colageno tipo 1V, la elastina o los
glucosaminoglicanos, es la base de otro tipo de sustrato dérmico(21).

En la actualidad, los productos preparados por dermis descelularizada son bastante
abundantes, entre los que se encuentran principalmente AlloDerm®, Axis ™, AlloMax
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™ AlloPatch, Axis dermis, Collamend ™, Epiflex®, DermaMatrix®, (22), por
mencionar algunos ejemplos.

Los tejidos mas utilizados en el tratamiento para labio y paladar hendido son la
submucosa dérmica descelularizada, los cuales estan compuestos principalmente de
fiboras de colageno y fibras elasticas que ha sido ampliamente utilizada en el
tratamiento quirdrgico del paladar hendido y la fistula oroantral(23,24) . La desventaja
gue se presenta es que los injertos musculares son variables y se distinguen por ser
de alto costo y dificiles de obtener.

Estudios en animales pequefios como en modelos de ratas y ratones; han tenido
resultados los cuales provocaron la regeneracion parcial del musculo esquelético tras
el tratamiento de la pérdida de musculo volumétrico(22)

Por lo tanto, la necesidad de realizar un injerto que cumpla con caracteristicas 6ptimas
como buena vascularidad, biocompatible con la zona receptora, buena disponibilidad
del tejido, reabsorbible y que permitan obtener mejores resultados estéticos y
funcionales en el paladar.

9.1 Ingenieria de tejidos.

El campo de la ingenieria de tejidos tiene como objetivo restaurar la funcion o
reemplazar los tejidos dafiados o enfermos mediante la aplicacion de principios de
ingenieria y bioldgicos. Estos principios incluyen la selecciébn y manipulacién de
células, el disefio de matrices de andamios, la identificacion y el uso de moléculas de
sefalizacion bioldgica pertinentes. Por lo tanto, proponemos un enfoque de ingenieria
de tejidos para el tejido blandos en el paladar.

9.2 Matriz extracelular

La MEC natural es un microambiente heterogéneo hecho de proteoglicanos, proteinas
y moléculas de sefalizacién, que proporciona rigidez estructural y soporte mecanico,
forma conexiones intracelulares y modula los sitios de union y la actividad de los
factores de crecimiento (32,33).

La composicion de MEC influye en la rigidez de la matriz (que afecta la diferenciacién,
migracion y proliferacion celular), la permeabilidad (que afecta la difusion de nutrientes
a los tejidos y la funcién celular) y las interacciones célula-matriz (que afecta la
adhesion y proliferacion celular) (32). Como consecuencia, la MEC actia como un
microambiente estructural y de sefalizacion para las células.
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Figura 3. Componentes de la matriz extracelular(34).

Varios estudios demostraron que, a pesar de las mejoras realizadas hasta ahora,
todavia falta la biomimética precisa de la estructura compleja MEC y la reproduccion
de un andamio capaz de simular tejidos complejos, como musculo esquelético (27).

La descelularizacion se ha utilizado ampliamente para el desarrollo de andamios
basados en MEC, que conservan la arquitectura y la complejidad de los tejidos nativos,
incluida la vascularidad de la MEC(33). Ademas, se ha sugerido que los andamios
basados en MEC generan oligopéptidos de bajo peso molecular con la capacidad de
reclutar e influir en las células progenitoras enddgenas, desempefiando un papel en
el proceso de remodelacion constructiva y funcional, incluida la vascularidad y la
formacion de inervacion (32).

Los modelos actuales de musculo esquelético han demostrado la capacidad de la
MEC para estimular un grado de neomiogénesis, lo que confirma la prueba de
concepto critica para usar biomateriales compuestos de MEC para la regeneracion
muscular (33).

En diversos estudios se han desarrollado injertos musculares que han ayudado a la
reconstruccion y restauracion de lesiones de musculo esquelético, para las cuales se
han desarrollado diferentes estrategias de ingenieria de tejidos; sin embargo, hasta
ahora no se ha encontrado una solucion biomimética adecuada para obtener
construcciones musculares funcionales (27).
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9.3 Colagena

Las colagenas son moléculas de proteina formadas por aminoacidos. Proporciona
soporte estructural al espacio extracelular de los tejidos conectivos, es la proteina mas
abundante en los mamiferos y representa aproximadamente un tercio de la proteina
total en el cuerpo humano (25,34).

Se puede dividir en varios grupos segun el tipo de estructuras que forman. Se han
descubierto 28 tipos distintos de colageno, pero los mas comunes son los del | al 1V,
y el tipo | comprende mas del 90% del colageno del cuerpo humano.

La colagena esta compuesta por 3 cadenas. Las cadenas se enrollan juntas para
formar una triple hélice. Dado que la glicina es el mas pequefio de todos los
aminoacidos, permite que la cadena forme una configuracién ajustada y puede resistir
el estrés.

El proceso de sintesis de coldgeno ocurre principalmente en las células de los
fibroblastos que son células especializadas con la funcion principal de sintetizar
colageno y estroma. La sintesis de colageno ocurre tanto intracelularmente como
extracelularmente (34).

9.4 Elastina

La elastina es una proteina del tejido conjuntivo con funciones estructurales que, a
diferencia del colageno esta formada de tropoelastina y microfibrillas (35) el cual es
responsable de la extensibilidad reversible (propiedades de retroceso) del tejido,
proporciona principalmente resistencia y confiere propiedades elasticidad a los tejidos.
Se asocia con el colageno y proporciona una funcién complementaria, principalmente
como fibras elésticas (36).

Esta formada por una cadena deaminoacidoscon dos regiones: una
hidrofébica constituida por los aminoacidos apolares valina, prolina y glicina, y otra
hidrofilica con los aminoéacidos lisina y alanina. No posee una estructura secundaria
regular. La region hidrofébica es la que confiere la elasticidad caracteristica a la
elastina.

La elastina es particularmente abundante en tejidos y Organos que requieren
elasticidad o experimentan ciclos de alargamiento y encogimiento, como los pulmones
[3-7%, piel (2-3%), vasos sanguineos (28-32%) y ligamentos elasticos (50%)] musculo
esquelético (70%). Ademas, juega un papel clave en la funcionalidad de estos tejidos
debido a su participacion en muchos procesos de sefializacion celular (37)
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9.5 Laminina

Las lamininas son una familia de glicoproteinas de alto peso molecular que funcionan
como componentes de la matriz extracelular de la membrana basal estructural.

Las lamininas junto con otras proteinas estan presentes en tejidos especificos como
el musculo. Es dentro de esta matriz donde regulan predominantemente el crecimiento
celular, la motilidad, la adhesion y la estabilidad estructural a través de interacciones
proteina-proteina(38).

