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RESUMEN

IBT. Jorge Arturo Sepulveda Garcia
Universidad Auténoma de Nuevo Lean
Facultad de Medicina

Fecha de titulacién: Septiembre 2017

Titulo del Estudio:  “COMPARACION DE TRES TECNICAS PARA DESCELULARIZACION DE INJERTOS

PORCINOS HUESO-TENDON-HUESO"

paginas del estudio: 79

Candidato para el grado de Maestra en Ciencias

Area del estudio: Morfologia con Orientacién en Morfologia

propdsito y Método del estudio

Las lesiones de ruptura de ligamento cruzado anterior son frecuentes, las estrategias de
reconstruccion mediante autoinjertos han dejado de ser el estandar de oro debido a que producen
una lesion secundaria en el paciente. En su lugar la estrategia actual es el uso de aloinjertos de
origen cadaveérico. Sin embargo, debido a la poca disponibilidad de donadores hoy en dia su uso se
ve limitado. En un replanteamiento de las estrategias actuales disponibles se decidié optar por el
uso de xenoinjertos de origen porcino ya que existe evidencia clinica que respalda su uso. Para
emplear xenoinjertos en la clinica estos deben ser acondicionados para evitar el rechazo inmune.
El procedimiento mas ampliamente aceptado en la actualidad es la descelularizacién del tejido en
cuestion. Para llevar a cabo este proyecto se evaluaron tres estrategias de descelularizacion que
consisten en 1) aplicaciéon de EDTA y el detergente aniénico dodecilsulfato de sodio (SDS), 2)
aplicacion de sonicacién, acido peracético, EDTA y detergente y 3) ciclos de congelacion y
descongelaciéon y entrecruzamiento con glutaraldehido. Los tejidos tratados se evaluaron
histolégicamente mediante la técnica de H&E, cuantificacion de ntcleos por DAPI; se llevaron a
cabo las tinciones especiales de tricrémico de Masson para detectar coldgeno y Verhoeff para
fibras eldsticas. Por ultimo, se evalud la preservacion de las fibras de coldageno al cuantificar esta
proteina por el método de oxidacion de la hidroxiprolina y medicién por colorimetria.

Conclusiones y contribuciones

Se estandarizé la técnica de obtencién del xenoinjerto hueso-tendén-hueso a partir de tendones
rotulianos porcinos. Se encontré que las técnicas mas eficientes de descelularizacion fueron las de
sonicacién-acido peracético y EDTA-SDS, siendo las mas facil de llevar a cabo la de EDTA-SDS. En
todas las condiciones experimentales se preservan las fibras de colageno.

Dra. en C. Maria de JéSIJlS Loera Arias
Director
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1. Introduccion
Las lesiones en rodilla son frecuentes, algunas de estas llegan a remuesamplazo del
tejido para recuperar en cierta medida la funcién original. Para la recacshru de
ligamento cruzado anterior (LCA) se han registrado alrededor de 100,000asial afio
en los Estados Unidos (Evans, Shaginaw, & Bartolozzi, Gibtti, Marshall, Hume, &
Bunt, 2009). En la mayoria de los casos se emplea un autoinjerta raancion de evitar
el rechazo inmune y sus complicaciones. Mediante la extraccion deparwon del
tendodn rotuliano de la rodilla sana del paciente se genera el autoinjéfd que este
método genera una segunda lesion al paciente, es necesaria una alternativa de mempla
como es el uso de aloinjertos o xenoinjertos. La principal limitacién que presestén
inmunogenicidad o la posibilidad de estar contaminados con antigestdgenos, por lo
gue es necesario realizar un tratamiento previo hacerlos mas seguros de usoo@&tgo

Bollen, 2010).

Eluso constante de aloinjertos en la clinica se complica debidoca gisponibilidadPor
lo que nuestro equipo de trabajo propone en este estudio el empleo deix@ntos

acondicionados para su uso en la clinica.

La descelularizacién es una estrategia para el tratamiento de los tejidos que aembér

la reaccidon inmune manteniendo la matriz extracelular.

