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RESUMEN 
 
 
 
	  
La  complicación más temida de la colecistectomía es la lesión de vía biliar. La opción quirúrgica 
más usada para la reparación de la vía biliar en el caso de lesiones complejas es la 
reconstrucción mediante un hepático yeyuno anastomosis en Y de Roux, sin embargo, este 
procedimiento no está  libre de complicaciones postoperatorias  debido a que  prevé  
modificaciones anatómicas y fisiológicas en esta región anatómica. La regeneración de la vía biliar 
mediantes andamios biológicos de origen  biliar descelularizado es una opción con potencial para 
resolver este problema. En este estudió se fabricó un andamio descelularizado  a partir de vía 
biliar extrahepática  porcina. Nueve cerdos de raza Landrance fueron sacrificados y sus vía 
biliares fueron extraídas y puestas  bajo un protocolo de descelularización de 8 días a base de 
SDS y PBS, posteriormente  sus características fueron analizadas. Se midió el grado de 
descelularización cualitativamente con tinciones H y E y Dapi   y cuantitativamente al medir 
concentración  de DNA residual, se evaluó la calidad de los componentes de la matriz extracelular 
mediante tinción Masson , se visualizó  la matriz extracelular y su porosidad mediante microscopía 
electrónica de barrido y se midió la presencia de proteínas clave residuales como MHC –I y CK-7 
mediante Inmunohistoquímica. Se obtuvo  una adecuada descelularización en la tinción H y E y 
Dapi, una diferencia significativa de los ng/de ADN residual de las muestras descelularizadas con 
una p <0,05 . Las inmunohistoquímicas demostraron ausencia importante de las proteínas clave  
MHC –I y CK-7 en las muestras descelularizadas. Las tinciones con tricrómico de Masson 
demostraron conservación de la conformación de los ases de colágena de las muestras 
descelularizadas ,las microfotografías tomadas con microscopia electrónica de barrido (SEM) 
confirmaron esto .De esta forma pudimos corroborar que nuestro protocolo de descelularización 
de vía biliar extrahepática permite descelularizar de manera efectiva dicho tejido y permite 
preservar la microanatomía de manera satisfactoria. La posibilidad de regenerar la vía biliar  
extrahepática con andamios descelularizados fabricados a partir de tejido biliar es 
extremadamente atractiva y prometedora en un contexto de lesión benigna o inclusive maligna de 
la vía biliar. La idea de poder regenerar órganos y tejidos como una alternativa de  reconstrucción 
quirúrgica  mediante tutores de regeneración marca un hito en la cirugía general .  Se necesitan  
más estudios para evaluar el comportamiento  de este andamio de vía biliar extrahepática en un 
modelo animal   in-vivo a corto y mediano plazo  antes de poderlo emplear en la practica clínica. 

 
	  
	  
	  
	  
	  
	  
	  
	  
	  
	  
	  
	  



 

	  
 
INTRODUCCIÓN 
 

La vía biliar extrahepática se encarga de almacenar y transportar bilis conjugada desde el 

parénquima hepático hacia la luz intestinal para la realización in situ de funciones digestivas. 

Dicha  vía biliar extrahepática está conformada por una serie de estructuras tubulares que tienen 

muchas variantes  anatómicas aunque clásicamente  se  origina  a partir del conducto hepático 

derecho e izquierdo, el primero pasa por debajo del infundíbulo de la vesícula biliar y el segundo, 

el cual es más largo que el primero, cruza el borde inferior del segmento IV, ambos conductos 

confluyen formando el conducto hepático común en el cual desemboca el conducto cístico 

formando así  el conducto colédoco. El conducto colédoco discurre anterior y lateral a la vena 

porta y la arteria hepática respectivamente, consta de una porción supraduodenal, retroduodenal, 

intrapancreática y finalmente una intramural que puede desembocar unida o de manera separada 

al conducto pancreático principal en la segunda porción del duodeno. El conducto colédoco mide 

aproximadamente 8 a 11 cm de longitud y hasta 8 mm de diámetro, en condiciones fisiológicas la 

presión del sistema biliar es de 5 – 10 mmh20. La irrigación arterial del colédoco está a cargo de 

las arterias coledocianas, las cuales discurren lateralmente al conducto a las 9 pm y 3 pm, en la 

disposición de la caratula del reloj. Se originan superiormente en la arteria hepática derecha e 

inferiormente en la arteria gastroduodenal 1,2. Fig 1 

 