Son heterotrimeros compuestos por cadenas polipeptidicas homélogas alfa, beta y
gamma. Individualmente, estas cadenas tienen una organizacion distinta de dominios
estructurales y pueden exhibir actividades bioldgicas, incluido el autoensamblaje y la
interaccién de proteinas. Tiene un papel en la unién, migracioén y organizacion celular
de los tejidos durante el desarrollo embrionario a través de interacciones con otros
componentes de la matriz extracelular (39).

10 Descelularizaciéon

La descelularizacion es el proceso usado en ingenieria de tejidos para aislar la matriz
extracelular (MEC) de las células que lo habitan, dejando un andamio de MEC del
tejido original, que puede ser utilizado en érganos artificiales y regeneracion tisular.

La descelularizacion se ha convertido en una técnica para transformar diferentes
organos, como la piel, el corazon, el higado, los rifiones, los musculos, la mucosa, los
nervios, los tendones, los ligamentos y los vasos sanguineos, en MEC-G bioactivo
mediante el procesamiento fisico y / o quimico (40).

Uno de los beneficios del xenoinjerto muscular descelularizado son sus propiedades
mecdénicas (similares a la del masculo nativo), asi como conservar la organizacion
normal del colageno y los canales vasculares acelulares.

Al descelularizar el xenoinjerto, se genera un implante biolégico inmunolégicamente
inerte. El xenoinjerto descelularizado se utiliza para cerrar defectos amplios que
afectan el paladar duro y blando (29,41).

10.1 Métodos de descelularizacion.

Los protocolos de descelularizacion pueden involucrar una mezcla de procesos
fisicos, quimicos y bilégicos los cuales remueven los componentes celulares sin
afectar de forma agresiva la organizacion, composicion e integridad mecanica de la
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matriz extracelular. Primeramente, se busca realizar la lisi celular (pérdida de la
continuidad de la membrana) de modo que se interrumpa la viabilidad celular (42).

Algunos trabajos mencionan un proceso de descelularizacion el cual se ha llevado con
éxito en 6rganos como traquea, venas, arterias y corazon. Sin embargo, los protocolos
de descelularizacion son altamente sensibles e independientes a las caracteristicas
del tejido nativo, por lo que se debe realizar un protocolo para cada tejido u 6rgano
especifico y asi obtener un proceso de descelularizacién efectivo. El xenoinjerto de
origen porcino descelularizado resulta tener un mayor éxito en la aplicacién clinica,
debido a los componentes de la MEC y a la morfologia que este posee (16,44).

En términos generales un protocolo de descelularizacion tipico presenta los siguientes
pasos: a) lisis de la membrana celular por medio de tratamientos fisicos y soluciones
iGnicas. b) separacion de los componentes celulares de la MEC usando tratamientos
enzimaticos. c) solubilidad de los componentes citoplasmaticos y nucleares de las
células a través de tratamientos con detergentes, d) lavado y remocién de los
remanentes celulares de la MEC. Los pasos anteriores pueden ser repetidos las veces
gue se requiera para aumentar la efectividad del método (41).

Es importante conocer el principio activo de cada agente dentro del protocolo de
descelularizacion, ya que la estrategia debe ser éptima en relacion al tejido, tomando
en cuenta duracion, variables ambientales y concentracion, valorando la efectividad
del método y los efectos en la composicién, funcionalidad y arquitectura de la MEC
obtenida (40,41).

10.1.1 Agentes fisicos

Los agentes fisicos en el proceso de descelularizacion son: agitacion, perfusion,
gradientes de presién, descongelacion y electroporacion, la ventaja de estos métodos
es la remocion de los restos de materia celular remanentes de la MEC (41).

e Perfusion

La perfusiéon es un método que ayuda a introducir de manera lenta y continua un
liquido a un tejido u érgano, a través del lecho vascular(41,45). La posible desventaja
puede presentar una excesiva presion de bombeo que pueda llegar a dafar la MEC.

Se deben utilizar disoluciones con agentes quimicos que actian sobre las células,
para llevar a cabo la descelularizacion. Gracias a la presion del fluido, el agente
descelularizante tiene un mayor alcance por difusién sobre todo el volumen del 6rgano
o tejido y tiene la cualidad de arrastrar los restos resultados de la lisis celular (41).
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10.1.2 Agentes quimicos

Los métodos quimicos implican el uso de una variedad de detergentes para romper
los enlaces célula-célula y célula-matriz, que se han considerado como el método mas
extenso y robusto para la descelularizacion. Estos detergentes se pueden clasificar
en cuatro categorias: ibnicos (dodecilsulfato de sodio: SDS), no iénicos (Triton X-100),
bipolares (CHAPS), alcalinos y &cidos. El mecanismo de estos detergentes para la
descelularizacion incluye facilitar la lisis celular y solubilizar los componentes celulares
liberados mediante la formacién de micelas. La eleccion de los detergentes depende
de las caracteristicas del tejido, como la densidad celular, el contenido de lipidos y el
grosor. La siguiente seccion resumira la receta Optima de agentes de
descelularizaciéon para eliminar los componentes celulares de manera eficiente de
todo el sistema de érganos (41).

10.1.3 Agentes biolégicos.

La tecnologia enzimatica para la descelularizacion se utiliza con frecuencia para
interrumpir las interacciones entre las células y la MEC, o para eliminar material
antigénico para disminuir la inmunogenicidad (46). Generalmente, las proteasas (p.
Ej., Tripsina, pepsina), nucleasas (p. Ej., DNasa, RNasa), lipasa, heparinasas y
hialuronidasas son las enzimas proteoliticas mas ampliamente aplicadas en
protocolos de descelularizacion para una variedad de tejidos Se ha demostrado que
los métodos enziméticos para la eliminacion de desechos celulares son dirigidos
especificamente a las proteinas para interrumpir las adherencias entre células y ECM
(41,46).

e DNasa e hidrélisis enzimatica

Las nucleasas, incluidas las ADNasas y las ARNasas, se utilizan para escindir
secuencias de acidos nucleicos después de la lisis celular en los tejidos. Hallazgos
recientes han demostrado que los discos intervertebrales sometidos a tratamiento con
0,02 mg / ml de ADNasa y 20 mg / ml de ARNasa, no solo eliminan el ADN residual a
niveles aceptables de menos de 50 ng / mg de peso seco, sino que también reducen
notablemente el tiempo total de procesamiento de digestion MEC(44)
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Figura 4. Agentes fisicos, quimicos y bioldgicos para realizar el proceso de descelularizacion(l).

11 Metodologia experimental.

Este trabajo se basa en la Hipétesis de que un andamio que presenta diversas
ramificaciones arteriales para su irrigacién como lo es el musculo recto abdominal de
cerdo (RA) (42), puede ser obtenido mediante la misma metodologia de
descelularizacion. Enfocado en demostrar la efectividad del proceso sobre el andamio
natural sin afectar significativamente la configuracion de la Matriz Extracelular (MEC).