En este estudio se aborda el uso de xenoinjertos de origen porcimelcpropdsito de
crear un reemplazo para el ligamento cruzado anterior con las caracterisécasanias

para su uso en la clinica. Para esto nos hemos planteado la comparacion dertiesstéec

12



de descelularizacion ya reportadas cuyos resultados son prometedduestro proposito
es establecer una metodologia apropiada para obtener un xenoinjerto deroporcino
gue pueda reemplazar un ligamento cruzado anterior humano, que muksremismas

ventajas que un autoinjerto o aloinjerto, pero con una mayor disponibilitiacca.

13



2. Antecedentes

Injertos de tenddn

En estos ultimos afios se han realizado investigaciones dirigidas a la pdaddec
tendones y ligamentos como posibles alternativas terapéuticas al autoinjertas Est
terapias abarcan factores de crecimiento, células madre, biomateriales y terapia génica.
En la dltima década, las estrategias para desarrollar terapias se enfocan principalmente en
emplear factores de crecimiento, células madre y biomateriales (Docheva, Miller,
Majewski, & Evans, 2015). En el ambito de biomateriales se incluyen andamios de matri
extracelular procedente de aloinjertos, xenoinjertos o incluso fabricadqsarér de
colageno, fibrina, acido hialurénico entre otros (Hoganal., 2011) La fabricacion de
injertos de tejido conectivo debe contemplar la biocompatibilidadsesmeia de respuesta
inflamatoria, interaccién adecuada con los fibroblastos y otras células praeidsjido y

la conservacion de las propiedades mecanicas (Chen, Xu, Wang, & Zheng, 2009)

Las investigaciones en el desarrollo de andamios Utiles para la reconstrdeciéjidos
sugieren que el camino mas prometedor es aprovechar las matrices extracelulares de
tejidos aldogenos o xendgenos, ya que conservan las propiedades Utiles originales del
tejido, como sefiales fisicas y bioquimicas que permiten una eficieptdlacion celular

(Lutolf & Hubbell, 2005). El uso de andamios de matriz extracelular procedentegdb
cadavérico o donadores podria preservar las caracteristicas fisioldgicas y mecanicas, asi
como proteinas importantes para la adhesion, migracion y proliferacion de nueudascél

(Gilbert, Sellaro, & Badylak, 200@Ydemas la implantacion de andamios naturales de
14



matriz extracelular evita en gran medida la inmunogenicidad y coadesr estructuras
histologicas (Hudsost al, 2004) Se ha observado que en las reparaciones de musculo
esquelético no existe rechazo inmune considerable al usar aloinjertos después d
tratamiento por congelacion (Hinsenkanep al., 2012), tampoco al realizar reparaciones
de tejido conjuntivo como ligamento cruzado anterior (Nin, Leyes, & SchweitZ8). 19
Por otro lado, los xenoinjertos se pueden encontrar con mayor facilidad, porelesu
importante desarrollar estrategias para la descelularizacién de estos tejidosegunitgn

a futuro una aplicacion clinica.

El uso de aloinjertos descelularizados no estimula la reaccionnendebido a que el
contenido de proteinas de matriz extracelular pertenece a la misma especie (Minami, Ishii,
Ogino, Oikawa, & Kobayashi, 1982), entre ellas el colageno, la elastina y los
proteoglicanos, que son importantes para su funcionamiento (Subramanian &n§chill
2015) Por lo que es importante descelularizar los aloinjertos con la finalidatist@nuir

la probabilidad de un rechazo inmune o la formacién de cicatride®sfis en la

reparacion convencional de tendones en general (Farnebo et al., 2014).

Descelularizacion de tendén

El microambiente que proporciona un andamio de matriz extracelular derivadond
tejido preexistente representa una ventaja esencial para generar un irgerteso clinico.
Un método eficiente para generar un injerto a partir de un tejido existenta esnhocion
del material celular. Existen diversas metodologias para lograr la descelularizacién de

tejidos animales que involucran tratamientos fisico, quimico o enzimateo conjunto;

15



la eficiencia puede variar dependiendo de las condiciones del tratamiento yejdid:t

tiempo de exposicion, concentracion, composicién bioquimica y morfoldgica del tejido
(Gilbertet al., 2006) Hoy en dia aun existe controversia acerca de cual método es el méas
eficiente para lograr una descelularizacion adecuada para tenddw&sna B. Lovati y