 

Dentro de la patología biliar se ha reconocido una amplia gama de condiciones desde congénitas 

hasta adquiridas cuya resolución se encuentra dentro del quehacer del cirujano general y el 

cirujano hepatopancreatobiliar. Dentro de estas patologías se encuentran procesos oncológicos, 

congénitos y procesos inflamatorios como la colecistitis aguda que es la patología biliar de mayor 

incidencia en la población en general y comprende inflamación crónica de la vesícula biliar que 
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tiene como piedra angular en su fisiopatología la génesis de litos principalmente de colesterol, 

producto del desequilibrio entre la concentración de colesterol, lecitina y ácidos biliares que vuelve 

litogénica a la bilis almacenada 3. 

 

 
Fig 1.Anatomía clásica de los conductos biliares extrahepáticos. ( Ilustración Netter de www.netterimages.com) 
 

 

El tratamiento definitivo para la colecistitis aguda y crónica es la colecistectomía, la cual puede 

realizarse mediante técnica abierta o laparoscópica. La colecistectomía es el procedimiento 

quirúrgico intrabdominal electivo más realizado en los Estados Unidos con más de 750,000 

procedimientos realizados anualmente 4, el abordaje laparoscópico se ha vuelto la opción más 

utilizada en la realización de la colecistectomía 5 debido a que representa menor tiempo de 

recuperación, menor dolor postoperatorio, mejora cosmética y menor tiempo para retomar las 
2
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actividades cotidianas. Sin embargo junto con el advenimiento de la colecistectomía laparoscópica 

ha venido un aumento en la incidencia de las lesiones de la vía biliar en comparación con el 

abordaje tradicional o abierto independientemente de la curva de aprendizaje del cirujano, esta 

incidencia tiene un rango de 0.3-0.6% 4, 6, 7, 8, este problema comprende un gran coste en la 

reducción de la esperanza de vida de hasta 2.79 veces en los subsecuentes años, en calidad de 

vida y en las tasas de litigación subsecuente 4,9,.La mayoría de las personas afectadas por lesión 

de vía biliar son jóvenes en edad productiva por lo que representa con costo económico 

importante 10.  

 

Actualmente la opción quirúrgica más usada para la reparación de la vía biliar en el caso de 

lesiones complejas (Strassberg D y E),que son definidas como aquellas que requieren una 

reparación circunferencial definitiva, (Fig.2) es la reconstrucción mediante una hepático yeyuno 

anastomosis en Y de Roux 6,11,12  con o sin resección de los segmentos 4 y 5 13 . Se ha 

demostrado que esta intervención quirúrgica representa una  importante mejoría   en la calidad de 

vida de los pacientes postoperados sin embargo dicha calidad de vida nunca   vuelve a asimilarse  

a  calidad de vida antes de la lesión de vía biliar (Fig 3)  . Dichas diferencias en la calidad de vida 

se deben en parte a que la Hepático Yeyuno anastomosis en Y de Roux, puede tener 

complicaciones tardías  como  formación de estenosis, enfermedad maligna, colangitis recurrente, 

cirrosis biliar secundaria 14 entre otras explicadas en parte por la unión antinatural de un epitelio y 

mucosa y por la alteración de la anatomía de esta región que promueve el reflujo  hacia el árbol 

biliar. Todo esto secundario a la ausencia del esfínter de Oddi que habitualmente impide el paso 

del contenido intestinal 15(Fig 4). 
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Se han reportado en la literatura intentos para la reparación parcial o total mediante sustitución de 

la vía biliar utilizando materiales sintéticos o biológicos, sin embargo, estos han mostrado 

importantes limitaciones como  reparación parcial , falta de integración, estenosis, entre otras 16, 17, 

18, 19. Una respuesta a la generación de tratamientos alternativos que podría responder de manera 

adecuada a los requerimientos de preservación fisiológica  de esta región puede ser dada por la  

medicina regenerativa . 

 

En 1999 el término medicina regenerativa, muchas veces definido también como ingeniería de 

tejidos, fue usado por primera vez para describir el uso de sustancias tales como genes, 

proteínas, células y biomateriales para regenerar tejidos dañados o enfermos y restaurar su 

normal funcionamiento 21-23. Dentro de la medicina regenerativa, la ingeniería de tejidos es la 

encargada de la manufactura de tejidos biológicos con la combinación de las células y andamios 

adecuados 24 los cuales pueden ser sintéticos como el ácido poliglicólico (PGA) 25,26, o de origen 

natural como los derivados de colágena o de tejidos descelularizados 27,28. La ingeniería de tejidos 

ha sido aplicada con éxito en la clínica para la producción de estructuras huecas que permiten 

almacenamiento tales como vejiga 25, y de paso tales como uretra 26 y la tráquea 29,30.  