En el presente capitulo se describe la metodologia para obtener un protocolo de
descelularizacion de muasculo recto abdominal de cerdo (RA).

La efectividad del proceso de descelularizacion se evalu6 comparando la muestra
descelularizada con el tejido nativo. Se cuantificaron nucleos celulares visibles gracias
a las tinciones histolégicas hematoxilina y eosina (H&E) en conjunto con DAPI, con
software de procesamiento digital.

Para evaluar la preservacion de la MEC se utilizaron diversas técnicas de
caracterizacion: en histologia se utilizdo Tricrdmica de Masson, y las muestras se
observaron con la técnica de microscopia electronica de barrido (SEM), que también
puede dar una estimacion de la descelularizaciéon, ya que las micrografias a mas de
500X permiten ver algunas células en las muestras nativas, que no se presentan en
las muestras descelularizadas.
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11.1 Procuracion de las muestras.
11.1.1 Musculo recto abdominal porcino.

Todos los experimentos con animales se trabajaron cumpliendo con la norma oficial
NOM-062-Z00-1999.

Se trabajo con cerdos raza Landrance se obtuvieron 9 muestras (n=5) de musculo
recto abdominal, de entre 20 cm a 23 cm de largo y 6 cm a 8 cm de ancho. Todos de
machos jovenes de entre 100 a 110 kg y de 6 meses de edad. En condiciones estériles
en el rastro TIF # 194 (certificacion tipo Inspeccion Federal) se realiz6 la extraccion
del masculo recto abdominal (MRA) (figura 5).

El certificado tipo Inspeccién Federal (TIF) es un reconocimiento que otorga la
Secretaria de Agricultura y Desarrollo Rural, a través del Servicio Nacional de
Sanidad, Inocuidad y Calidad Agroalimentaria (SENASICA), a las empresas
dedicadas al sacrificio y procesamiento de carne, en México, se les da esta
certificacion a los establecimientos que tienen instalaciones adecuadas y cumplen con
la norma de higiene e inocuidad de los productos carnicos.

Las muestras se mantuvieron en una disolucion amortiguadora e isotonica de buffer
de fosfatos, PBS (MERCK) concentrada al 1x (se prepararon 2 sobres de 1g en 2L de
agua desionizada estéril) y mantenidas a 4°C para su traslado inmediato al Laboratorio
de biomateriales del Instituto de Investigacién de Materiales de la UNAM (figura 6).
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Figura 5. Extraccion del musculo recto abdominal. (A) se realiza incision transversal del punto diafragma a la pelvis
para visualizar el campo quirargico. (B) Se puede observar la extension del musculo recto. (C)Vaina posterior del
peritoneo. (D) Presencia de la vena epigastrica (flecha amarilla)

Proceso de descelularizacién
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~ L

=~

Figura 6. Proceso de descelularizacion.
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11.2 Preparacion de la muestra para su caracterizacion.

La toma de muestras para su posterior caracterizacion se llevo de igual manera en las
muestras nativas y descelularizadas. Una vez que se obtuvieron las muestras en el
Laboratorio de Biomateriales, dentro de la campana de flujo laminar y con ambiente e
instrumental estéril se procedié a hacer 3 cortes de cada una para su posterior
caracterizacion:

1.1. Muestra control para histologia: se fija 1cm?® de muestra en PFA(MACRON)
a 4% (toda la noche y se hace cambio a PBS 1X (Sigma-Aldrich), se
mantiene en PBS hasta que se lleve a cabo la técnica histolégica para
inclusion de la muestra.

1.2. Muestra control para inmunohistoquimica: se incluye 1cm? en Tissue-Tek y
se mantiene en congelacion (a -40°C).

1.3. Muestra control para SEM: se fija en una solucion de 2.5% de glutaraldehido
(EMS) y se procesa segun el protocolo indicado para secado de muestras
bioldgicas por punto critico para ser observadas por SEM.

11.3 Protocolo de descelularizacion.

El protocolo de descelularizacion se llevé a cabo en condiciones estériles, dentro de
la campana de flujo laminar.

El musculo recto abdominal se conecté a un catéter #18G (ETHICON) para la vena y
arteria epigastrica por su porcién mesial y #19G (ETHICON) para venas y arterias
perforantes por la vena y arteria epigastrica en su porcién distal, los cuales se fijaron
usando un punto de sutura simple de polipropileno 2/0. Las 2 porciones se unieron
mediante un adaptador (Masterflex) a una manguera (Masterflex #16), por donde
circularon las diferentes disoluciones descelularizantes.

La muestra se coloc6 en un sistema cerrado, dentro de una superficie concava de
vidrio estéril con capacidad de 1000 mL de la disolucién de descelularizacion en turno
(tabla 1), el extremo suelto de la manguera se sumergioé en los mismos 1000 mL de
disolucién descelularizante , de tal forma que la parte media de la manguera se coloco
dentro de una bomba peristaltica de rodillos (Masterflex , easy-load), haciendo fluir las
disoluciones descelularizantes con una velocidad de flujo 40mL/min (figura 7 (C)).
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Figura 7. Proceso e descelularizacién(A)Bomba peristéltica funcionando y 1 muestra dentro de la superficie
concava, sometida al proceso (B) Canalizacién de vena y arteria perforantes con catéter #19G. (C)Flujo de
disoluciones descelularizantes en un circuito cerrado (muestra sefialada con flecha roja).

La bomba peristéltica tiene 2 cabezales, lo que permite trabajar con 4 puntos
diferentes al mismo tiempo de manera independiente, estos puntos se rotaron en
direccién a las manecillas del reloj cada 24 horas (figura 7A). 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 de las venas y arterias
epigastricas y perforantes y su retorno hacia la bomba (figura 7C).

Durante el proceso de descelularizacion, el masculo recto abdominal se expuso a
diversas disoluciones en distintos tiempos de exposicion, el protocolo total tiene una
duracion de 25 dias, a temperatura ambiente, dentro de la campana de flujo laminar.
El protocolo de descelularizacion utilizado en esta investigacion se describe a
continuacion (Tabla 1):

El flujo de las disoluciones se hizo pasar en direcciobn mesial a distal. Los cambios de
disoluciones se realizaron cada 24 horas, previo a 3 lavados con 1000 mL de PBS 1x
(Sigma-Aldrich) en las mismas condiciones de perfusion.
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1) Se introdujo en una disolucion de dodecil sulfato de sodio, SDS (Sigma) al 1%
(1%de peso en agua desionizada estéril). Se perfundio por un lapso de 528
horas, haciendo cambios de disolucion cada 24 horas.

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

3) Se dejo perfundiendo por 24 horas una disolucion de DNasa-1 (Roche) a una
concentracion de 0.001 mg/mL en  solucién salina tamponada con PBS 1x
(Sigma-Aldrich).