Marta Bottagisio en 2016 examinan a detalle las publicaciones relacionadas con
descelularizacion de tendon de origen animal durante el periodo del 2000|alab?2015

y determinan que utilizando los detergentes SDS y TBP se puede retitayda cantidad

de material celular conservando, en gran medida, las propiedades mecanicas asiginale
del tenddn, pero aun asi se requiere implementar un tratamiento cerenfia soportar la

carga fisiologica requerida para ser empleados como injertos clinicos denend/
ligamentos. Aunque esta revision extensiva sugiere que el uso de tendones y ligamentos
equinos promete conservar las caracteristicas optimas para su uso cliniapclases
comerciales comunmente son de material porcine® % E]}v ]}o}P] U /v XW
Company Information -pe]Jv e« A U . Tiifie

Entre los métodos empleados para lograr una buena penetracion de los detergentes se
aplican pretratamientos con acidos como el acido peracético, hidroclorhigrsalfarico

entre otros (Whitlock, Smith, Poehling, Shilt, & Van Dyke, 2B@dgenet al., 2011)o0
enzimas que digieran parcialmente la matriz como tripsina 0 colagenasa ppoal
aumentar la porosidad de la estructura (Choegal., 2009 Lee et al, 2013). Otra
sustancia importante para las técnicas de descelularizacion es el écido
etilendiaminotetraacético (EDTA), un agente quelante, ya que usandolo conncidsol

hipertdnica o hipotonica en conjunto con un tratamiento fisico o qodnaiyuda a lisar las

16



células y previene que se dafie la matriz por digestion de enzimas intexes|l
capturar los cofactores indispensables para el funcionamiento de éstas (Broestdin

2013 Bronsteinet al,, 2013 Woon et al.,, 2011). Asi mismo el EDTA cumple otra funcién
importante como postratamiento al ser empleado como solucion de limpieza tanto de
detergentes como remanentes celulares que quedan adheridos a la matriz deliédo
cargas de iones metalicos (Gilbettal., 2006) Esimportante retirar la mayor cantidad de
material genético posible para prevenir una respuesta inmune, por legwemun el uso

de nucleasas como postratamiento (Martinello et al., 2014a; Whitlock, Siakhling,

Shilt, & Van Dyke, 2007b; Xing et al., 20PHra su uso clinico resulta vital retirar los
remanentes del MHC | incrustados en la estructura de la matriz ya que pdedpsrtar

una respuesta inmune humoral en el receptor del injerto (Farnebo et al., 2014)
Tedricamente, el hecho de que los componentes de la matriz extracelular, prneigeal

el colageno, sean evolutivamente similares entre especies deberia disminuir la
probabilidad de una respuesta inmune una vez retirado el mateedllar ajeno al
donador, sin embargo, en las especies no-primates las glicoproteinas y proteoglicanos de
la matriz contienen epitoposr-gal los cuales son considerados la principal barrera
inmunoldgica que impide la implantacibn de xenoinjertos. El epitopgal es una
estructura de carbohidrato ausente en humanos, pero presente en mamiferos no-
primates como cerdos y vacas. Esta barrera puede ser evitada mediante un tratamiento
con r-galactosidasa que elimine los epitopos (Galili, 2015a). También se haolograd
solucionar lar Jev Jvupv % E} p-dal mBeiatiEe fa digestion enzimatica de

ésta (Zaffagniret al., 2015).
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Consideraciones patoldgicas

La eleccion del animal de procedencia se basa en la incidencisspistimen a ser
portador de enfermedades transmisibles al ser humano. Por ejemplo, las enfermedades
pribnicas como la encefalopatia bovina espongiforme; aun cuando serdggstrado

pocos casos clinicos (Holmat al, 2010). Estos inconvenientes pudieran limitar el
empleo de ciertas especies animales (Kurt & Sigurdson, 2016). No obstante, se ha
reportado que la especie porcina puede ser infectada por priones wrirdinse entre
especies bajo condiciones controladas (Holreaial,, 2010), aun asi, existe controversia
acerca de la posible infeccién no controlada en criaderos de cerdos goemmaan con

las normas adecuadas. Por este motivo, el tejido debe de proceder de especimenes que
han sido manejados bajo los estandares de calidad y salubridad que garamticen |

seguridad que la clinica requiere y estar disponible en todo momento.

