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RESUMEN

La insuficiencia intestinal (IF) es la incapacidad del intestino para cumplir con los
requerimientos nutricionales necesarios para contar con una independencia
nutricional. Dentro de los principales tratamientos existentes, esta la nutricion
parenteral (NP), la cual funciona adecuadamente por un tiempo, pero su uso a
largo plazo trae consigo complicaciones; como lo son la enfermedad hepatica e
infecciones recurrentes, es aqui cuando se recurre a los trasplantes de intestino
delgado, pero ahora los pacientes se enfrentan a otro problema, la gran demanda
de estos, las listas son muy largas y los 6rganos son pocos, debido a todas estas
complicaciones, buscamos contar con una alternativa ante dicho problema, en
este caso un andamio descelularizado de intestino delgado de cerdo, adecuado

para ser utilizado como sustituto biolégico en medicina regenerativa de intestino.

En el presente trabajo se describen los resultados obtenidos de la
caracterizacion histologica de un proceso de descelularizacion de una matriz de
intestino de cerdo, para determinar si el proceso de descelularizacién que se
llevé a cabo fue efectivo. Asi como la caracterizacion de esta matriz como

andamio celular mediante viabilidad celular al intestino descelularizado.

Para analizar la efectividad del proceso mediante las imagenes histolégicas, se
utilizé el software de procesamiento digital de imagenes Image J. Al comparar
las imagenes obtenidas se observd un protocolo de descelularizacién efectivo,

ademas de la preservacién de la matriz extracelular.

Para la prueba de viabilidad celular se utilizé el KIT LIVE/DEAD, el cual nos
permite saber si el andamio es o no citotdxico, ya que puede permitir la adhesion
de las células a él, de esta prueba se obtuvo un 99.42% + 0.20% de viabilidad

celular, lo cual nos indica que el andamio no es citotoxico.
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INTRODUCCION

El intestino delgado es una maquinaria perfectamente acoplada, la cual permite
gue se lleve a cabo de forma correcta la absorcion de los nutrientes y agua, los
cuales son proporcionados por los alimentos que ingerimos; pero como siempre
sucede, no todo es perfecto, en muchos de los casos existen defectos, por
ejemplo, la insuficiencia intestinal, este término se refiere a la incapacidad para
que se lleve a cabo un correcto transporte y absorcion de nutrientes, agua y
electrolitos a través de la pared intestinal, los cuales son necesarios para
mantener un balance de fluidos normal, permitiendo una adecuada digestion y

con esto asegurando el mantenimiento de la salud del paciente.}

Dentro de la insuficiencia intestinal, las enfermedades mas comunes son: la
enfermedad inflamatoria intestinal (Ell) que representa un problema para la salud
de los pacientes que la padecen, la cual cada vez va en aumento. Dentro las
principales formas de la Ell, se encuentra la colitis ulcerosa cronica idiopatica
(CUCI) y la enfermedad de Crohn (EC).*® Estas patologias son de baja
prevalencia, sin embargo, afecta directamente la calidad de vida de los pacientes

y sus familias, ademas de que se asocia con altos costos econémicos.?*

El trasplante intestinal (Tl) estd4 indicado para pacientes en los cuales la
rehabilitacion no es posible o ésta ha fracasado, las principales indicaciones de
Tl son aquellas derivadas del uso permanente de nutricion parenteral (NP), asi
como episodios de infecciones graves, admisiones frecuentes por deshidratacion
o desequilibrios hidroelectroliticos y la insuficiencia hepatica asociada a NP. Es
una operacién importante y critica para reemplazar el intestino perdido o
enfermo.>%’ Dentro de ellos hay tres tipos: trasplante intestinal aislado,
trasplante higado-intestino y el trasplante multivisceral.2+” Aunque el hablar de
un trasplante resulta un gran problema, ya que esta limitado por las listas de

espera debido a la escasez de 6rganos de donantes.

Debido a lo anterior, se busca conseguir un andamio de intestino delgado el cual

pueda ser utilizado para ser reemplazado en pacientes que lo requieran.
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Por ende, este trabajo pretende contar con un protocolo eficaz de biofabricacion

de andamios, como lo es la descelularizacion.

La descelularizacién es un proceso basado en la eliminacion de componentes
celulares, dejando a la matriz extracelular (MEC) integra.®8Para llevar a cabo
este proceso, se cuenta con diversos protocolos, aunque para que este sea
completo y eficaz, es habitual combinar tratamientos fisicos, quimicos vy
enzimaticos entre si para optimizar la eficiencia del proceso para cada tejido y
6rgano.®-10 Este proceso es usado para obtener érganos y/o tejidos que

pueden ser utilizados en medicina regenerativa.

Anteriormente en nuestro grupo de investigacion se han realizado diferentes
métodos de descelularizacion para diferentes 6rganos y tejidos, como lo son

traquea, corazon, rifién, hueso, arteria, entre otros. 14

El protocolo de descelularizacion empleado en este trabajo se baso en el de
descelularizaciéon de traquea'? desarrollado y publicado por nuestro grupo de
trabajo, pero dada las diferencias histolégicas se realizaron modificaciones para
estandarizar el proceso en intestino. Este trabajo se centra en determinar la

efectividad del proceso y la caracterizacion de la matriz extracelular obtenida.

Por lo tanto, en este trabajo se describe la metodologia experimental propuesta
para realizar el protocolo de descelularizacion de intestino delgado de cerdo,
ademas de las pruebas histologicas y de viabilidad celular, en el cual se busca
ver al intestino no solo como Grgano para trasplante, sino como una estructura

gue pueda funcionar como andamio celular en medicina regenerativa.
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OBJETIVOS Y METAS

Objetivo

Caracterizar biologicamente un sustituto de intestino delgado para determinar su
potencial uso como alternativa en pacientes con insuficiencia intestinal en los

que la terapia o el trasplante no es una alternativa viable.

Metas

Evaluar la efectividad del proceso de descelularizacién en intestino delgado de
cerdo mediante marcaje de ndcleos con tincién de Hematoxilina-Eosina 'y 4 *,6-
diamidino-2-fenilindol (DAPI).

Caracterizacion histolégica del andamio descelularizado.

Evaluar la viabilidad celular del constructo de intestino delgado de cerdo

mediante el ensayo celular muerte/vida.
Hipotesis

Modificando un protocolo de descelularizacion que resultd eficaz para traquea,
se puede obtener un andamio descelularizado de intestino delgado de cerdo

adecuado para ser usado como sustituto biolégico en medicina regenerativa.
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JUSTIFICACION

La insuficiencia intestinal es una enfermedad que provoca que la calidad de vida
del que la padece disminuya de forma sorprendente, su independencia
nutricional deja de existir, teniendo que mantener de forma permanente la
nutricion parenteral; aun sabiendo que el uso de ésta trae consigo

complicaciones la usan hasta que les sea concedido un trasplante. 1>/

Ademas, la problematica que existe con los trasplantes cada vez va en aumento,
la demanda de éstos es muy grande, los érganos son muy pocos, tienen que
esperar mucho tiempo para ser candidatos a uno, y cuando lo consiguen, corren
el riesgo de rechazarlo. Tan solo en 2018 el Registro Mundial de Trasplantes
reportd que, de los 139,024 trasplantes, 162 fueron de intestino.'® Ademas segin
el CENATRA, en 2020 no se registrdé ningln trasplante de intestino *°, lo cual
nos muestra la escases de estos, por lo tanto se requiere contar con una
alternativa eficaz y permanente para los pacientes en los que las opciones

existentes no fueron una solucion.