4) Finalmente, en las mismas condiciones de perfusion, se hizo el cambio de
disolucién a 1000 mL de PBS (Sigma-Aldrich) durante 24 horas.

Tabla 1. Protocolo de descelularizacion aplicado

SDS 1% de peso en agua desionizada estéril. 22 horas.

PBS 1% de peso en agua desionizada estéril. 1 dia.

DNasa-1 0.001 mg/mL. 1 dia.
1 dia.

PBS 1% de peso en agua desionizada estéril.

11.4 Caracterizacion del andamio descelularizado.

Las técnicas de caracterizacion utilizadas en este trabajo buscan comprobar la
efectividad del proceso de descelularizaciéon y la preservacion de la MEC del tejido
muscular esquelético.

Los agentes usados para realizar un protocolo de descelularizacion exitoso conllevan
a eliminar el componente celular de un érgano y/o tejido para mantener intacta la MEC.
Es importante elegir los agentes adecuados para no dafiar la MEC (proteinas) y
eliminar el mayor componente celular posible para no generar una respuesta inmune
en el receptor.

En el presente trabajo se pretende conservar una MEC del tejido descelularizado, para
lo cual se sometieron las muestras del MRA a diferentes técnicas de caracterizacion,
comparando los tejidos antes y después de ser sometidos al proceso de
descelularizacion.
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La tincidn tricromica de Masson donde se pueden observar las fibras de colagena,
microscopia electronica de barrido (SEM) para visualizar los cambios estructurales del
tejido, inmunohistoquimica para observar la presencia de proteinas que componen la
MEC como son colagena tipo I, laminina y elastina, asi como la viabilidad celular en
el cual se analizara si el constructo es citotoxico.

11.4.1 Histologia

La caracterizacion histolégica se realizé de la misma manera para todas las tinciones
utilizadas en este trabajo de investigacion, asegurando asi un proceso uniforme para
todas las muestras. Los procesos de deshidratacidon y de inclusion se realizaron en el
Departamento de Microscopia de la Facultad de Medicina de la UNAM.

Las muestras destinadas a esta técnica de caracterizaciébn, como se menciond
anteriormente en este trabajo, se encontraban preservadas en PBS 1X a 4 °C.

Todas las muestras se sometieron a un proceso de deshidratacion, con agitacion
constante dentro de 10 ml en diferentes disoluciones de etanol, por cada 30 min cada
una, posteriormente a la deshidratacion, se aclaré la muestra con Xilol con el mismo
sistema de agitacion (tabla 2).Las muestras deshidratadas y aclaradas con Xilol se
sumergieron en parafina, dicho proceso se llevé a cabo en 2 pasos, colocando cada
corte en un frasco con 5 mL de parafina, dentro de la estufa a 50°C antes de la
inclusién.

Las muestras se incluyeron en parafina, dentro de un casset de inclusién en el
Departamento de Microscopia de la Facultad de Medicina, a los que se les realizaron
cortes de 5 ym y un angulo de 5° en el microtomo (ZEISS). Los cortes se colocaron
en bafio Maria a 35°C para colocarlo en portaobjetos, secarse y desparafinar.

Tabla 2. Proceso de deshidratacion de tejidos e inclusion en parafina

Disolucion. Tiempo (min).

ETOH 70% 30

ETOH 80% 30
ETOH 96% (1) 60
ETOH 96% (2) 60
ETOH 100% (1) 60
ETOH 100% (2) 30
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ETOH 100% (3) 30
Xilol (1) 30
Xilol (2) 30
Parafina (1) 60
Parafina (2) 60

Para tefir los cortes histoldgicos, los portaobjetos se introdujeron a la estufa a una
temperatura de 60°C para retirar los restos de parafina, durante 25 minutos. Previo
a este paso se sometieron las laminillas a un proceso de rehidratacion,
sumergiendo los portaobjetos en las distintas soluciones del proceso de
rehidratacion (tabla 3). Finalmente, las muestras se tifieron con 2 técnicas:
Hematoxilina y Eosina (H&E) y Tricromica de Masson, dependiendo de las
caracteristicas a estudiar.

Tabla 3. Proceso de deshidratacion de tejidos e inclusion en parafina.

Xilol (1) 5 min
Xilol (2) 2 min
ETOH 100% (1) 2 min
ETOH 100% (2) 2 min
ETOH 96% (1) 2 min
ETOH 96% (2) 30s
ETOH 80% 30s
ETOH 70% 30s
ETOH 60% 30s
ETOH 50% 30s
H->O bidestilada. 30s
H-0 bidestilada. 5 min
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11.4.2 Hematoxilina 'y Eosina.

Para realizar la tincion de Hematoxilina y Eosina (H&E) se verifico la efectividad de los
diferentes pasos del proceso observando al microscopio Optico. Se sumergieron los
portaobjetos en las diferentes soluciones bajo los tiempos establecidos (tabla 4) (figura 8).
Con dicha tincion se evaluara la efectividad de la descelularizacion en las muestras sometidas,
asi como localizar estructuras basdfilas, como nucleos celulares en tono azul (hematoxilina)

y estructuras aciddfilas de color rosa (eosina)(45).

Tabla 4. Tincién H&E

[ mswsen T e

Hematoxilina de Harris. 5 min
Agua corriente a flujo constante. 2 min
Disolucion saturada de carbonato 30s

de litio.
Agua corriente a flujo constante. 2 min
Eosina solucion de trabajo. 30s
ETOH 96% (1) tincién. 30s
ETOH 96% (2) tincién. 30s

11.4.3Tincidn tricrdmica de Masson.

La tincion tricomica de Masson esta compuesta de 3 colorantes (Hematoxilina Férrica,
azul de anilina y Fuscina Escarlata) estos se encargan de tefiir los elementos acidoéfilos
cémo el masculo, citoplasma, y queratina (rojo) nucleos celulares (negro) y colagena
(azul) (tabla 5) (figura 8).

Tabla 5. Tincién Tricromica de Masson

Disolucion. Tiempo.
Solucién de Bouin. 1 hora a 56°C.
Agua destilada. Hasta retirar la disolucion de Bouin.
Hematoxilina Férrica. 10 min.
Agua destilada. 2 min
Fuscina Escarlata de Brebich. 15 min
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Agua destilada. 2 min
Disolucién acida fosfotungstico-fosfomolibdico. 10 min
Agua destilada. 2 min
Disolucion de azul de anilina 3 min
Agua destilada. 2 min
Acido acético al 1% 30s
ETOH 96% (1) tincién. 30s
ETOH 96% (2) tincién. 30s

Terminando el proceso de las tinciones se procede al proceso de rehidratacion de
laminillas (tabla 3), las cuales se fijaron con resina y se dejaron secar 24 horas, antes
de proceder a la observacion en el microscopio Axiozoom de Microscopia de la
Facultad de Medicina UNAM.