Evitar la respuesta inmune es uno de los primeros factores que deben ser tormados
cuenta cuando se trata de generar un injerto de tendon o de ligamento hapaigual
manera el proceso de recuperacion también representa un punto criticestenpaso las
propiedades biomecéanicas del tejido toman un papel importante, asi concortacta
recelularizacién del andamio por parte de las células del receptor.jé&vabprincipal es
recuperar en mayor medida la funcionalidad motriz del individuo y ges@mtina soluciéon

a largo plazo para su lesion.

Hoy en dia las cicatrices fibrosas que se generan en la zona de ingeti@mdon al
hueso representan uno de los principales problemas para reparar de manera exigsa u

lesion de este tipo. La tasa de éxito en la recuperacion de ligamentador@nterior es
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muy baja debido al desprendimiento del tenddn (Thomopoulos, Gé&iBalatz, 2010)

De igual manera, los fracasos de los casos de lesiones en hombros en el mangsto de |
rotadores se deben principalmente a esta falla, por lo que para resolver editepréatica

es indispensable comprender las caracteristicas bioquimicas y morfolégicdaspdep
eda zona (Valencia Mora&t al, 2015). En los ultimos afios se ha incursionado en
estrategias para fortalecer y recuperar el estado original de la transicididendeso, las
cuales abarcan biomateriales, células madre y factores de crecimiento las pugden

ser trasladadas al ligamento cruzado anterior (Derwin et al., 2009; Dines, Granues& D

Murray et al.; Rodeo).

Morfologia y composicion del tendon

El tendén es un tejido conjuntivo denso regular, por esto se debe tomauenta la
dificultad de acceso de liquidos a su interior al disefiar un protocolo de descehaiarnz
La matriz del tejido se compone principalmente de colageno tipo | (95% dejeool
total) y una pequefia porcién de elastina embebida en proteoglicanos hitivat
hialuronano, glicoproteinas estructurales entre otras moléculas. El colagemdllties el
siguiente mas abundante y en menor cantidad se pueden encontrar los tipsXf|, XIV
y XV Figura ). El agua proporciona el 60-80% del peso mientras que los proteoglicanos

solo el 1-2%.
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Proteina

Aglomeracion
de proteoglucanos Monémero
de proteoglucano

e Tipo |
e Tipo Il
e TipoV, VI, > NS &6 L 22 &
X1, XIV, XV ) ’ , o il T

Fibrilla
de colageno
tipo |

Sustancia
fundamental

* Proteoglucanos
¢ Glicoproteinas

Figura 1. Dibujo esquemético de la estructura de la matriz extracelulaied@dbn. En esta imagen se ilustran
componentes moleculares del tendon, siendo el principal componeotéagkeno tipo | representando el 60% del ¢
secoy el 95% de los colagenos totales.

La unidad estructural mas pequefia del tendén es la molécula de colageooallze
agrega de manera paralela para formar fibrillas, que posteriormente se agrupan

paralelamente para formar fibras y estas a su vez se agrupan para formar unfttaasie

Las fibras se organizan en paquetes denominados fasciculos rodeadasaaapa
delgada de tejido conectivo laxo denominada endotendén, existen varios fasciculos p
tenddn, los cuales a su vez estan recubiertos en su capa externa por laeraimesa
compuesta por el epitendén y el paratendédn. Los fibroblastos son laaséropias del
tendon, el cual sintetiza todos los componentes del tejjde da mantenimientoEn la
estructura interna también se encuentran pequefios vasos sanguineovipa¢igura 2

(Docheva et al., 2015).
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Fibras de coldgeno

ibrillas de coldgeno

Vaso sanguineo

Nervio

Figura 2. Dibujo esquematico de la estructura basica del tendén. E
esquema se sefalan los componentes generales de un tendén o lig:
desde el aspecto microscopico hasta el macroscopico.