 

4
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Fig. 2 Clasificación de Strassberg para Lesiones de Vía Biliar. (Tomado  de Fatima, et.al.Is There a Role for 
Endoscopic Therapy as a Definitive Treatment for Post-Laparoscopic Bile Duct Injuries? . Journal of the American 
College of Surgeons .2010.(Vol. 211).  

5
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Fig. 3  Gráfica Polar. Comparando la puntuación de SF36QOL en diferentes puntos de tiempo después de la 
reparación quirúrgica. Función física PF  , función social SF , función física de RP, dolor físico PP, salud mental de 
MH, función emocional  ER, vitalidad VT, percepción de la salud general de la GH, NS no significativa (Tomado de 
Domínguez-Rosado I et. al.: Quality of life in bile duct injury: 1-, 5-, and 10-year outcomes after surgical repair. J 
Gastrointest Surg 2014; 18: 2089–2094) 
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Fig 4 . Hepático yeyuno anastomosis  en Y de Roux. (Tomada de  Mercado MA. ,Early versus late repair of bile duct 
injuries, Surg Endosc (2006) 20: 1644–1647) 
 

 

La descelularización, por otro lado, es una técnica atractiva para la obtención de andamios 

acelulares para su uso en regeneración de órganos y tejidos, debido a la posibilidad de retener la 

arquitectura del   tejido nativo, incluyendo la conservación de vasos sanguíneos y los biofactores 

presentes en la matriz extracelular (MEC), los cuales son necesarios para la proliferación celular 

31. En investigaciones previas dentro del Instituto de Investigaciones en Materiales (IIM) de la 

Universidad Nacional Autónoma de México (UNAM), se han propuesto protocolos  mejorados de 

descelularización de estructuras tubulares como la tráquea 32. Por otro lado, recientemente varios 
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grupos han tenido éxito descelularizando otros órganos como el corazón 33, pulmón 34, hígado 35, 

riñón 36 y páncreas 37. Algunos intentos se han hecho para descelularizar intestino de rata 38, sin 

embargo, este tipo de modelo es difícil llevarlo a un plano  clínico, ya que los protocolos de 

descelularización son altamente dependientes y sensibles de las características del tejido nativo 

39,40, por lo que los resultados obtenidos en modelos de ratas pueden no replicarse en modelos de 

especies animales más grandes o en humanos. Otros grupos han propuesto métodos de 

descelularización en modelos de intestino porcino, los cuales resultarían mucho más adecuados 

para aplicaciones en humanos, sin embargo, las evaluaciones se han centrado solamente en la 

parte biológica y bioquímica y no hay resultados de cómo el proceso pudo haber afectado la parte 

estructural del andamio 41,42,43, lo cual es de vital importancia para el comportamiento clínico del 

andamio. 

 

Existen antecedentes de generación de andamios para la regeneración de la vía biliar 44 sin 

embargo a partir de tejidos tubulares de naturaleza diferente a la vía biliar, por lo que la 

generación de andamios acelulares a partir de vía biliar extrahepática supondría mejores 

cualidades para la repoblación y viabilidad de los colangiocitos. 

 

Una respuesta a la generación de tratamientos alternativos que podría responder de manera 

adecuada a la preservación de la anatomía y fisiología  de esta región es la regeneración de la vía 

biliar. Uno de los antecedentes más interesantes de la regeneración de vía biliar extrahepática en 

un modelo experimental de lesión de vía biliar porcino con andamios descelularizados a partir de 

uréteres con repoblación in-situ exitosa es el descrito por Yao Cheng et.al. en 2016, sin embargo, 

este estudio generó andamios acelulares a partir de tejidos que tienen fisiología e histología 

distinta a la vía biliar. Hasta este momento no se ha reportado en la literatura el uso de andamios 

acelulares procedentes de vía biliar extrahepática como tutores de regeneración de vía biliar.  
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Nosotros proponemos en esta tesis que un andamio generado a partir de vía biliar extrahepática 

de cerdo tendría optimas cualidades biológicas, bioquímicas y biofísicas para ser repoblado por 

colangiocitos del huésped in situ o in-vitro, es por tal razón que proponemos la obtención de vía 

biliar extrahepática porcina y posteriormente su descelularización para el fin de poder caracterizar 

sus cualidades para la recelularización. 