Los cortes histolégicos se observaron en el microscopio Axiozoom V16 de la Unidad
de Microscopia de la Facultad de Medicina de la UNAM, a diferente aumento para
localizar las diferentes estructuras celulares de las muestras.
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Tricrémica de Masson. Hematoxilina - Eosina

Tejido Nativo.

Tricrémica de Masson. Hematoxilina - Eosina

Tejido Descelularizado.

Figura 8. Procedimiento de tincion tricrdmica de Masson y Hematoxilina & Eosina de tejido nativo y
descelularizado.

11.5 Microscopia electronica de barrido

La microscopia electronica de barrido o SEM (Scanning Electron Microscope), forma
parte de la caracterizacion la cual nos permite evaluar la estructura de las MEC, la
cual produce imagenes de alta resolucion y gran amplificacion.

A los cortes destinados para SEM se les preservo en una disolucion de 2.5% de
glutaraldehido durante 24 horas. Se le realizaron 3 lavados en agitacién, con 2 ml una
solucién de buffer de cacodilato de sodio a 0.1, a 4°C. Finalmente se deshidrataron
las muestras (tabla 2) y se secaron en una cadmara de CO:2 por punto critico y se
recubrieron con oro por sputtering por 4 minutos.

Las muestras se observaron a diversos aumentos (45X, 59X,141 X, 287X), con un
voltaje de 20 kV.
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Figura 9. Observacion de muestras de SEM (A) Preparacién de muestra nativa y descelularizada
(deshidratacion). (B) Observacion de muestras en microscopio EVO

11.6 Analisis inmunohistoquimico

Se tomaron fragmentos de 1 cm?® de muestra nativa y descelularizada, las cuales se
colocaron en moldes de aluminio y se incluyeron en medio de montaje Tissue-tek, se
congelaron a -30°C. Las muestras que se encontraban en Tissue-Tek se les realiz
cortes de espesor de 25 pym en frio utilizando el criéstato (Zeiss), las cuales se
montaron en portaobjetos de vidrio (SuperFrostPlus).

Las muestras se descongelaron en PBS durante 10 minutos antes de cada ensayo.

Se utilizé6 como buffer de trabajo Tris (TBS) -HCL 0.5 M, el cual tiene una capacidad
amortiguadora de un pH de 7.6, posterior a esto se realizé una solucién de bloqueo
con albumina al 1%, Tris-HCL y Triton x100.

Para la preparacion de muestras se realizaron 2 lavados de 5 minutos a las laminillas
para eliminar el medio de montaje (tissue-tek) con PBS. Posterior a esto se retiraron
las laminillas del PBS y se secaron perfectamente para construir la barrera hidrofébica
alrededor del tejido. Se aplico en las muestras, la solucion de bloqueo con 0.4 mL de
suero normal de cabra durante 1 hora a 37°C, transcurrido el tiempo se decanté la
solucion de bloqueo y se incub6 con el anticuerpo primario monoclonal. Se realizaron
3 lavamos con TrisHCL durante 5 minutos para después incubar el anticuerpo
secundario. Finalmente se hicieron 3 lavados con TriHCL durante 5 minutos (figura
10).
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El efecto del proceso de descelularizacion sobre la colagena tipo I, laminina y elastina
fue evaluada mediante inmunofluorescencia usando anticuerpo primario monoclonal
para colagena tipo I[Col-1] (ab6308, Abcam), elastina [BA-4] (ab9519, Abcam) y
laminina (ab11575, Abcam) 1ug/mL a una dilucion 1:200. Como anticuerpo
secundario se us6 un anticuerpo para IgG de raton y conejo a una dilucion de 1:500.

En cada uno de los experimentos de inmunofluorescencia descritos anteriormente se
llevé a cabo bloqueo para evitar una union inespecifica usando suero normal de cabra
(SIGMA). La incubacion con cada uno de los anticuerpos primarios se realizé a 4°C
durante 24 horas a obscuridad. La tincion de los ndcleos se realizé usando medio de
montaje 4°,6’-diamidine-dihydrochloride (DAPI) a una concentracién de 1mg/mL. En
el caso de los anticuerpos secundarios estos fueron incubados durante 2 horas a
37°C. Las micrografias se obtuvieron con microscopio Axiozoom de la Unidad de
Microscopia en la Facultad de Medicina de la UNAM.

Con la ayuda del programa Image J, se tomaron 5 campos en 5 segmentos de
musculo esquelético diferentes que fueron sometidos a descelularizacién y el mismo
namero para segmentos musculares nativos. Con el promedio de los datos obtenidos
y a través del programa GraphPad (San Diego).

@ Preparacion de las @ Immunohistoquimica.
muestras. S
e .
’_\ r,__ — ; - ® //,I'\unrocrcrrn

- Anticusrpo secund ario——
- ~
o : > Anticuerpo primario.

r| \\ Cortes ds muiscula
il - Antigeno. /—deacel.larizawyl\lﬂtivo

— @ Micrografias de las muestras.

154

Figura 10. Proceso para analisis inmunohistoquimico. (1) Preparacion de muestra y cortes en frio con criéstato.
(2) Ensayo inmunohistoquimico. (3) Observacion de las muestras en microscopio de fluorescencia.

36



r.i“ . . ..,__Mﬂ
JUN/MEH \;._ Desarrollo de un andamio descelularizado para g
' b aplicacién en regeneracion de estructuras palatinas w UNAM

PROGRAMA DE MAESTRIA ¥ DOCTORADO 1904

11.7 Aislamiento y cultivo de células mesenquimales derivadas de
pulpa dental humana.

Se obtuvieron las células mesenquimales derivadas de pulpa dental del Posgrado de
la Facultad de Odontologia de la UNAM.

Las células se filtraron a través de un separador celular (BD Falcon) de 70um y se
centrifugaron a 1200 rpm por 5 min, posteriormente, se sembraron en frascos de
cultivo (BD Falcon) a una densidad de 50,000 células/cm3.Después de 24 horas, se
cambio el medio y las células adheridas se dejaron expandir hasta obtener una
confluencia del 90%. Las células se mantuvieron con medio DMEM (Gibco)
suplementado con 10% de suero fetal bovino (Gibco) y 1% de
penicilina/estreptomicina (Gibco).

? """ 0O

\.“ : IIIIIII’ D_#/ .'_

Células -
masenguimales de
pulpa dental

........ */O.--"/ ﬂgam
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Figura 11. Aislamiento y cultivo de células mesenquimales derivadas de pulpa dental.