La entesis es la insercion de las fibras al huésia zona de insercion es una estructura
transicional compuesta por fibras de tenddén o ligamento, fibrocartilagealcificado,
cartilago calcificado y hueso. Estas cuatro zonas conforman un gradienigdbz Gue
evita el dafio que pudiera producir el estrés mecéanico en la interfacgaBenet al.,

2002)

Técnicas para descelularizacion de tendén

El objetivo principal al disefiar una técnica de descelularizacitmremocion del material
celular sin comprometer los componentes de la matriz extracelular. Hoy en dia existen
gran cantidad de métodos adaptados para lograr este objetivo. Cabal emplearon

Tripsina, EDTA y Tritdbn1RO. Los resultados obtenidos indican una preservacion de las
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propiedades biomecanicas. También observaron una mejora de las propiedades
biomecénicas al recelularizar la matriz extracelular (Cretrg., 2009). Al comparar un
aloinjerto de tendon de Aquiles de rata sin tratamiento contra uno descelatioizse
observd una mayor resistencia al usar un injerto descelularizado a las 2 y 4 semana
igualandose con el grupo de injertos no descelularizados a las 12 semanas (Fafebo et
2014) Al evaluar la resistencia de un tendon de mano descelularizado con SD8 grED

un modelo de brazo cadavérico se observo una conservacion de la resigtexcet al.,
2013) Esto nos indica que en condiciones experimentales tanto en modelos animales
como humanos la descelularizacion no afecta las propiedades biomecéanicas deldejerto

tendon.

Con el objetivo de mejorar las técnicas de descelularizacion se han llevado a cabo
combinaciones de estrategias que emplean tratamientos fisicos, quimicos y enasnati

sin dejar de lado la conservacién de las propiedades biomecénicas. Al rdalizar
descelularizacion utilizando ultrasonicacion previo al uso de &cido peracBDTA y SDS,

se observo la preservacion de las propiedades mecanicas y una mejoreesrotaon del
contenido celularElultrasonido permite que la solucién de lavado penetre profundo en el
tejido y remueva contenido celular que se encuentra a mayor proflaujilogrando asi

una mejora significativa al proceso (Bronsteiral., 2013).

Otra estrategia de disrupcion fisica en aloinjertos de ligamentos crumatgoior consiste
en realizar ciclos de congelacién y descongelacién con crioprotectores como glicerol
~"uZ} }oet al, 2013) También se ha utilizado dimetil sulfoxido (DMSO) como

crioprotector el cual promueve la angiogénesis y la disminucién de la reaoonme
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(Wingenfeld, Egli, Hempfing, Ganz, & Leunig, 2002). La gran desventaja de estos

tratamientos fue la baja eficiencia en la remocion de células.

Se han comparado diferentes detergentes para la descelularizacion de tnflerores

de la mano. Se observé mejor resultado al tratar con 0.1 % SDS ya que se redujo
significativamenteel contenido de ADI se preservé mejor la estructura del andamio. Al
analizar las propiedades biomecanicas de elasticidad y estrés ultimerdson, se
observd una preservacion de las propiedades origindtes otra parte, al llevar a cabo

una recelularizacion con fibroblastos humanos se observé poca penetracion al interior de

la estructura (Pridgest al., 2011).

Al evaluada inmunogenicidad de tendones descelularizadnsin modelo animal en ratas

con tendones flexores humanos de mano, se observa de manera cualitativa menor
infiltracion de macréfagos y de células inflamatorias al emplear técnicas que dysmilau
cantidad de moléculas de MHC-I presentes en el injStobservd que las propiedades
biomecanicas mejoraron en el tejido descelularizado, presentando un mayorlonddu
elasticidad, asi como un mayor estrés ultimo de ruptdoaque podria ayudar a una

rehabilitacion mas rapida (Raghawetral., 2012).

Al evaluar la descelularizacion de ligamentos cruzado anterior de cerdos iorksh
utilizando un pretratamiento enzimatico, detergente SDS y endonucleasaisservo de
manera cuantitativa una preservacion del contenido de proteinas colageno vy
glucosaminoglicanos. También se observd gran viabilidad de recelularizacion con

fibroblastos (Vavken, Joshi, & Murray, 2009).
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En una comparacion de metodologias en tendones diafragmaticos porcinos se observo

que la técnica mas eficiente es aplicar 1% TBP (Dextlkan 2011).