Dada la situacion, surge un nuevo campo de investigacion, el cual busca contar
con alternativas capaces de regenerar o mejorar las funciones de los 6rganos y
tejidos del cuerpo humano. Aqui es donde se aplica la ingenieria de tejidos, la
cual se basa en principios de medicina regenerativa para restablecer la funcién

de varios érganos al combinar células con biomateriales.?°

Por lo tanto, en el presente trabajo se plantea aportar en la caracterizacion
bioldgica de un proceso de descelularizacién del intestino delgado de cerdo,
evaluando histolégicamente el proceso y la viabilidad celular, para comprobar la
eficacia de este proceso, ademas de saber si el andamio obtenido es o no
citotoxico. Este conocimiento asentara las bases para un posible uso de este
proceso en la obtencién de andamios con posible uso como sustituto biolégico

en medicina regenerativa.
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Marco teorico

Capitulo 1. Intestino Delgado

1.1 Anatomia

El intestino delgado es el componente mas largo del tubo digestivo, es el principal
lugar de absorciéon de los nutrientes , agua y sales 21-3°, mide aproximadamente
dos centimetros y medio de diametro®® y entre 4 a 7 m de longitud y se divide

en tres porciones anatémicas: duodeno, yeyuno e ileon (Fig.1). 22:23:33,24-27,29-32

El duodeno es el segmento mas corto, el cual abarca aproximadamente de 20-
25 cm de longitud, su luz es la mas ancha del intestino delgado, es
retroperitoneal, la submucosa de este tiene glandulas de Brunner las cuales
secretan un moco alcalino que ayuda a neutralizar el acido géastrico del quimo, y

las vellosidades son cortas y anchas. 212433

Seguido del duodeno se encuentra una porcion intermedia, llamada yeyuno, la
cual se encuentra fija mediante el mesenterio, lo cual le permite tener
movimiento34, ademas de que el tejido graso que lo acomparia es escaso, lo que
hace que tenga un aspecto transparente vy brillante.3'Este mide
aproximadamente 2/5 partes del intestino distal al duodeno, tiene mayor diametro
y una pared mas gruesa que el ileon, la capa mucosa se caracteriza por
numerosos pliegues prominentes, ademas de que presenta vellosidades largas.
La marca anatomica del inicio del yeyuno se conoce como ligamento de
Treitz?233 La porcién final y mas grande del intestino, se llama ileon, la cual se
diferencia del yeyuno, debido a la cantidad de tejido graso, es mayor en este
caso, y macroscopicamente se observa con un aspecto mas opaco y
despulido.!Este tiene paredes mas delgadas, menos pliegues mucosos y menos
prominentes, ademas de vellosidades digitiformes mas cortas. En el existen
grupos de ganglios linfaticos conocidos como foliculos linfaticos agregados

(placas de peyer)_ 21,22,25,29,31,33
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Figura 1.Anatomia del intestino delgado. Tomado de (Moore, Keith L Dailey, Arthur F Agur,
2013) %

El intestino delgado cuenta con cuatro capas: mucosa, submucosa, muscular y
serosa o peritoneo. (Figura 2) 21.26.31,33,36

Luz del intestino delgado
A ‘ Vasos quiiferos
Vellosidad  Cagilar (linfaticos centrales)
sanguineo
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Figura 2. Vista tridimensional de las tinicas del intestino delgado gue muestra las vellosidades.
Tomada de (Tortora, Gerard J Derrickson, 2011) %

—— SUBMUCOSA

— MUSCULAR

SEROSA

La mucosa esta adaptada para aumentar el area de absorcion, ya que cuenta
con varias hendiduras revestidas de epitelio glandular, las células que las
revisten forman las glandulas intestinales (criptas de LieberkUhn) y secretan jugo
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intestinal. Tiene por funcion realizar los movimientos de segmentacion y
peristaltismo.3° Esta se divide en tres capas: epitelio, lamina propia y la muscular
de la mucosa. La lamina propia es una capa entre el epitelio y la muscular de la
mucosa, en ella se encuentran nodulos linfoides y algunas células
inmunocompetentes aisladas, por lo cual es una importante localizacion para las
respuestas inmunitarias. La submucosa es el principal lugar de distribucién del
flujo sanguineo y linfatico. Esta, al igual que la lamina propia contienen
aglomeraciones de nodulos linfaticos (GALT), las cuales se conocen como
Placas de Peyer y la mayoria de ellas se encuentra en el ileon. 2333 La capa
muscular es el limite entre la mucosa y la submucosa.333 Consiste en dos capas
de musculo liso: la externa es mas gruesa, contiene fibras longitudinales; la
interna, mas fina, tiene fibras circulares. Esta es la responsable de mezclar el
contenido intestinal y de los movimientos peristalticos. 2132 Finalmente la serosa
cubre la superficie interna de la pared abdominal.®%32 Por otra parte, la pared del
intestino no es lisa, ésta se encuentra replegada sobre si misma formando
pliegues que permiten tener mayor absorcion y digestion. 2° Dentro de éstas
caracteristicas estdn los pliegues circulares conocidos como valvulas de

Kerckring, estos son pliegues que estan mas desarrollados en el yeyuno?1:23:33

Las vellosidades dan un aspecto aterciopelado, ademas de que aumentan la
superficie del epitelio disponible para la absorcion y la digestién, y, por altimo,
las microvellosidades, son proyecciones de la membrana apical de las células
absortivas, las cuales incrementan la extension de la superficie absortiva,
formando una linea vellosa llamada borde en cepillo, el cual contiene muchas

enzimas con funciones digestivas. 2133

La responsabilidad de la absorcién de los alimentos recae sobre las células del
epitelio intestinal. En el cual se encuentran al menos cinco tipos de células:
enterocitos o0 células absortivas, células caliciformes, de Paneth,

enteroendocrinas y células M. (Figura 3)
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Figura 3. Vista aumentada de una vellosidad que muestra los quiliferos, capilares, glandulas

intestinales y tipos celulares. Tomada de (Tortora, Gerard J Derrickson , 2011) %

Dentro de las células mas abundantes se encuentran los enterocitos,
apareciendo en aproximadamente el 90% de las células del intestino
delgado.?®33 Su principal funcién es la absorcién, ya que sintetizan diversas
enzimas digestivas y participan en la absorcion de proteinas, hidratos de
carbono, lipidos, calcio y otras sustancias. Son células especializadas para el
transporte de sustancias desde la luz del intestino hacia el sistema

circulatorio.>21:33.36

Las siguientes células que se describen se conocen como caliciformes, éstas
son glandulas unicelulares secretoras de mucina. 22333 Sy principal funcién es

proteger de invasion bacteriana y lubricar la mucosa intestinal. 212333

La mucosa también cuenta con células de Paneth, las cuales permanecen en las

criptas y tienen una forma piramidal.3!
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Estas son las que mantienen la inmunidad innata de la mucosa mediante la
secrecion de sustancias antimicrobianas como T N F- a, lisozima y defensinas,
ademas de que cuentan con capacidad fagocitica, ayudando asi al control de la
flora microbiana residente y patdégena. Las proteinas antimicrobianas son
retenidas dentro de la capa de moco intestinal. Estas células se localizan en la

base de las criptas de Lieberkihn y viven unos 20 dias. 5212333

Ademas de las anteriormente mencionadas, también se encuentran las células

enteroendocrinas, estas producen varias hormonas endocrinas y paracrinas.?1:33

Existen 3 tipos; células S, células CCK, y células K, las cuales secretan la
hormona secretina, la colecistocinina (CKK) y el péptido insulinotropico
dependiente de glucosa, respectivamente, estas hormonas controlan varias

funciones del aparato digestivo. 2133

Y, por ultimo, pero no menos importantes, las células M (células con
micropliegues), las cuales son especializadas en el epitelio, ya que desempeiian
un papel en la monitorizacion de la luz intestinal y en el mantenimiento de la
funcién barrera intestinal, ademas de que son un eslab6n importante de la

defensa inmunitaria intestinal.>23:33

1.2 Patologias asociadas a intestino delgado

Existen diferentes enfermedades asociadas con la insuficiencia intestinal, las
cuales van desde las menos a las mas prevalentes, pero todas terminan

afectando la vida del que la padece. (Tabla 1)

Estas se basan en el mismo principio, la falla de la funcién y motilidad del
intestino delgado, provocando asi una disminucién en la calidad de vida; a

continuacion, se describen algunas de ellas.