11.8 Recelularizacion del andamio descelularizado.

El andamio de musculo esquelético descelularizado se esterilizd previo a los ensayos
bioldgicos incubandolos en una solucién de 10% de antibiético-antimicético en PBS
durante 24 horas a 4°C, y después se irradié con UV durante 30 min.
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Se cortaron 15 peliculas de 25 ym en frio, las cuales se colocaron en placas de 24
pozos (Fila A, 3 andamios, 1 por pozo). Se rotularon cada caja de 24 pozos con los
periodos: 48 horas y 30 dias. Se dej0 espacios entre cada periodo para evitar
contaminacion durante la manipulacion de las muestras.

Las células mesenquimales aisladas, se sembraron sobre el tejido muscular
descelularizado. Se resuspendieron 50,000 células/cm3en 10 pl y estas se sembraron
sobre los andamios estériles y secos durante 1 hora (50,000 células/cm?®). Después
de este periodo, los constructos se cultivaron con medio DMEM (Gibco) a 37°C y 90%
de humedad relativa durante el tiempo que dur6 el ensayo.

11.8.1 Ensayo de viabilidad celular.

En pozos separados se colocd un control positivo que consiste en sembrar
aproximadamente 25,000 células/cm® sobre un cubreobjetos de vidrio estéril e
incubado durante 1 h y un control negativo que va a incluir células previamente
tratadas con un agente citotéxico (etanol al 70% durante 30 min)

Se colocaron 50,000 células/pozo y se incubaron los constructos a 37 °C durante 48
horas y 30 dias. Transcurridas las primeras 48 horas, con cambios de medio de cultivo
DMEM (Gibco), cada 24 horas en campana de flujo laminar.

Se retir6 el medio de cultivo y a continuacion se realizaron 3 lavados (2 con PBS) (1
con DPBS) a excepcion del control negativo, para incubar a 37°C por 15 minutos.
Posteriormente, se afadié 300ul del homodimero de etidio y calceina a los
constructos, se taparon las cajas de cultivo con aluminio y se incubaron durante 15
minutos a 37°C. Finalmente se retird6 el homidimero de etidio y la caseina, y se
tomaron las micrografias en la Unidad de Microscopia de la Facultad de Medicina de
la UNAM, utilizando las longitudes de onda de excitacion de los fluorocromos las
cuales fueron 494 uym para la calceina y 528 ym para el homodimero de etidio,
respectivamente. Posteriormente, los recuentos celulares se efectuaron con ayuda del
software Image J.
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Prueba de viabilidad celular

Figura 12. Recelularizacion del andamio descelularizado y ensayo de viabilidad celular.

12 Resultados vy discusidn

12.1 Efectividad del proceso de descelularizacion.

En este trabajo se muestra la caracterizacion y evaluacion de la matriz
descelularizada. ElI masculo esquelético de cerdo que se sometié al protocolo de
descelularizacion antes mencionado, para retirar el mayor componente celular.
Macroscopicamente se observé el cambio gradual de color a lo largo del proceso de
descelularizacién por perfusién, generando un andamio completamente blanco,

conservando su estructura macroscopica (figura 13).
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Figura 13. Macrografias de un segmento de misculo esquelético nativo y después de ser sometido al proceso de
descelularizacion. (A) Masculo Nativo. (B) Musculo descelularizado.

Un protocolo de descelularizaciéon 6ptimo remueve todos los componentes celulares y
deja los componentes de la matriz extracelular (MEC) intactos (29). El marcaje de los
nucleos con DAPI muestra la disminucion del material celular después de someter las
muestras de musculo esquelético al proceso de descelularizacion. De igual forma la
tincion de H&E mostrd la remocion del componente nuclear (figura 14 (E, F)).
Posterior a la tincion de H&E y DAPI, se midi6 la efectividad del proceso de
descelularizacion en el masculo esquelético utilizando el software de analisis de
imagen. Se tom6 en cuenta la medida minima de los ndcleos celulares que pueden
encontrarse en el tejido 5um? y su equivalencia en pixeles aumento de la imagen de
112 x.
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Figura 14. Efectividad del proceso de descelularizacion del muisculo esquelético a través histologia y DAPI, (A):
musculo nativo donde se aprecian los nucleos de las células tefidos con H&E (morado) y las fibras musculares
(rosa). (B) matriz de musculo descelularizado donde se observa un porcentaje menor de nucleos (C): Musculo
nativo tefiido con DAPI donde se observan los nucleos de la célula (azul), (D): Misculo descelularizado. (E, F)
Estadistica de la cuantificacion de nucleos con H&E y DAPI.

Para el analisis de imagen con Image J se tomaron dichos aumentos a las micrografias
de tal forma que los nucleos celulares pueden ser captados por el software. Con los
resultados de la cuantificacion de 5 muestras de musculo esquelético y su contraparte
descelularizadas se mostré una diferencia significativa de la cantidad de nudcleos
celulares presentes (p<0.5) (figura 14 Ey F). (46)

Para conocer la efectividad del protocolo de descelularizacion, se calculé el promedio
de descelularizacién de los cortes histolégicos del musculo esquelético, los resultados
concuerdan con la literatura, que menciona que el porcentaje de minimo para
aprovechar los andamios en las aplicaciones de Ingenieria de Tejidos debe ser entre
70% y 80%. El musculo esquelético se encuentra por encima de este rango. (21,74)
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Tabla 6. Porcentaje de descelularizacién del musculo esquelético, segln la cuantificacién realizada por el
software Image J.

Desviacion
estandar

Porcentaje de descelularizacion

Musculo esquelético 85.93% 113.26%

Los protocolos de descelularizacion mas efectivos incluyen una combinacion de
enfoques fisicos, quimicos y enzimaticos. Un protocolo de descelularizacion
generalmente comienza con la lisis de la membrana celular mediante tratamientos
fisicos o soluciones ionicas, seguida de la separacion de los componentes celulares
del MEC mediante tratamientos enzimaticos, la solubilizacion de los componentes
celulares nucleares y citoplasmaticos con detergentes y finalmente, la eliminacion de
los restos celulares del tejido. (47) Por otra parte, diversos autores han desarrollado
protocolos de descelularizacion para una gran variedad de tejidos, pero en especifico
para el muasculo esquelético se utilizO una concentracion relativamente baja de
agentes de descelularizacion (tripsina/EGTA, SDS, Triton X-100, PAA, ETOH y
DNasa/galactasa) durante 153.5 horas para lograr la descelularizacion en
comparacién con las concentraciones informadas para la descelularizaciébn por
perfusion de 6rganos sélidos, como el corazén, el higado y el rifidn(48,49). “En el caso
de nuestro estudio el tiempo de exposicion fue mayor debido al tamafio del tejido
muscular esquelético que fue de 22 cm”. Se menciona que para obtener un protocolo
exitoso se requiere la preservacion y disponibilidad de la microcirculacién interna,
técnicas asépticas y libres de pirégenos y perfusion secuencial a 40 mL/min por arteria
y/o vena, asi como agentes fisicos, quimicos y enzimaticos adecuados en un tiempo
de exposicion controlado.(46). Se han utilizado diversos agentes para el proceso de
descelularizacion como: acido peracético (PAA) el cual puede alterar eficazmente la
membrana celular y los organulos intracelulares (47). Otros estudios demostraron que
Triton X-100 no fue eficaz para eliminar completamente el material celular de un vaso
sanguineo, tendén y ligamento después de la exposicién hasta por 4 dias (47) Se
encontré que el tratamiento con Tritbn X-100 alteraba severamente el tendén con
respecto a la resistencia a la traccién de las fibras de colageno aisladas, asi como la
microestructura de la MEC por una exposicién prolongada. (50) Una variedad de
tejidos porcinos, incluido el SIS (intestino delgado) y las capas de la vejiga urinaria, se
han descelularizado utilizando PAA. Este tratamiento es muy eficaz para eliminar el
material celular de estas estructuras delgadas de MEC y, al mismo tiempo, desinfecta
el material al introducir microorganismos y oxidar enzimas microbianas(51,52) El