 

METODOLOGÍA 

Todos los experimentos con animales se realizaron de acuerdo con la ley de bienestar animal, 

siguiendo la Norma Mexicana NOM-062-ZOO-1999 y las directrices de la Directiva de la UE 

2010/63 / UE para experimentos con animales 45 , 46 y observando los requisitos del Comité de 

Ética de La Facultad de Medicina de la Universidad Nacional Autónoma de México (UNAM). 

(Cuadro 1) 

Procedimiento quirúrgico. 

La fuente utilizada para obtener los conductos biliares fueron 9 cerdos machos de raza Landrace 

que se obtuvieron durante practicas clínicas en los en los quirófanos de cirugía experimental del 

INCMNSZ con un  peso de los ejemplares   que osciló entre 25-30 kg. En condiciones estériles en 

una sala de cirugía experimental, se accedió a la cavidad abdominal mediante laparotomía, se 

realizó una exposición del conducto biliar mediante el rechazo del hígado y la referencia de la 

vesícula biliar y la vía biliar , se realizó una enterotomía en la segunda parte del duodeno y la 

ámpula  de Vater se canuló con un catéter 8 fr. hasta su entrada al hígado. El tejido conjuntivo 

periférico se extrajo mecánicamente. Se obtuvieron tractos biliares de aproximadamente 5-8 cm, 

estos se utilizaron para la posterior descelularización.(Fig. 5) 

Protocolo de descelularización. 

El protocolo de descelularización  se llevó a cabo  mediante perfusión de todas las soluciones 
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detergentes a través del lumen del conducto biliar utilizando una bomba peristáltica; se formó un 

circuito cerrado con el conducto biliar embebido en estas soluciones a un flujo  de 46,0 ml / min y 

temperatura ambiente. La selección de los agentes de descelularización se propuso en función de 

las modificaciones de los protocolos utilizados previamente por Giraldo et al. Y Cheng et al. 32 44 

El protocolo de descelularización comenzó con la perfusión de una solución de SDS al 1% en 

agua Milli-Q, la solución se recirculó durante 96 horas y se cambió cada 24 horas. Luego se 

perfundió una solución de PBS (1X) a través de los conductos biliares durante 24 horas para 

enjuagar el tejido de la solución de detergente SDS. Después de esto, las muestras se 

perfundieron con una solución de Dnasa-I (10 mg / ml) durante 24 horas. Se llevó a cabo una 

perfusión final con agua Milli-Q durante 24 horas como enjuague final. (Fig. 6) 

 
Figura 5. Proceso quirúrgico y proceso de descelularización. a. Tracción del fondo de la vesícula biliar con pinzas Allis 
y referencia del tracto biliar, se observa enterotomía  de la segunda porción del duodeno y la ferullización de la 
ampolla de Vater y tracto biliar extrahepático. b. Tracto biliar extrahepático disecado c. Perfusión del conducto biliar 
en circuito cerrado mediante bomba peristáltica. d. Corte del conducto biliar extrahepático descelularizado en 
fragmentos de 2 cm. 
 

 

a b
b

c d
d
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Figura 6. Proceso de descelularización. Proceso cronológico de descelularización donde se visualiza  
macroscópicamente  la pérdida celular y la exposición de la matriz extracelular. 
 

 

Verificación de la descelularización. 

 

La efectividad del proceso de descelularización se evaluó mediante la cuantificación del contenido 

residual de ADN, la tinción de 4'-6-diamidino-2-fenilindol (DAPI) para los ácidos nucleicos, la 

hematoxilina y la eosina (H&E) y el ensayo de inmunohistoquímica (EIH) para determinar la 

Eliminación del complejo de histocompatibilidad principal tipo I (MHC-I) y (CK-7 ) en los tejidos del 

conducto biliar. Las muestras descelularizadas se compararon con muestras nativas. 

 

Cuantificación de ADN. 