Una de las principales es la Enfermedad de Crohn (EC), la cual es de origen
idiopatico y se asocia a un proceso inflamatorio crénico,3337-4 el sitio de
localizacion mas comun es el ileon terminal, aunque de igual forma puede
afectar a cualquier parte del tubo digestivo3337.3940 |as criptas de Lieberkiihn son

invadidas por células inflamatorias, ya que se presenta una reduccién de
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defensinas. Esta enfermedad se caracteriza por signos como la diarrea, dolor
abdominal y recaidas periddicas,33"38ademas del aumento de
linfocitos.334%Dentro de las principales complicaciones esta la obstruccion de la
luz intestinal por fibrosis, la formacion de fistulas en otros segmentos del intestino

delgado, y la perforacién intestinal. 33

Siendo estos sintomas la causa de que los pacientes diagnosticados con EC,
tengan que modificar su vida cotidiana, ya que cuando estos se presentan
provocan una pérdida de control intestinal®38-4°, por lo tanto, tienen la necesidad
de ir al bafio muy seguido, ademas del cansancio anormal; lo cual, afecta su vida
en todos los aspectos, esto conlleva problemas en el trabajo y en su vida
personal, lo que los puede llevar a un estado de depresion.4° Pero en estos
casos el apoyo de la familia y amigos es un punto muy importante para poder
sobrellevar todas las consecuencias ocasionadas. Hay poca difusion de
informacion acerca de los sintomas o tratamientos existentes para dicha
enfermedad, por lo cual, los pacientes tienen que investigar por cuenta propia,

haciendo de esta forma que sientan que no hay un mayor interés por ayudarlos.3®

Otra de las enfermedades que se presentan debido a la falla intestinal es el
sindrome de intestino corto (SIC), este es un cuadro clinico caracterizado por
una importante disminucion de la superficie intestinal (mayor a 45 cm) por una
pérdida anatomica o funcional del intestino delgado, la mayoria de las veces
aparece tras resecciones extensas por isquemia mesentérica y algunas veces

es una causa congénita.”17,28:41-43

Dentro de las principales complicaciones que se presentan estan la
malabsorcién, diarrea, deshidratacion, desnutricion y por ende pérdida de peso,
de igual forma la translocacion de bacterias entéricas al torrente sanguineo, la
cual se manifiesta como infeccion del catéter venoso central 717:284243 | g
reseccion de una longitud importante de intestino delgado produce una
secuencia de sintomas graves derivados de la disminucion de la superficie
intestinal activa para la absorcion, lo que se incrementa por la disminucion del
transito de los alimentos, conduciendo a grandes pérdidas de agua, electrolitos,
grasas, proteinas, vitaminas, y, finalmente, al deterioro creciente del paciente lo

que puede llevar a la muerte por desnutricion. ’
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Los pacientes con SIC necesitan contar con un soporte nutricional adecuado y
personalizado, por lo cual se deben adaptar a recibir diferentes tratamientos, ya
que esto implica el factor clave para la evolucion de estos. 4

Los principales tratamientos para esta enfermedad son: nutriciéon parenterall’42,
nutricion enteral, supresores de secrecion acida, antidiarreicos, hormona de
crecimiento y glucagén'’?, y para pacientes con sintomas mas graves se llega
hasta el tratamiento quirdrgico, cuando lo anteriormente mencionado ha

fallado.17.41.42

Tomando lo anterior como referencia se sabe que la posibilidad de una adecuada
adaptacion intestinal depende de cémo funcionen los tratamientos, ademas de
la longitud y la porcién del intestino resecado.*

Por otro lado, esta la enfermedad celiaca, la cual es una lesion crénica del
intestino delgado mediada por mecanismos inmunitarios, debido a la sensibilidad
al gluten, proteina presente en cereales como el trigo, el centeno, la cebada,
entre otros. Esta enfermedad dura toda la vida y sélo aparece en individuos que
tienen susceptibilidad genética.l” La ingestion de estos alimentos produce una
reaccion inmunitaria que finalmente dafia la mucosa del intestino delgado, lo cual
produce atrofia de las vellosidades del mismo, y finalmente disminucion de la
superficie de absorcion.’

Tabla 1. Causas de malabsorcién intestinal .’

Anatémica Funcional

Compromiso de la longitud intestinal | Dismotilidad intestinal

producto de malformaciones
congénitas
Compromiso de la longitud intestinal | Enfermedades asociadas a

producto de resecciones quirargicas | malabsorcion
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Este tipo de enfermedades son de caracter debilitante con un efecto negativo en
la calidad de vida de los pacientes y de su familia, ademéas de que se asocia a

costos elevados#1:42

Cuando los tratamientos anteriormente mencionados no fueron efectivos se

recurre a los trasplantes intestinales, siendo esta la Gltima opcién. 71628

Los trasplantes intestinales, se presentan como la técnica quirdrgica mas
desarrollada y se reserva para los pacientes que desarrollan complicaciones
graves y en los cuales los tratamientos existentes no fueron eficientes, aunque
siendo esta su Ultima alternativa, y la mas efectiva, todavia se presentan
complicaciones (Tabla 2) y una morbimortalidad importante.”16:28

Tabla 2. Complicaciones del Trasplante Intestinal

Complicaciones del Trasplante Intestinal (TI)*

Tipo Consecuencia

Quirdrgicas Trombosis vasculares, hemorragias,
perforaciones y complicaciones

derivadas de ostomias.

Inmunolégicas Secuencia rechazo grave, disfuncion
del injerto y potencial muerte del

receptor.

Infecciosas Infecciones virales, bacterianas y

fungicas.

Capitulo 2. Ingenieria de Tejidos

Este trabajo esta dirigido al campo de la medicina regenerativa o ingenieria de
tejidos, que es el paso fundamental para obtener un material adecuado para la

regeneracion de un organo o tejido.
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La ingenieria de tejidos es un campo que aplica fundamentos de medicina
regenerativa, se ha venido desarrollando la combinacién andamios, o
biomateriales con células biolégicamente activas, es una alternativa
prometedora para sustituir tejidos u érganos lesionados, siendo una posible

solucién a la necesidad de trasplantes.29:45-48

La construccion de érganos y tejidos artificiales por ingenieria tisular es uno de
los campos de investigacién que ha experimentado mayor progreso durante los
tltimos afios 4°, con el uso de biomateriales, los cuales son aquellos que se
utilizan con la intencion de interactuar con sistemas biolégicos para evaluar,

aumentar o sustituir cualquier tejido, 6rgano o funcién en el cuerpo.
2.1 Matriz extracelular (MEC)

La MEC sirve como un soporte tanto mecanico como estructural para el tejido
conjuntivo, contribuyendo a la integridad mecanica y ayudando asi a la adhesién
y crecimiento de células en él, de igual forma proporciona sefiales bioquimicas y

proteinas especializadas. 2247:51-58

Al ser el componente de los tejidos que da el principal soporte a las células, se
utiliza en la ingenieria de tejidos para guiar las interacciones entre ellas, ademas

de gque establece los patrones para su adhesién.>’

Es una mezcla muy compleja de proteinas estructurales y funcionales y otras
biomoléculas, incluye fibras proteinicas de colageno, elasticas y reticulares,
ademas de la llamada sustancia fundamental (Tabla 3), que ocupa el espacio
entre las células y las fibras, es una sustancia de aspecto viscoso y transparente,
es rica en proteoglicanos, glucosaminoglucanos (GAG) y glucoproteinas
multiadhesivas.?253:57.59.60 | os compuestos que forman la matriz extracelular son

secretados principalmente por fibroblastos. 51.58.59

Esta se compone de macromoléculas, las cuales son las siguientes:
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Tabla 3. Proteinas multiadhesivas que forman parte de la matriz extracelular.

Proteina Funcion
Colagena Provee el principal soporte estructural para los tejidos.
Fibronectina Lleva a cabo la adhesidn celular y media la migracion.
Laminina Fija las superficies celulares a la lamina basal , proporcionando un

sustrato de adhesion para resistir las fuerzas de tensidn en los tejidos.

Elastina Proporciona soporte, resistencia y capacidad de recuperaciéon en

regiones sometidas a estrés biomecanico.

Proteoglicanos Se encargan de que la MEC sea un gel hidratado, lo que permite a los

tejidos soportar las fuerzas compresivas.