Al evaluar la remocion de los epitopasgal en ligamento cruzado anterior bovino
u ] vs o ]P *38]ev vi]u-galactosiflasar posterior a un tratamiento con
Triton-X se observd una reduccion significativa de los epitopge respecto al control,
pero no hubo diferencia entre el tratamiento sin digestion enzioztio cual indica una
baja eficiencia de la enzima para remover estos epitopos. Se espera que al diminar
epitopos inmundgenos este injerto se puede utilizar en la clinica (Yostadkery &

Murray, 2012).

Al realizar un estudio vivode la reconstruccién de ligamento cruzado anterior en mono
Rhesus conun xenoinjerto porcino tratado §v -galactosidasa se observd una

recuperacion significativa a corto y largo plazo (Kevin R Stone, Walgenbach? @D 7).

Al realizar un reemplazo en humanos del ligamento cruzado anterior rco@noinjerto
SE § } -galactosidasa se observo la funcionalidad a largo plazo durante 2 afios. Se
observd que los epitopos remanentes en el xenoinjerto permiten la migraci@éldias
pro inflamatorias que promueven la repoblacién del tejido con fibrobksgue
remodelan la matriz extracelular (Kevin R Stone, Abdel-Motal, Walgenbach, Turek, &

Galili, 2007).
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Técnicas de recelularizacion

La recelularizacion de los injertos pudiera indicar un reacondicionamient@eumita

una regeneracion mas rapida en los pacientes. A pesar de ser una estrategia poco
explorada los esfuerzos de varios autores se hacen presentes. Se ha evaluado el aumento
de la porosidad del andamio con acido peracético y recelularizarlmblstos, con este
método se observd una preservacion de las propiedades biomecéanicas (Lomas, Jennings,
Fisher, & Kearney, 200Whitlock, Smith, Poehling, Shilt, & Van Dyke, 2007c). Al reducir la
concentracion de ADN presente en el injerto y sembrando células vivds ghias se ha
observado un aumento en el modulo de elasticidad y en el estrés maximo de rugtura.
tratamiento con acido peracético y su posterior recelularizacion es un métod@apada
aplicacion clinica al poder promover la movilizacién celular de manera mas nagia

una mejor recuperacion (Wooet al., 2011)

Se han usado células madre derivadas de adipocitos humanos en lugaradafitos
para recelularizar tendones humanos descelularizados con EDTA y SDSzakl ligexdas
incisiones para permitir mayor ingreso de células. Se observd una repoblacién de la
estructura interna del injerto. También se preservaron las propiedades bioncasaal

realizar la recelularizacion (Schnettal., 2013)

Se ha observado que las propiedades del tejido se mantienen cuandodami@s se
recelularizan, aunque es dificil que se logre una recelularizaciomantgel andamio
(Chonget al.,, 2009). Al realizar una inyeccion de células madre mesenquimales derivadas
de adipocitos y gel de colageno (Martinedib al., 2014b) Se ha observado una mayor

resistencia biomecanica tendones recelularizagasma menor reaccién inmunal tejido
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(Raghavaret al., 2012) Al realizar na recelularizacion del ligamento colateral proximal

de la articulacion interfalangica de la mano se realizaron pruebas bioncasaen las que
observaron una preservacion de sus propiedades y una ausencia de respuesta inmune
(Endresset al.,, 2012). En base a estos estudios se puede esperar que una recelularizacion
puede ser benéfica para la pronta recuperacion del injerto. Pepariaipal desventaja es

el hecho de que el uso de células madre no han sido bien caracterizéaclérica.
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Justificacion
La incidencia en la ruptura del ligamento cruzado anterior es muy @tajo que se
requiere el desarrollo de reemplazos para este ligamento y evitar el usa datoinjerto

que derive en una segunda lesion al paciente.

Los xenoinjertos de tenddn rotuliano de origen porcino son aptos pareeehplazo del
ligamento cruzado anterior y representan un recurso ampliamente disponible y

econdmico.
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Objetivo General

Comparar tres técnicas para descelularizacion de injertos porcinos Hueso-Tendoén-

Hueso.

Objetivos Especificos

1. Obtener el injerto Hueso-Tendon-Hueso a partir del tendon rotul@orgino.
2. Remover el contenido celular del tendén rotuliano porcino.