L
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método de digestion detergente-enzimatica es una mejor técnica para la
descelularizacion, ya que permite tanto la descelularizacion completa como la
preservacion de la estructura del andamio muscular (MEC) (53) . Los resultados de la
efectividad de la descelularizacidn indica que el protocolo propuesto resultd efectivo
para obtener un andamio de musculo esquelético descelularizado debido a que los
agentes tanto fisicos (perfusion), quimicos (SDS) y enzimatico (DNasa) presentan
caracteristicas eficientes para la eliminacion de los componentes nucleares y
citoplasmaticos asi como la distribucion de las disoluciones utilizadas en el tejido
muscular esquelético (perfusion) y por lo tanto la conservacion de la estructura de la
MEC.

12.2 Preservacion de la matriz extracelular

La preservacion de la arquitectura y las caracteristicas fisicoquimicas de la MEC,
posterior a la aplicacion del proceso de descelularizacién, es una de las cualidades
que debe de tener un andamio descelularizado que se pretenda utilizar en la Ingenieria
de Tejidos y en especial como tratamiento para la reconstruccién de estructuras
palatinas.

En el caso de la tincion histologica de tricromica de Masson se busca demostrar que
el protocolo de descelularizacion que se aplico en este trabajo logra elimina el
citoplasma celular de los tejidos nativos, manteniendo la morfologia y densidad de las
fibras de colagena de la MEC.

Con la microscopia electrénica de Barrido (SEM) se pudo observar la morfologia
superficial de las muestras, ademas de la microarquitectura del tejido. Utilizando esta
caracterizacion comparandolas muestras nativas con las descelularizadas, (Figura
15).

Para la inmunohistoquimica se evalu6 de forma cuantitativa el proceso de
descelularizacion mediante el marcaje de colagena tipo I, laminina y elastina, las
cuales son proteinas estructurales y funcionales de la MEC, las cuales le van a dar
las funciones especificas que presenta esta.

La caracterizacion biolégica se llevé a cabo mediante ensayos de viabilidad celular,
con el objetivo de establecer si las caracteristicas del andamio descelularizado
generan citotoxicidad, asi como un medio apto para el crecimiento celular, se utilizaron
células mesenquimales de pulpa dental para este estudio.
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12.3 Tincidn tricromica de Masson y microscopia de barrido

Las micrografias de tincion de Masson y SEM nos permiten analizar la preservacion
de la MEC, comparando los resultados de las muestras nativas con las
descelularizadas (figura 15).

La tincion de Masson nos permite observar las fibras de colageno en color azul
mientras que las fibras musculares, el citoplasma y las estructuras oxidadas en color
rojo y en lila o marrén el ndcleo celular(54), en el caso de las muestras
descelularizadas se observa una pérdida del material celular casi en su totalidad,
mientras que en las fibras de colagena de la MEC se mantienen con la morfologia y
densidad de las muestras nativas (figura 15 (G, H)). En el caso de las micrografias
con mayor aumento se observa que las fibras de coldgeno se conservan en su
totalidad. Zhang y col (46,55) evaluaron las fibras de colageno mediante la tincién de
tricromica de Masson en la cual concluyeron el éxito de la descelularizacion por
perfusibn en la cual se presentd una retencion compleja de la arquitectura
tridimensional del tejido inicial nativo en comparacion con el descelularizado.

Descelularizada

Figura 15. Micrografia electronica de barrido del musculo nativo (A, B) y descelularizado (C, D). (D)Se observa la
red endomisial de coldgena alrededor de las cavidades de las fibras musculares descelularizadas las cuales se
conservan (flecha).
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Figura 16. Tricrémica de Masson en musculo nativo (E, F). (G, H) Musculo descelularizado el cual conserva las
fibras de colageno tipo | (azul)

En el caso de las microfotografias de SEM, la morfologia superficial de las muestras
nativas es muy parecida a las muestras descelularizadas (figura 15 (A, B, C, D)) se
notan las fibras de la MEC con apariencia similar a las muestras nativas (figura 15
(D)) y después del protocolo de descelularizacién (figura 15 (G, H)).

Zhang vy col (46,55) por otra parte también analizaron la arquitectura del musculo
esquelético nativo observando tubos endomisiales residuales, limites claros de
miofibras con elementos microfibrilares densamente empaquetados dentro de la fibra
muscular. En el caso del tejido descelularizado se pudo observar que Unicamente
quedo el epimisio, perimisio y endomisio rodeados de tejido conectivo. En el caso del
endomisio revel6 una serie de 'tubos' con una disposicién jerarquica nativa y
periddicamente paralela creada después de la descelularizacion de las fibras
musculares, asi como un area engrosada que rodea las redes endomisiales que es el
perimisio.
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12.4 Inmunohistoquimica de colageno tipo I, lamininay elastina

La evaluacion de los componentes de la MEC se llevé a cabo con inmunohistoquimica
por inmunofluorescencia contra colagena tipo I, laminina y elastina.

Para establecer una medida cuantitativa de efectividad de la descelularizacion con los
resultados obtenidos de las imagenes de inmunohistoquimica contra colagena tipo |,
laminina y elastina se llevo a cabo la cuantificacién del &rea positiva al marcaje.

Los resultados mostraron que la colagena se modificé en un 17% con relacion a la
muestra nativa, la elastina se modifico en un 26.8% y la laminina en un 9.4% (figura
16). Este resultado sugiere que entre las muestras nativas y descelularizadas se
presentd una disminucion en la cantidad de las proteinas estudiadas, sin embargo, el
proceso de descelularizacion no alter6 la estructura ni la composicion de estas. (figura
16).