2.2 Descelularizacion

La descelularizacibn es el proceso que se basa en la eliminacion de
componentes celulares, los cuales pueden iniciar una respuesta inmune,
dejando a la matriz extracelular (MEC) integra, la cual sirve como un “andamio
celular”, el cual en un proceso posterior puede ser repoblado con células del
paciente.® El proceso de biofabricacion a través de la descelularizacién conlleva
diversos tratamientos, entre estos estan los fisicos, quimicos y enzimaticos, los
cuales buscan eliminar tanto el material celular como el nuclear, sin afectar la

composicion y actividad de la matriz extracelular. 382947

El uso de andamios descelularizados en ingenieria de tejidos conlleva diversos
beneficios, como lo son: disminuir la probabilidad de rechazo por parte del
receptor, preservacion de componentes de la MEC, ademas de conservar la

arguitectura de esta. 11.57.58
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Ademas, las propiedades del material del andamio descelularizado puede estar
inherentemente limitadas por las caracteristicas de la fuente de tejido, incluida la

forma y el comportamiento mecanico.®

Por lo tanto, la descelularizacién conlleva a la eliminacion de antigenos celulares,
con lo que permite el uso de materiales xenogénicos, ademas de que minimiza
la respuesta inmunolégica sobre la implantacion, conserva tanto la integridad
mecanica y la composicion bioquimica del tejido nativo, de igual manera cuenta
con la capacidad de conservar la microarquitectura tridimensional del tejido
nativo y las propiedades bioinductivas para facilitar la remodelacion de tejidos.
Sin embargo, también se encuentran diferentes desafios aun por resolver tales
como: la optimizacion del proceso de descelularizacién dependiendo de la fuente
del tejido, dado esto, la eficiencia del proceso es altamente dependiente de las
caracteristicas del tejido fuente. Durante el proceso de fabricacion se puede ver
afectada la bioactividad y la integridad estructural del tejido. Se puede llegar a
presentar una respuesta inmunolégica por eliminacién celular incompleta, y una

rapida degradacion in vivo antes de la recelularizacion. °
2.3 Agentes de descelularizacion

Existen diversos protocolos de descelularizacién, aunque para que este sea
completo y eficaz, es habitual combinar varios agentes fisicos, quimicos y
enzimaticos (Tabla 4) entre si para optimizar la eficiencia del proceso para cada

tejido y 6rgano.%6t

Pero el primero protocolo que se propuso para llevar a cabo la descelularizacion
fue en 1975, en este protocolo mencionan la técnica utilizada para eliminar las
células de la MEC, usando una combinaciébn de procesos quimicos y

enzimaticos. 962

Conforme ha pasado el tiempo se han ido actualizando dichos protocolos
dependiendo del tejido que se esté trabajando. Cada tejido tiene una respuesta
diferente ante los procesos de descelularizacién, por ende se tiene que buscar

un protocolo que sea adecuado para cada uno de ellos.??
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Generalmente para que un protocolo de descelularizacion resulte mas efectivo
utiliza una combinacién de tratamientos o agentes, los cuales pueden ser
quimicos, biolégicos y enziméticos, obteniendo de esta forma una mayor

eliminacién de células y conservando mayormente la estructura de la MEC.%%3

Comunmente, un protocolo de descelularizacion regular sigue el orden que se

presenta a continuacion:

Se usan tratamientos fisicos o soluciones ionicas para causar lisis en la

membrana celular.

El tratamiento enzimatico ayuda a separar los componentes celulares de la MEC.
Tratamiento con detergentes para solubilizar células citoplasméticas y nucleares.
Enjuague y eliminacion de remanentes celulares de la MEC.

2.3.1 Agentes fisicos

Los agentes fisicos que usualmente se utilizan para la descelularizacién son:
temperatura, presion, perfusion, liofilizacion, congelacién-descongelacion,
sonicacion, y agitacion. El mecanismo general de este método es el de romper
la membrana plasmética de la célula, dando como resultado la lisis celular y la

eliminacion del tejido.%47
2.3.2 Agentes quimicos

Los agentes quimicos por lo general se usan para la remocion de componentes
nucleares®#’, dentro de estos se encuentran los tratamientos alcalinos y acidos,
los cuales alteran la membrana celular, y de igual forma pueden solubilizar los
principales componentes citoplasmicos de las células ayudando asi a la
eliminacion de acidos nucleicos. ° Ademas también existe la extraccién con
detergentes, estos solubilizan la membrana lipidica y encapsulan proteinas
dentro de micelas. Se pueden utilizar detergentes iénicos, no iénicos, catidnicos
0 zwitteridnicos. 2474864 | os idnicos son efectivos para solubilizar membranas
celulares citoplasmaticas y nucleares, alteran potencialmente la integridad del

colageno, 4”48 mientras que los no i6nicos son suaves, capaces de romper las
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interacciones lipido-lipido y proteina-lipido.%4748.64 |os catiénicos son demasiado
fuertes que provocan la desnaturalizacion de las proteinas estructurales en la
MEC nativa. %4’ Por otro lado, los zwitterniénicos presentan propiedades tanto
de detergentes no idénicos como ionicos, pero tienen una mayor tendencia se
pueden subclasificar como agente hipotonico e hipertdnico, los cuales causan un
choque osmotico ayudando a incorporarse a la estrategia de descelularizacion

como un medio para lisar células de manera eficaz.
2.3.3 Agentes enzimaticos

Los tratamientos enzimaticos, involucran proteasas y nucleasas 194765 que

ayudan a la eliminacién de proteinas celulares y restos nucleicos. °

Diversos estudios han utilizado una combinacion de las técnicas anteriormente

mencionadas, ejemplo de ello son:

Tabla 4. Agentes de descelularizacién

Método Modo de accién Efecto en MEC Referencias
Rapida Formacién de cristales de hielo | Proporciona una matriz porosa, y | 111247
congelacion y | intracelulares que dafia las | conserva la estructura del
liofilizacion células presentes en el tejido, lo | colageno
que resulta en la
permeabilizacion de la El ECM se rompe o se fractura
membrana celular. durante la congelacién rapida
Fisico . o o )
Congelacion- | Lisis celular Elimina efectivamente la | 66

Descongelaci

antigenicidad de las matrices,

ademas de que permite la

celulares; puede lisar las células

del ECM

on conservacion efectiva de las
laminas basales nativas.

Agitacion vy | Facilita la exposicion quimicayla | Las  condiciones  agresivas | 3

perfusion eliminacién de residuos | pueden dafiar los componentes
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Quimico

Acidos Producen degradacion hidrolitica | Pueden afectar a los GAGs y | 101248

de moléculas. eliminar factores de crecimiento.

Solubilizan el  componente

citoplasmatico de las células,

producen disrupcion de los

acidos nucleicos y

desnaturalizacion de las

proteinas.

Ej. Acido peracético

Detergentes | I6nicos Solubilizan Elimina restos nucleares y las | 12486167

las proteinas citoplasmaticas de los

E). dodeci membranas tejidos gruesos, tiende a alterar

sulfato de sodio celulares vy | laultraestructura, elimina el GAG

(SDS) nucleicas, y los factores de crecimiento y

Desoxicolato desnaturaliza | dafia el colageno.

s6dico proteinas.

No idnico Solubilizan Rompen y disocian proteinas de
las la matriz.

Ej. Triton X-100 membranas 12,48,61
celulares y Eliminacibn de células mas

disocian el

eficaz de tejidos delgados, cierta

alteracion de la ultraestructura y

ADN de las | eliminacion de GAG.
proteinas
Zwitterniénicos Presenta A través de una modificacion | 12474861
propiedades | ultraestructural en tejidos
Ej. CHAPS ibnicas y no | delgados elimina a las células.
i6nicas.
(3-[(3-

colamidopropilo)
dimetilamonio]-

1-propano)
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Soluciones

hipotonicas

Producen lisis celular por efecto

osmético.

Cambios minimos en la
composicion y arquitectura de la

MEC.

66,67

Soluciones

hiperténicas

Disocian las moléculas de ADN
de las proteinas al romper sus

interacciones.