 

Para evaluar el contenido total de ADN de  las muestras nativas y los andamios, se 

homogeneizaron muestras de 15 mg en 1 ml de solución desnaturalizante utilizando un TISSUE 

LYSER (Qiagen Inc.) (4 ciclos a velocidad máxima durante 2 minutos). El contenido de ADN se 

aisló con TRIzol (Invitrogen) y la concentración se midió mediante un espectrofotómetro de 

absorbancia (GeneQuant) a una longitud de onda de 260 nm. Se usó una relación de longitudes 

de onda de 260/280 nm para determinar la pureza de la muestra. 
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Evaluación ECM de matrices descelularizadas. 

 

Para evaluar cualquier modificación en la ECM generada por el proceso de descelularización, se 

observaron muestras a través de la tinción con tricrómico de Masson, microscopía electrónica de 

barrido (SEM) e inmunohistoquímica (IHC) en el ensayo de marcaje de citoqueratina 7. 

 

 

Evaluación de la morfología mediante microscopía electrónica de barrido (SEM). 

 

La microarquitectura de las muestras nativas y los andamios de bioingeniería se observó por 

SEM. Todas las muestras se fijaron con glutaraldehído al 3% (v / v) en una solución tampón de 

cacodilato sódico 0,1 M (pH 7,2). Luego se deshidrataron con etanol (de 30% a 100%) y, 

finalmente, se secaron utilizando una cámara de CO2 de secador de punto crítico, como se 

informó anteriormente por Rivera et al. y Rodríguez-Fuentes et al. 47,48 Las imágenes de las 

matrices descelularizadas se obtuvieron utilizando un SEM DSM-950 (Zeiss) a 15 kV. 

 

 

Análisis histológicos. 

Los análisis histológicos se realizaron en muestras de tejidos nativos y matrices descelularizadas. 

Las secciones de cada muestra se sometieron a una deshidratación gradual desde alcohol etílico 

al 70% hasta alcohol absoluto en los tejidos. Luego, las muestras se fijaron en xileno (Merck) y se 

incrustaron en parafina (Sigma). Posteriormente, se obtuvieron secciones de 5 µm de cada 

muestra utilizando un microtomo rotatorio (Leica). Finalmente, la mitad de las muestras se tiñeron 

con hematoxilina y eosina (Merck), y la otra mitad se tiñó con tricrómico de Masson. 
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 Análisis inmunohistoquímicos. 

 

Los análisis se realizaron en muestras de tejidos nativos y matrices descelularizadas. Se 

procesaron secciones de muestras para inmunohistoquímica convencional para analizar la 

expresión de citoqueratina 7 y HLA-A. Para esto previamente,  los cortes se montaron en 

portaobjetos con carga positiva (Shandon Inc., Pittsburgh, PA), desparafinado con xileno, se 

rehidrataron con PBS y luego se transfirieron a recipientes de plástico Coplin que contenían Diva 

Decloaker (DV2004, Biocare, Concord CA), para antígeno recuperación. Los portaobjetos en el 

recipiente de Coplin se calentaron en una olla a presión durante 20 min a ∼200 ° C seguido de 10 

min a ∼100 ° C. Los portaobjetos se enfriaron en el recipiente a temperatura ambiente durante 15 

minutos y luego se transfirieron a 0,15 mol de PBS. La peroxidasa endógena se bloqueó con un 

30% de H2O2 durante 10 minutos, seguido de tres enjuagues con PBS. Luego, las secciones se 

incubaron durante 10 minutos a temperatura ambiente con una solución lista para usar con Sniper 

de fondo (bloqueador de proteínas) (BS966 Biocare, Concord CA), y se drenó el bloqueador de 

proteínas. Las secciones se incubaron durante la noche a -4 ° C con una dilución 1: 100 de PBS 

anti-citoqueratina 7 (sc-23876, Santa Cruz Biotechnology, INC. Oregon, EE. UU.) En una cámara 

humidificada. Otras secciones se incubaron durante la noche a -4 ° C con una dilución 1: 100 de 

solución anti-HLA A (ab52922, Abcam, Cambridge MA) (en PBS) en una cámara humidificada. Al 

día siguiente, todas las secciones se enjuagaron tres veces con PBS y luego se incubaron 

durante 20 minutos a temperatura ambiente con un anticuerpo biotinilado secundario. Se utilizó el 

complejo avidina-biotina-HRP y la reacción se desarrolló con 3'3 'diaminobenzidina de acuerdo 

con las instrucciones del proveedor (todos los reactivos fueron del Sistema de detección de HRP 

universal Starr Trek, 901-STUHRP700, Biocare, Concord CA). Los portaobjetos se cubrieron con 

resina de montaje sintética y se observaron en un microscopio ligero (Leica).  
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Análisis estadístico. 