Zhang vy col (46,55) mostraron evidencia de retencion de las proteinas de la MEC,
como es laminina, colageno tipo I, fibronectina y elastina. Tanto en el masculo nativo
como en el descelularizado, hubo una clara localizacion de estas en el endomisio y el
epimisio que rodea las fibras musculares tanto en cortes transversales como
longitudinales. La composicion, organizacion y rigidez de la matriz extracelular (MEC)
es importante para la homeostasis tisular, ensamblaje y remodelan de esta durante
los eventos de reorganizacion tisular dindmica. Por lo tanto, los resultados que
obtuvieron los autores nos mencionan que al evaluar las proteinas antes mencionadas
se conservaron, pero no dan un analisis preciso del porcentaje de pérdida. Por otra
parte, comparamos los resultados obtenidos en nuestro estudio en el cual se analiz6
cada proteina y su porcentaje de pérdida, asi como la conservacién de la morfologia
de cada una de ellas. También es importante comparar el protocolo realizado por los
autores y el de nuestro estudio. En nuestro caso los agentes tanto fisicos, quimicos y
enzimaticos no alteraron la MEC ni sus componentes principales de manera
significativa como lo son las proteinas estudiadas. En el caso de los autores se llevo
a cabo un proceso de descelularizacion utilizando agentes quimicos como el Tritén X-
100 el cual genera una mayor alteracion de los componentes de la MEC, asi como el
uso de enzimas combinadas como la tripsina y la galactasa. Por otra parte, el tiempo
de exposicion al que fue sometido el tejido muscular es un factor importante para la
preservacion del colageno tipo I, laminina, elastina y fibronectina.

Otro resultado que obtuvieron fue la presencia similar de colageno vy fibras elasticas
en el perimisio descelularizado. La elastina se distribuyé en una direccion

perpendicular al eje longitudinal de la vaina de miofibras.
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Figura 17. Inmunofluorescencia contra (A, B) colagena tipo | nativa y descelularizada. (C, D) Elastina nativa y
descelularizada. (E, F) Laminina nativa y descelularizada.

12.5 Recelularizacion del andamio de muasculo esquelético
descelularizado.

El cultivo primario de células mesenquimales de pulpa dental (DPSC) mostré un
crecimiento de tipo fibroblastico a partir de los primeros dias. El crecimiento se
evidencio entre las 48 y 72 horas de cultivo. Se ha demostrado que las DPSC exhiben
una mayor tasa de proliferacién y viabilidad en los primeros pasajes en comparacion
con otros grupos de células troncales mesenquimales (56). Ha habido reportes sobre
el potencial de estas células de la pulpa dental para diferenciarse del linaje adiposo,
0seo, cartilaginoso, muscular e incluso precursores neurales (57,58)

Los constructos evaluados se les realizo ensayo de viabilidad después de 48 horas y
30 dias de acuerdo con el procedimiento descrito. La determinacion de la viabilidad
se realiz6 mediante la técnica de LIVE/DEAD la cual nos permite realizar un ensayo
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funcional, de acuerdo con la integridad de la membrana plasmatica, asi como el estado
metabodlicamente activo de las células.

Los resultados del ensayo de LIVE/DEAD realizados en las células en cultivo
mostraron siempre un porcentaje de viabilidad superior al 90%. Para las células
cultivadas durante 48 horas, presentaron un porcentaje de viabilidad de 92%y para
células cultivadas durante 30 dias la viabilidad obtenida fue del 78% (Fig. 17 2a'y 2b).
Los resultados del ensayo LIVE/DEAD en los constructos tisulares (células més las
matrices descelularizadas) mostraron un porcentaje de viabilidad del 92% y del 78%
para los constructos cultivados durante 48 horas y 30 dias respectivamente. Diversos
autores evaluaron la viabilidad celular la cual mostré que a las 48 horas fue superior
al 85% sobre matrices descelularizadas (57-59). Ademas, en las condiciones de
cultivo definidas las DPSC tiene como principal caracteristica una capacidad
proliferativa hasta los 60 dias, por lo tanto, en nuestro estudio las células demostraron
una alta vitalidad y capacidad para la proliferacion a las 48 horas continuando asi a
los 30 dias, por este motivo las células se encontraron en un espacio muy reducido
dentro del pozo lo que contribuyé a decrecer la viabilidad.

En este estudio hace referencia al uso de tejido de matriz extracelular (MEC) alogénico
0 xenogeénico para grandes defectos de tejido nativo. Los injertos de MEC presentan
baja inmunogenicidad y, lo que es importante para la integridad estructural. Existen
varios injertos con componentes de la MEC las cuales se derivan de la duramadre, el
pericardio, dermis y la submucosa del intestino delgado (SIS) por mencionar algunos
ejemplos. Las cuales son utilizadas para la reconstruccién después de quemaduras,
reparaciones de hernias y como tratamiento para el labio y paladar hendido. Los
primeros datos sugieren que las matrices descelularizadas muestra propiedades
favorables adicionales para la cicatrizacion de heridas y la cirugia reconstructiva,
como la neovascularizacion (60).
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Figura 18. Viabilidad del musculo con células mesenquimales humanas obtenidas a partir de pulpa dental. (Ey F)
cultivo de las células sobre la matriz del musculo descelularizada después de 48 horas y 30 dias. (G) Estadistica
del porcentaje de viabilidad que se obtuvo en el constructo.

13 Conclusiones

Se realiz6 un protocolo de descelularizacién de masculo esquelético de cerdo, el cual
fue exitoso esto se evalu6 a través de la caracterizacion fisicoquimica e histolégica
obteniéndose un porcentaje de descelularizaciéon del 85.93%

Se analizé la MEC resultante de la descelularizacion de masculo esquelético, asi como
la composicién de proteinas estructurales como la colagena tipo I, laminina y elastina,
las cuales disminuyeron en cantidad, sin embargo conservaron su morfologia y
densidad encontrando que el proceso de descelularizacién es efectivo ya que se utilizo
agentes que ayudaron a mantener la integridad de dichas proteinas de la MEC, asi
como ser un andamio viable para la proliferacion celular. Por otra parte, se realizaron
pruebas de viabilidad celular las cuales reportan que el andamio no es citotéxico.

Se puede asegurar que se obtuvieron andamios de musculo esquelético de origen
porcino descelularizado para su posible aplicacidén en la regeneracion de estructuras
palatinas de origen muscular.

B ————————
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14 Perspectivas

En el protocolo de descelularizacion se pueden observar cambios de consistencia del
musculo esquelético. Por lo que se podria utilizar en forma de membranas, o como
una biotinta lo que no fue objeto de esta investigacion. Sin embargo, se plantea para
trabajos posteriores la caracterizacion mecéanica de dichos biomateriales.

Para trabajos futuros, se plantea la posibilidad de realizar pruebas biomecéanicas y
aplicarlo con terapia génica en un modelo in-vivo y realizar las pruebas pertinentes
para su valoracion.
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