67

Agentes Disocian las células de las | Producen disrupciones proteina- | 47:61.66.67
guelantes proteinas de la matriz. proteina mediante el secuestro
de iones de metal,
interrumpiendo asi la adhesion
Ej Acido etileno celulara ECM
diaminotetraacético (EDTA) y el
Acido etileno glicol tetraacético
(EGTA)
Tripsina Se utiliza como agente inicial, | Disminuye significativamente el
especialmente en tejidos densos | contenido de elastina y GAG
ya que produce facilmente oree
disrupcion de la ultraestructura Permite desnaturalizar las
tisular  facilitando  asi la proteinas que mantienen unidas
penetracién de otros agentes en las células a la matriz.
Enzimaticos un segundo paso
Nucleasas DNAasas y | Escinden Utiles en la eliminacion de | 47616667
RNAasas secuencias nucledtidos después de la lisis
de acidos | celular en tejidos
Ej.

nucleicos.
Endonucleasa-

Benzonasa
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1)

2.4 Caracterizacion del andamio de intestino delgado

descelularizado.

Las evaluaciones histoldgicas, son importantes, ya que se tiene que aplicar la
mejor técnica para la caracterizacion del andamio, determinando de esta manera
la eficiencia de este antes de ser implantado. Se tiene que realizar la
caracterizacion adecuada para saber si el proceso de descelularizacion que se
llevé a cabo eliminé por completo los componentes celulares o si aun existen

residuos en la MEC.

Para evaluar los andamios naturales obtenidos mediante descelularizacién se
requiere la aplicacién algunas técnicas, debido a que se desea identificar y
cuantificar los componentes presentes en la MEC, a continuacion, se describe el

fundamento de estas para poder comprender la utilidad de cada una.
2.4.1 Histologia

La técnica histolégica se basa en una serie de pasos a los cuales se somete un
tejido para que sea posible la observacion de estructuras no visibles al ojo

humano mediante el microscopio.?°70
En el desarrollo de esta técnica se realizan los siguientes pasos®7°;
Obtencion del material histologico

La obtencion del material es un proceso que se debe realizar con varias

precauciones, y se deben de cumplir varias reglas, como lo son:

Realizar la toma del tejido del lugar correcto.

Es preciso obrar con cuidado y precaucion, a fin de evitar la destruccion de los
tejidos.

Cortar la pieza de 6érganos macizos en trozos pequeios (entre 1y 3 cm x 0.5
cm), teniendo en cuenta la configuracion anatémica.

La manipulacién de 6rganos huecos debe ser cuidadosa con el fin de evitar la

distencion de estos.
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2)

3)

Realizar éste proceso con la mayor rapidez posible para evitar la autodestruccion

del tejido (autdlisis).

Fijacion

Mediante la fijacion se busca impedir el desarrollo de los procesos vitales de los
tejidos e impedir las modificaciones post morten que pueda sufrir la célula
(procesos autoliticos), que consiste en la destruccion de los tejidos por sus
propias enzimas locales producidas por los lisosomas, y aun asi manteniendo la
estructura morfolégica de células y tejidos sin que ocurran cambios notables en

ellos. 6970
Inclusién

Los tejidos fijados adquieren cierta consistencia y dureza, pero no la suficiente
para que de ellos se obtengan secciones delgadas, estas secciones se
conseguirdn cuando los tejidos se infiltren con sustancias denominadas “de
inclusion”, las cuales tienen la finalidad de servirles de soporte. Asi los tejidos y
la sustancia de inclusion forman un bloque homogéneo en dureza y consistencia,

a pesar que sus componentes tuvieron originalmente distinta dureza.®%7°

Existen dos procedimientos fundamentales para la obtencion del corte, los cuales
son: previa congelacion del material de estudio, lo cual no altera la composicién
guimica de los componentes histologicos del material a examinar, ademas de
que los cortes obtenidos por congelacién son siempre mas gruesos, el otro
procedimiento, es la previa inclusion del material en parafina, es preferible
impregnar los tejidos con una sustancia liquida que luego pasa a una fase soélida
y homogénea, estos dos procedimientos son la forma en que se adquiere tal
dureza, que sometidos al filo de una navaja produzcan secciones, cortes o

laminas sumamente delgados y transparentes.5°.7°

La inclusion o formacién del bloque de parafina se efectia empleando moldes
de diversos materiales y diferentes areas y profundidades. Pueden ser de papel,
metal o plastico. El bloque de parafina debe contener la muestra correctamente

orientada para facilitar la obtencion de las secciones o “cortes”.®°
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4)

5)

6)

Obtencion de cortes mediante micrétomo

En esta etapa, los tejidos y la parafina integran un solo bloque que, posee la
dureza y la consistencia suficientes para obtener secciones delgadas y
transparentes.®® Con el objeto de realizar los cortes adecuados para el estudio
al microscopio, se utilizan distintos métodos y variados aparatos de gran
precision, a los que se denominan “microtomos”. Los espesores mas utilizados
van desde 5 a 8 um. La eleccion del grosor depende de la textura del tejido y de

los elementos y detalles que se quieran observar y estudiar.”®
Tincion

Las estructuras contenidas en las preparaciones histolégicas, poseen poco
contraste o carecen de €l completamente, por lo que no van a poder ser
distinguidas al microscopio. Este inconveniente queda resuelto por la propiedad
qgue tienen los distintos componentes celulares y tisulares de incorporar con
variable intensidad sustancias colorantes, mediante el procedimiento de
coloracion o tincién consiste en que una estructura celular o tisular adquiere
especificamente un color bajo la accidon de una sustancia colorante. Se considera
gue una estructura se ha coloreado o tefiido cuando al ser lavada con el liquido

que disuelve al colorante, no se decolora.?7°

Montaje
Concluido el proceso de la tincion de los cortes, se realiza el montaje, el cual
tiene por objeto mejorar la observacion, facilitar el manejo y aumentar la duracion

de los preparados histolégicos. ©

Este procedimiento consiste en colocar encima del corte coloreado y diafanizado
una gota de una sustancia adherente, diluida, generalmente en xilol (resina
natural como el balsamo de Canada o resinas sintéticas, cuyos indices de
refraccibn son similares a los del vidrio) y encima de ellos, una laminilla

cubreobjetos, cuidando que no queden burbujas de aire entre la resina.
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A continuacion se deja que el xilol se evapore, y la resina adquiera solidez
suficiente; para ello las laminas se colocan en una platina caliente ( 45° a 50° C)
durante 24 a 48 horas y estaran listas para ser observadas.°7°

En este trabajo se utilizaron diferentes evaluaciones, de las cuales se explica el

fundamento a continuacion:

2.4.1.1 Hematoxilina & Eosina

La tincion hematoxilina-eosina (H&E), es el método de las tinciones mas
utilizadas en investigacion. Se basa en la combinacién de dos colorantes; la
hematoxilina, que, por ser catidnica o basica, tifie estructuras acidas (basofilas)
en tonos azul y purpura, como por ejemplo los nucleos celulares; y el uso de
eosina que tifie componentes basicos (acidoéfilas) en tonos de color rosa, gracias

a su naturaleza aniénica o acida, como el citoplasma. 7172
2.4.1.2Tricrémico de Masson

La técnica histoquimica de coloracion tricromica de Masson diferencia mediante
tres colorantes distintos y tres tipos de estructuras, como son los nucleos, el

citoplasma y el tejido conjuntivo. 773,74

El fundamento se basa en:

1. Primero se tifien las secciones con un reactivo acido de tipo fucsina, tal como
escarlata de Biebrich, la cual tifie de color rojo elementos aciddéfilos como

citoplasma, y muasculo.

2. El segundo colorante que se utliza es el acido fosfotungstico y/o
fosfomolibdico, el cual se diluye del colageno, pero no del citoplasma, este tiene
varios grupos acidos los cuales actian entre el colageno y el azul de anilina, el

cual es afin al colageno y se tifie de color azul.

23|Pagina



3. El altimo colorante que se utiliza es la hematoxilina férrica de Weigert, que tifie
componentes basofilos, sirve para para diferenciar el nucleo celular, se tifie de

color marrén o negro.
2.4.1.3 Tincién PAS (Acido peryddico de Schiff)

Esta reaccion tifie carbohidratos y macromoléculas compuestas por
carbohidratos (glucosaminoglicanos y proteoglicanos).’*

Algunos de los multiples usos de la reaccion incluyen:
1. Demostracion de fibras reticulares y membranas basales.
2. Demostracién de hongos.