 

El análisis estadístico se realizó con el software estadístico GraphPad Prism 6.05 (San Diego). El 

grupo descelularizado se comparó con un grupo de muestra nativa como control. Un valor de p de 

˂ 0.05 se consideró significativo. 

 

 

 
Cuadro 1 Definición de Variables. 

 

RESULTADOS 

 

Eficacia del protocolo de descelularización. 

Macroscópicamente, se observó un cambio gradual de color durante el proceso de 

descelularización de la perfusión. El proceso continuó hasta que todos los conductos biliares se 

volvieron completamente blancos como se muestra en (Fig. 6). Esto generó un andamio de 
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conducto biliar acelular que retuvo su estructura anatómica macroscópica. El examen de tinción 

con DAPI mostró mínimo número de células con fluorescencia  después de la descelularización, y 

las imágenes histológicas de H&E confirmaron este resultado. (Fig. 7) La inmunotinción de MHC-I 

y CK-7 en el andamio del conducto presentó escasa señal residual de Complejo de 

Histocompatibilidad Mayor (MHC-I) y nula señal residual de la proteína epitelial CK-7 en las 

muestras descelularizadas (Fig. 8). Para evaluar más a fondo la eficacia de la descelularización, 

se realizó la cuantificación del ADN. Observamos una disminución significativa en el contenido de 

ADN en las matrices descelularizadas (Fig. 9) 

 

Evaluación de la Matriz Extracelular ( MEC). 

Para evaluar cualquier posible alteración en la matriz descelularizada, se realizó la tinción de 

Tricrómico de Masson. En dicha prueba se valoró el estado microscópico de los principales 

componentes de la MEC en relación con el tejido nativo. (Fig. 10) En los conductos biliares 

nativos, la MEC se compone principalmente de colágeno. Después del proceso de 

descelularización, la colágena preservó la disposición de sus ases muy  similar al de las muestras 

control. 
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Figura 7. Tinción 3 DAPI e histología H&E. a. Tejido teñido con DAPI donde se pueden observar los núcleos del 
epitelio biliar. b. Se observa ausencia de gran cantidad de núcleos con tinción DAPI en muestras descelularizadas, 
también se observa autofluorescencia de colágeno. c. Tinción H y E de la muestran núcleos teñidos de morado. d. 
Muestra descelularizada donde se observa ausencia de núcleos. 
 

 

Para documentar cualquier cambio microarquitectónico en los andamios descelularizados, se 

procedió a  observar dichas  muestras y sus controles   mediante Microscopía Electrónica de 

Barrido (SEM por sus siglas en inglés). Las microfotos  muestran las superficies apicales de los 

colangiocitos con numerosos microcilios, así como los poros de la matriz extracelular con células 

en las muestras control , sin embargo en las muestras descelularizadas hay ausencia de células y 

microcilios. Los poros de la matriz extracelular y las fibras de colágeno en las muestras 

descelularizadas se conservan similares a las de sus controles. (Fig 11). 

 

 

c	   d	  

a	   b	  
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 Figura 8. Determinación inmunohistoquímica del complejo de histocompatibilidad mayor (MHC-I) y citoqueratina 7 
CK-7 .a. La tinción de los complejos MHC I en las muestras de control se observa en marrón. b. La muestra 
descelularizada con trazas mínimas de MHC I. c. Muestras con tinción de CK-7 de color marrón en la periferia epitelial 
d. Muestra descelularizada sin evidencia de señal CK-7. 
 
 

 

DISCUSIÓN  

Se utilizó un protocolo de descelularización detergente-enzimática para evaluar su efectividad en 

tejidos del conducto biliar extrahepático de origen porcino, la efectividad de la descelularización y 

la preservación de la estructura del andamio después del proceso fueron evaluados. El protocolo 

utilizado permite la descelularización del conducto biliar con un daño mínimo en la estructura del 

andamio. 

 

c d 

a b 

17	  



 

 
 

Figura 9. Cuantificación de ADN residual. Grupo control frente al grupo descelularizado. utilizando el análisis de 
varianza de la prueba de comparación múltiple de Dunnett. Un valor de p <0,05 se considera significativo. Se 
muestran los resultados medios. Barras de error: desviación estándar (SD). 
 