3.Demostracion de ciertos tipos de mocosustancias secretadas por el epitelio de
varios érganos del tracto digestivo, respiratorio y genital femenino (cérvix) 2

Todas ellas se pueden ver en PAS positivas en color magenta con nudcleos
azules. "?Los polisacaridos PAS positivos pueden ser mucopolisacaridos acidos
no sulfatados como las sialomucinas epiteliales; mucopolisacaridos acidos
sulfatados como las sulfomucinas epiteliales y glucosaminoglicanos del tejido

conectivo; mucoproteinas y mucolipidos.
2.4.1.4 Tincion de Herovici

La tincion de Herovici es una tincion policrémica, utilizada para evaluar
estructuras tisulares como el ndcleo, citoplasma y coldgena extracelular, en las
cuales utilizan colorantes como azul de celestino, amarillo de metanilo, fucsina
acida y azul de metilo. > Esta tincion tifie de diferente color segin la fase de
maduracion de la colagena, ademas de distinguir el tipo | y 1ll, se tifie de azul, si
la colagena se encuentra en una etapa inmadura y roja si se encuentra en su

forma madura,. El citoplasma se colorea en tono amarillo y los nucleos de negro.
75,76
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2.4.1.5 DAPI (4',6-diamidino-2-fenilindol)

Es una tincion de acido nucleico fluorescente azul que se une al ADN bicatenario
y parece asociarse con los grupos de AT en el surco menor de la molécula de
ADN. Es un colorante de ADN no permeable, pero puede entrar en una
membrana dafiada, en donde el colorante puede interactuar con el ADN en la

célula.”’78
2.5 Recelularizacion

Durante la recelularizacion, un érgano o tejido se mantiene en condiciones en
las que al menos algunas de las células regenerativas se pueden multiplicar y/o
diferenciar dentro del 6rgano o tejido descelularizado o sobre el mismo. Dentro
de las condiciones adecuadas estan: temperatura y/o presion, pH, la cantidad
oportuna de O2 y/o CO2, humedad, y condiciones estériles o casi estériles. Las
células regenerativas pueden ser alogénicas de un oOrgano o tejido
descelularizado de la misma especie, 0 xenogénicas de una especie diferente a

la que origind el 6rgano o tejido. 63
2.6 Viabilidad celular

El estudio de la viabilidad celular se centra en evaluar que tan aptas son las
células para ser utilizadas. El principal interés es conocer si cuentan con el

potencial para su uso en ingenieria tisular. 7980

Dentro de las técnicas que existen para dicha evaluacién, se encuentra el uso
de azul de tripan, es un colorante derivado de la toluidina que posee la capacidad
de tefiir células muertas, este es un ensayo rapido, el cual se basa en poner de

manifiesto la integridad de la membrana plasmatica. 7981

Otro de los ensayos que se puede emplear, es el uso del kit de
citotoxicidad/viabilidad LIVE/DEAD, este se basa en el uso de dos colorantes; la
calceina AM verde fluorescente que detecta la actividad de la esterasa
intracelular, lo cual es un indicio de que la membrana plasmética esta intacta,
por lo tanto, detecta a las células vivas, y el homodimero-1 de etidio rojo
fluorescente, el cual detecta la integridad de la membrana plasmatica. 8
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El uso de este kit resulta ser mas sensible y seguro en comparacion con el
uso del colorante de exclusion azul de tripano, debido a que ambos colorantes
son practicamente no fluorescentes antes de interactuar con las células, por lo
cual son muy sensible debido a la brillante fluorescencia de ambos colorantes al

interactuar con las células vivas o muertas.’?:8!

Capitulo 3. Metodologia experimental

En este capitulo se describe la metodologia experimental llevada a cabo para
descelularizar el intestino delgado, ademas de las técnicas utilizadas para
comprobar la eficacia del proceso de decelularizacion, asi como la
caracterizacion tanto del intestino delgado descelularizado como del nativo y una

prueba de viabilidad celular del intestino descelularizado.
3.1 Protocolo de descelularizacion

En este caso la metodologia que se llevé a cabo se baso en trabajos previos
realizados en nuestro laboratorio'283-85 se utilizaron tres cerdos de la raza

Landrace-Yorkshire, de entre 3 a 5 kg.

Lo primero que se realiz6 fue obtener el intestino delgado de porcino, donde se

reseco la parte del yeyuno. (Fig 4)

El procedimiento quirargico del donante se llevo a cabo en el Departamento de
Medicina Cirugia y Zootecnia para Pequefias Especies de la Facultad de
Medicina Veterinaria y Zootecnia (FMVZ-UNAM), el cual estuvo dirigido por la
Dra. Norma Silvia Pérez Gallardo y su equipo, de acuerdo a la NOM-062-ZO0O-
199986 y |os requisitos del Comité de Etica FMVZ.
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Figura 4. Técnica quirargica de la extraccion de intestino delgado. (a) Extirpacién del segmento

intestinal, (b) Fraccién de intestino delgado (yeyuno).

Previo a la extraccion de la fraccion de intestino delgado se prepar6 al donante
porcino mediante sedacion, aplicando azaperona (Sural®) 20 mg/kg IM como
sedante y sulfato de atropina (Atropisa®) 1mL IM como protector vagal y
antisialagogo, ademas de pentobarbital sddico como anestésico general. Una
vez obtenido el yeyuno (Fig 4b) se realiz6 el procedimiento de descelularizacion

gue se describe a continuacion.

Después de la extraccion, el intestino delgado se coloc6 en solucién de
antibiético-antimicético al 10% (SIGMA) en solucién amortiguadora salina-
fosfato (PBS) para su transporte desde el quiréfano en el Departamento de
Medicina Cirugia y Zootecnia para Pequefias Especies de la FMVZ-UNAM hasta
el laboratorio de Biomateriales en el Instituto de Investigaciones en Materiales
(IIM) de la Universidad Nacional Autonoma de México (UNAM).

El intestino delgado se coloc6 sobre una charola, se removio el tejido ganglionar
del mesenterio intestinal sin comprometer el arbol vascular con ayuda de un
equipo basico de diseccién, se enjuagd con agua Mili-Q, posteriormente se
introdujo el intestino en una nueva solucion de PBS a temperatura de 4°C, en

donde comenzé el protocolo (Fig 6) que se describe a continuacion:
Dia 1. Se conecté a una bomba para perfundirlo con la misma solucién por 24 h.

Dia 2. Se incub¢ el intestino en una nueva solucion de PBS por 24 h a 4°C.
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Dia 3: Se realizo el cambio de solucion para terminar el enjuagado de la sangre

y se incub6 de nuevo en una solucion de en PBS por 24 h a 4°C.

Dia 4: Se realiz6 el cambio de solucién y se perfundié en 2 L de solucion de
PBS/tritbn X-100 con 2% v/iv de Triton X-100 y 0.2% v/v de acido
etilendiaminotetraacético (EDTA), 0.3% v/v buffer azida sddica con 2%v/v SDS

por 24h. Ademas, se realizaron lavados con PBS por 24 h.

Dia 5: Se perfundié por 1 h con solucion de PBS para enjuagar y se coloca de

nuevo en una solucion PBS/Desoxicolato de sodio (4%) por 24 h a 4°C

Dia 6: Se enjuagd en 2 L de solucién de PBS 24 h y finalmente se almacené en
una solucién 50% de agua deionizada con 50% de solucion de PBS y 0.5% de

anfirm/ solucion antibiético y (33 mg) azida sédica.

(b)

Figura 5. Proceso de descelularizacion. (a) Perfusion de intestino (b)Intestino descelularizado.

El andamio de intestino descelularizado obtenido se almacend congelandolo a
una temperatura de -20°C. Después se esterilizo previo a los ensayos bioldgicos,
incubandolo en una solucion de 10% de antibiotico-antimicético en PBS durante

24 h a 4°C y después se irradi6é con luz UV durante 30 minutos.
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PROCESO DE DESCELULARIZACION

=2/

Figura 6. Proceso general de descelularizacion.

3.2 Expansion de celulas mesenquimales provenientes de pulpa

dental.

Las células que se utilizaron fueron proporcionadas por la Division de Estudios
de Posgrado e Investigacion de la Facultad de Odontologia, Universidad
Nacional Autbnoma de México (UNAM). Se obtuvieron mediante un sistema de
cultivo de tejido de explante de 5 pacientes adultos que fueron sometidos a la
extraccion del tercer molar en la Clinica de Cirugia Maxilofacial de la Division de
Estudios de Posgrado e Investigacion (DEPel) en la Facultad de Odontologia de

la Universidad Nacional Autobnoma de México.8’

Una vez teniendo las células se realizd una expansion de las mismas para llevar
a cabo el experimento de viabilidad celular. Se sembraron en frascos de cultivo
(BD Falcon) a una densidad de 70,700 células/cm?. Después de 24 h, se cambid
el medio y las células adheridas se dejaron expandir hasta obtener una
confluencia del 80%. Las células se mantuvieron con medio DMEM/F12 +
GlutaMAX (1x) (Gibco) suplementado con 10% de suero fetal bovino (Gibco) y
1% de antibiotico- antimicotico (Gibco). (Fig 7)
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Figura 7. Cultivo de células mesenquimales de pulpa dental
3.3 Caracterizacion

Después de haber realizado la descelularizacion del intestino delgado, se

caracterizo la matriz obtenida, el procedimiento se describe a continuacion.
3.3.1 Histologia

El intestino descelularizado fue sometido a una evaluacion microscopica, tal y
como se describe en el punto 2.4.1. Esta evaluacion se realiz6 en el
departamento de embriologia de la Facultad de Medicina de la Universidad

Nacional Auténoma de México (UNAM).

Los fragmentos de intestino delgado nativo como descelularizado, se colocaron
adecuadamente en un molde de metal, al cual se le agregdé parafina para
posteriormente realizar los cortes. Se realizaron cortes de 5 um con el micrétomo
de rotacion (SLEE) los cuales se colocaron en el portaobjetos fijandolos con calor
en una estufa. Los cortes se tifieron con hematoxilina & eosina (H&E), y 4',6-
diamidino-2-fenilindol (DAPI), para evaluar la efectividad de descelularizacion,
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mientras que para evaluar mucopolisacaridos, colagena y tejido conjuntivo se

utilizé PAS, Herovici y Tricromica de Masson respectivamente. (Fig. 8)

TECNICA HISTOLOGICA

.....

COTTE en Colocacién del
microtomo corteen la

laminilla

Inclusién en
parafina

ot ) T
ﬁ‘ B R . PR J ah
e =

i, o B

Tincién

Observacién Deshidratacion

Montaje

Figura 8. Proceso general de la técnica histoldgica

3.4 Viabilidad celular

Lo primero que se realizdé para comenzar con la prueba de viabilidad celular fue
el corte del tejido, se colocé el medio de montaje tissuetek en la base de aluminio
para posteriormente colocar el tejido. Los blogues congelados de tissuetek a
30°C conteniendo las muestras se cortaron en el criostato (SLEE) a un espesor

de 30 pm.
3.4.1 Recelularizacion del andamio

Una vez teniendo los andamios cortados se colocaron dentro de una caja de 24
pozos, se colocaron en los tres primeros pozos de la fila A los andamios
descelularizados, en la fila B se tenia al control positivo, y en la fila C al control
negativo. (Fig. 9)
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Figura 9. Esquema general de viabilidad celular. Fila A: matriz descelularizada y

células (constructo). Fila B:células en monocapa Fila C: células en monocapa y

Una vez colocados los andamios se procedi6 a realizar tres lavados con PBS
para eliminar el exceso de tissuetek, agitando suavemente la caja, se retiro el
PBS y se realiza un cuarto lavado con antibiotico-antimicotico al 10%, seguido
de dos lavados méas con PBS, dejando finalmente el andamio con 1 mL de
DPBS para ser irradiado con luz UV por 15 minutos, consiguiendo un andamio

estéril.

3.4.1.1 Siembra de células mesenquimales en los andamios

Se realiz0 la tripsinizacion del cultivo celular contenido en 6 frascos T75, de los
cuales se obtuvo una cantidad de 49,166 células por pozo.

Se retiré el DPBS de los 9 pozos, para agregar 100 pL de cultivo celulary 1 mL
de medio de cultivo, la caja se incub6 a 37°C por 30 dias, realizando cambios de

medio de cultivo a los 2,6,13,18 y 25 dias de haber sido incubados.

3.4.2Ensayo de viabilidad celular con el KIT LIVE/DEAD

Pasados los 30 dias de incubacion se realizé el ensayo de viabilidad celular,
utilizando el KIT LIVE/DEAD. Lo primero que se realizé fue la eliminacién del

medio de cultivo que contenian los pozos, posteriormente se hicieron tres

32|Pagina



lavados con PBS, se colocé 500 puL de DPBS al constructo (andamio
descelularizado conteniendo las células) y al control positivo. Al control negativo
se le agreg6 500 pL de etanol al 70%, se incub6 por 15 minutos a 37°C, mientras
se preparaba el mix de reactivos, se utilizaron 3 mL de PBS con 6 pL de
homodimero de etidio y 1.5 pL de calceina. Una vez pasados los 15 minutos de
incubacion se retiré el DPBS y el etanol 70% de los pozos, se afiadié 300 uL del
mix de reactivos a los controles y 400 L a los constructos, la caja y el tubo que
mantenian el mix se mantuvo cubierta con papel aluminio todo el tiempo para
evitar el contacto con la luz, se incubdé nuevamente por 15 minutos a 37°C,
posterior a este tiempo se realizaron tres lavados con PBS y se mantuvieron en

DPBS, para finalmente tomar las microfotografias correspondientes.

Capitulo 4. Resultados y Analisis

En este capitulo se presenta y se analiza la efectividad de la descelularizacion,
comparando la caracterizacion del intestino nativo y del descelularizado, ademas

de mostrar los resultados obtenidos en el ensayo de viabilidad celular.
4.1 Evaluacion del proceso de descelularizacion

El intestino delgado se descelularizé de acuerdo al protocolo presentado en el
punto 3.1 para eliminar el contenido celular presente en el tejido.
Macroscopicamente se observo el cambio de coloracion del tejido, el cuél en
cuestién de 6 dias pasé de un tono rojizo a blanco (Fig.10), generandose un
andamio que mantuvo su estructura anatomica desde el punto de vista
macroscopico. Lo que se busca con un protocolo de descelularizaciéon adecuado
es eliminar los componentes celulares, pero manteniendo intactos los

componentes de matriz extracelular.
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Figura 10. Macrofotografias del segmento de intestino delgado nativo y después de ser

sometido al proceso de descelularizacion.
4.1.1 Efectividad del protocolo de descelularizacion

La medicion de la efectividad del protocolo de descelularizacién se realizo
mediante el uso del software de andlisis de imagen (Image J) para cuantificar los
nucleos celulares en las fotomicrografias obtenidas con el microscopio Axiozoom
V16 (Zeiss) de la Unidad de Microscopia en la Facultad de Medicina, se
analizaron con tincion de DAPI (Fig. 11 E, F, G y H) la cual muestra la
disminucién del material celular después de someter el intestino delgado al
proceso de descelularizacion. Al observar el intestino nativo se noto la presencia
de las estructuras del érgano intestinal normal, como son: las capas mucosa,
submucosa y serosa, ademas de células como la caliciformes y de Paneth,
también se pudo observar la presencia de la vellosidad intestinal (Fig. 11 A, C, E
y G). Posterior al proceso de descelularizacién se observo la ausencia de las
células anteriormente mencionadas, debido a la disminucion de fluorescencia en
el tejido, sin embargo, las capas se mantuvieron, aunque mas laxas que en la
nativa (Fig. 11 B, D, F y H). Al igual que en la tincion de Hematoxilina & Eosina,
(H&E) (Fig. 11 A,B,C y D) estos resultados fueron consistentes . De igual forma,
en trabajos similares, se muestra que las muestras tratadas con SDS y Triton X-
100 muestran menor cantidad de nucleos.8-°0 Para evaluar la eficacia del
proceso de descelularizacion se realizo la cuantificacion del proceso, mediante
el software GraphPad Prism 8.0.1 obteniendo como resultado una diferencia
significativa (p>0.0001) del contenido de nudcleos presente en las matrices