 

 
 Figura 10. Tinción con Tricrómico de Masson. a. Se observa material celular y disposición longitudinal de las fibras 
de colágena en la muestra control. b. Presencia de colágena conservada en disposición longitudinal y espesor. 
 

a	   b	  
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Figura 11. Microscopía electrónica de barrido SEM con microfotografías de muestras descelularizadas y control. a. El 
epitelio se observa en las muestras de luz del conducto biliar con abundantes microcilios indicados por las flechas 
blancas. segundo. b. Muestra descelularizada en la que hay ausencia de material celular en microporos y microcilios, 
con evidencia de matriz extracelular conservada indicada por flechas blancas. 
 

 

El duodecil sulfato de sodio (SDS) es un detergente iónico que se usa ampliamente en muchos 

protocolos de descelularización de diferentes tejidos como, corazón , córnea, pulmón, etc. El SDS 

solubiliza las membranas celulares y nucleares con un alto índice de efectividad, así como las 

proteínas desnaturalizadas 39, sin embargo, se ha informado que el detergente aniónico puede 

conducir a una mayor tasa de daño de las fibras de colágeno de la matriz extracelular, y requiere 

que se elimine mediante  varios ciclos de lavado del tejido descelularizado. Por esta razón, 

aproximadamente 1/3 del tiempo del protocolo de descelularización se usó para lavar el tejido en 

un circuito cerrado.  En nuestro protocolo se encontró un equilibrio entre el poder detergente del 

SDS, la cantidad de descelularización y la preservación de la matriz extracelular, si bien 

encontramos trazas residuales mínimas de DNA y proteínas clave, estas fueron las mínimas que 

permitieron conservar  las mejores condiciones la MEC en relación al numero de ciclos de lavado.  

a b b 

200	  um 

b 
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La matriz extracelular se analizó mediante tinción histológica (H&E y Masson) y SEM sin 

encontrar un daño estructural significativo ( Fig 10 y Fig. 11). La DNAasa-I  prevista dentro del 

protocolo de descelularización trabajó hidrolizando las cadenas de ADN presente en el tejido 

celular  de manera que no generó daño en las proteínas de colágena. 

La inmunohistoquímica con CK7 mostró que no se encontraron proteínas CK-7 del epitelio biliar 

en las muestras descelularizadas en comparación con las muestras de control , dato que confirma 

la efectividad del proceso de descelularización. La determinación del MHC I es fundamental ya 

que esta molécula es la causa principal para iniciar una respuesta de rechazo del injerto , por esta 

razón se buscó  la presencia de esta molécula en los tejidos descelularizados y en  las muestras 

nativas. La presencia de trazas mínimas   de esta molécula en el tejido descelularizado en valida 

que el proceso de descelularización fue altamente  efectivo para eliminar las moléculas que 

pueden conducir a un rechazo del injerto. El hecho de que se encuentren trazas mínimas de señal 

de MHC I en un contexto en el que se encuentra casi la totalidad  de células eliminadas  nos da la 

pauta para poder pensar que en un contexto in vivo puede verse atenuada la respuesta 

inflamatoria contra este injerto,  indicándonos que este protocolo de descelularización puede 

traspolarse a un modelo experimental in vivo de manera efectiva. 

 

No se encontraron daños en la arquitectura de la matriz extracelular importantes como resultado 

del proceso de descelularización, ni en las tinciones de Masson ni en las micrografías por SEM.  

 

CONCLUSIÓN 

En resumen, la técnica quirúrgica propuesta para la extracción extrahepática del conducto biliar 

permite la identificación, disección y preservación efectivas del conducto biliar en el modelo 

porcino. El proceso de descelularización propuesto por nuestro grupo permite la eliminación del 

material celular y la preservación de la arquitectura del tejido de manera altamente efectiva. La 

20	  



 

posibilidad de regenerar tejidos como el conducto biliar con andamios descelularizados 

específicos de órganos es extremadamente atractiva y prometedora porque permite no solo 

preservar las características estructurales sino también las señales bioquímicas que pueden 

inducir una migración adecuada y el desarrollo normal de las células a través del andamio celular 

generado por esta técnica. La estandarización de esta técnica de descelularización de tejido biliar  

nos permite poder plantearnos la posibilidad de realizar futuros estudios en modelos in- vivo 

porcinos de lesión benigna y maligna  de vía biliar y poder así evaluar el potencial de este 

andamio para guía la regeneración tisular. 
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