extracelulares en ambas tinciones. (Fig. 11 I, F).
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Ademas de que, al analizar el porcentaje de descelularizacion de 6 muestras, se
obtuvo un promedio de 96.17% + 2.18% para DAPI y 94.97% + 13.09% para
H&E, esto es similar en el trabajo de Oliveira 2013, en el cual utilizaron un método

de descelularizacibn usando los detergentes como SDS y Triton X-100

reportando resultados con porcentajes de descelularizacion de 98.88% +1.62%
usando SDS, y de 94.63% + 5.85% usando Triton X-100.8%. Otros autores

mencionan que para que el andamio pueda ser utilizado en aplicacion para

Ingenieria de Tejidos debe alcanzarse un porcentaje de descelularizacion

minimo de entre 70 % y 80%.°1.92
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Figura 11. Caracterizacion de intestino delgado
nativo y descelularizado a través de histologia con
DAPI y Hematoxilina & Eosina (H&E). A).
Intestino nativo en tincion H&E (B) Intestino
descelularizado en  tincibn H&E. (C)
Acercamiento de intestino nativo en tincién H&E
en el cual se pueden observar los nucleos tefidos
de morado (D) Acercamiento de intestino
descelularizado en tincion H&E en el cual se
presenta la ausencia de nucleos (E) Intestino
nativo en tincion DAPI (F) Intestino
descelularizado en  tincibon  DAPI  (G)
Acercamiento de intestino nativo en tincion DAPI
en el cual se observan nucleos en color azul (H)
Acercamiento de intestino descelularizado en
tincion DAPI en el cual se observa la ausencia
de nucleos y un poco de autoflorescencia de la
colagena. (I) Cuantificacion de nucleos con
tincién DAPI. (J) Cuantificacion de nucleos

con tincion H&E.
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4.1.2 Evaluacion de la Matriz Extracelular (MEC)

Es importante mantener lo mas intacta posible la estructura de la matriz
extracelular para que esta sirva como soporte, por lo tanto, se evaluaron
microscopicamente al intestino nativo y al descelularizado con tres tinciones
histolégicas: PAS, Herovici y Tricrbmico de Masson. (Fig. 12) La matriz
extracelular principalmente se compone de coldgenay proteoglicanos, los cuales
se preservaron en la estructura de la MEC después del proceso de

descelularizacion.
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Figura 6. Caracterizacion de intestino delgado nativo y descelularizado a través de histologia con tincion
Herovici, Tricrémica de Masson , y la técnica de Schiff (PAS)(A). Intestino nativo en tincion Herovici (B)
Intestino descelularizado en tincion Herovici. (C) Acercamiento de intestino nativo en tincion Herovici (D)
Acercamiento de intestino descelularizado en tincion Herovici. (E) Intestino nativo en tincion Tricromica de
Masson (F) Intestino descelularizado en tincion Tricrémica de Masson (G) Acercamiento de intestino nativo
en tincion Tricromica de Masson (H) Acercamiento de intestino descelularizado en tincion Tricrémica de
Masson (I) Intestino nativo en tincion PAS (J) Intestino descelularizado en tincion PAS (K) Acercamiento

de intestino nativo en tincion PAS (L) Acercamiento de intestino descelularizado en tincion PAS.
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En la tincion de PAS se pueden observar polisacaridos en color magenta y los
nlcleos de color azul (Fig. 12 K),.”%:74 Mientras que en la tincién de Herovici se
tifen de color azul las fibras de colagena nueva y en rojo la coldgena madura, y
los nlcleos de negro. "8 (Fig. 12C) En la tincién de Tricromico de Masson se
observa de color rojo elementos como citoplasma y masculo, la colagena se tifie
de color azul, y el nacleo celular se tifie de negro.”>7374 (Fig. 12 G) En las
micrografias aumentadas del intestino descelularizado, se puede observar en las
tres tinciones (Fig. 12 D, Hy L) la conservacién de los principales componentes
de la MEC, como lo son las fibras de colagena, en cuanto a la tincion de Herovici
(Fig. 12 D) se observan mayor cantidad de colagena madura, ya que esta se
identifica gracias al color rojizo. En la tincion de Tricromico de Masson (Fig.12 H)
se muestra el tejido conectivo intacto en el andamio, al igual que en el trabajo
de Maghsoudlou (2013).288En relaciéon a la tinciéon de PAS (12 L), la intensidad
de la tincion disminuydé  significativamente en la matriz extracelular
descelularizada, en comparacion con el intestino nativo; lo cual se asemeja con
lo reportado en el trabajo de Oliveira y cols 2013 8° El objetivo de realizar estas
tinciones fue demostrar que el protocolo de descelularizacién que se utilizo fue
adecuado para poder eliminar los componentes celulares, manteniendo los

componentes de la estructura de la MEC.
4.2 Evaluacion de la recelularizacion

Para comenzar con el proceso de recelularizacion se realizé la cuantificacion de
las células mesenquimales de pulpa dental, o, en inglés, dental pulp stem cell
(DPSC) pre siembra, esto se llevo a cabo con el Cell counter (Corning ®), la cual
se consideré como el dia 1(Fig. 13), obteniendo una viabilidad del 95.1 + 1.62
%, el cultivo primario de dichas células presentaron un crecimiento de tipo

fibroblastico, el cual se evidencio entre las primeras 72 h.
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Figura 13. Viabilidad pre-siembra

4.3 Viabilidad celular

A los constructos evaluados se les realiz6 el ensayo de viabilidad celular con el
KIT LIVE/DEAD a los 30 dias, de acuerdo al procedimiento descrito en el punto
3.4.2, el cual se basa en determinar el estado de la membrana plasmética de las
células que se utilizaron, si esta se mostrg afectada, fluorescera de rojo, debido
a la interaccion con el homodimero-1 de etidio (528) y si esta intacta fluorescera
verde, ya que la calceina AM (494) detecta la actividad de la esterasa

intracelular. 82

Las DPSC presentaron una morfologia fibroblastica y una confluencia mayor al
90 %. Aunque diferentes autores han descrito que estas células tienen el
potencial para diferenciarse en osteoblastos, condroblastos y células adiposas,
ademas de que cuentan con la capacidad de autorrenovar su poblacion por un

tiempo relativamente largo.%3-%7

Para esta prueba se utilizaron tres constructos, de los cuales se consideraron 9
micrografias para obtener un porcentaje de viabilidad celular, teniendo como
resultado un promedio de 99.46% * 0.20%. (Fig. 14 y 17.) Martin Piedra y col,
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evaluaron la viabilidad celular de las DPSC a las 48 h, y los resultados que

obtuvieron demuestran un porcentaje mayor al 85%. 7%

La diferencia encontrada entre estos trabajos puede deberse a que Matrtin Piedra
y col, utilizaron un andamio de fibrina agarosa, en comparacion con el presente
trabajo, en el cual fue un andamio natural de intestino delgado, lo que demuestra
que al ser un andamio natural proporciona un ambiente mas favorable para que

las células puedan proliferar mayormente.

Figura 14. Constructo a los 30 dias. Figura 15. Control positivo a los 30 dias
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Figura 16. Constructo negativo a los 30 dias. Figura 17. Porcentaje de viabilidad del control positivo

y a los 30 dias.

CONCLUSIONES

La posible aplicacion de un érgano descelularizado como el intestino delgado
ofrece una alternativa para el reemplazo del mismo. Los resultados de esta
investigaciébn demuestran que el protocolo de descelularizacion aplicado en el
intestino es efectivo, debido a que se evalué la caracterizacion histologica y la
efectividad de este, obteniendo un porcentaje de descelularizacion del 94.97% +
13.09 en la tincion de H&E y un 96.17% + 2.18 en DAPI, ademas de que se
conservaron los componentes de la matriz extracelular (MEC), lo cual se

comprobd mediante las tinciones de PAS, Herovici y Tricromico de Masson.

Ademas de que se obtuvo un porcentaje de viabilidad celular del 99.46% =
0.20%, demostrando asi que el protocolo de descelularizacion no afectd de
manera significativa los componentes de la MEC, por lo cual este no fue

citotoxico para las células, permitiendo asi la adhesion a éste.
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