3. Analizar la presencia de material celular remanente.

4. Analizar la preservacion de la matriz extracelular.

5. Analizar la conservacion de colageno.
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3. Materiales y métodos

Material y equipo
Reactivos

Acido clorhidrico concentrado
Paraformaldehido (PFA)
Dodecilsulfato de sodio (SIGMA)
Cloruro de sodio (SIGMA)

EDTA (SIGMA)

Glutaraldehido (SIGMA)

Soluciones

PBS 1IXpH 7.4

PBS con 5% &cido peracético (pH 7)
Alcohol isopropilic@0%

Solucion isoténica de cloruro de sédio 0.9%
Glicina 0.05M

Equipo

Micropipetas de 1000 pl, 200 pl, 20 pl, 10 ply 2 pl
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Vortex (Daigger)

Bascula Analitica (AND)

Incubadora Orbital SHAKER (Mrc) 37°C y 4°C

Lector de placas de ELISA (Bio-Rad, i Mark Microplate Reader)

Ultra refrigerador (-80°C) (Thermo)

Congelador (-20°C)

Microscopio de Fluorescencia (Leica)

Camara Infinity

Sierra eléctrica, (MARCA Chicago Electric Power Tools MODELO Oscillatingdtiturtif

Power Tool 21,000 OPM 120V / 1.6 A)

Prensa mecéanica de banco (CRAFTSMAN)

Kit de microcirugia

Frascos de cristal de 250 ml

Equipo de sonicacion Transsonic T420 (Elma)

Bolsas herméticas (Ziploc)

Obtencién de la muestra

Se obtuvieron 40 rodillas traseras frescas de cerdo Yorkshirb4d8 meses, género

indistinto, peso de 40 a 60 kg, sin patologia previa existente o anormalidaiiEntes a
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la inspeccion macroscoépica. Siguiendo los criterios de inclusion de Vavken,&oshi,
Murray, 2009 los especimenes fueron sacrificados de manera rutinaria para
comercializacion en la industria alimenticia. Las muestras obtenidasgienon de una

carniceria que cumple con las normativas sanitarias TIF (SAGARPA).

Preparacion del Injerto

Se realizé la diseccidn fina del tenddn rotuliano porcino conservandadanextremo una
porcién de hueso generando asi el injerto Hueso-Tendon-Hueso. Mediatdotomia y
el uso de una sierra eléctrica, (MARCA Chicago Electric Power Tools MOD EatibgOsci
Multifunction Power Tool 21,000 OPM 120V / 1.6 A), se model6 el tepdécino con las
dimensiones que normalmente se usan en un injerto de ligamento cruaaigoior para
uso en humanos tomando como referencia los injertos comerciales del Bardoed® y

Tejidos del Hospital Universitario de la U.A.Nigufa 3.

El injerto presentd las siguientes dimensiones:

" Ligamento rotuliano: 5 cm x 1.5 cm x 3 mm (largo, ancho y altura

" Pastillas de Hueso: 3 x 1.5 x 1.6 cm (largo, ancho y altura
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" Totalidad del injerto: 11x 1.5 x 1.6 cm (largo, ancho y gltura

Figura 3. Esquema representativo de las dimensione
injerto. Las medidas se basaron en los injertos que prodi
banco de huesos vy tejidos de la facultad de medicina
U.AN.L.

Se fijo el fémur de la rodilla a la prensa mecanica. Se removio @ tgado que envuelve
la rodilla para asi poder identificar, de manera superficial, la ubicad&ntenddn.
Posteriormente se realizaron dos cortes paraledbsenddén de tal manera que quedo
expuesto Se hizo una diseccién de la rotula sin dafar el tendén de interésstEmpunto
el tendbn unido a la rotula se encontré separado del fémur. Después se corfieldicie
de la tibia de manera perpendicular al limite del tend6n egnda de la sierra eléctrica
para obtener una superficie plana de la tibia. Posteriormente sezegah dos cortes en el
hueso paralelos al ancho del tendén para formar la pastilla de hueso. $& ehidrgo
adecuado y se corto el hueso perpendicularmente. Por ultimo, se realizorte paralelo
al tenddn en la superficie plana de la tibia para extraer unocde hueso. Una vez
extraido, se removié la vaina tendinosa que envuelve el tendén dejando asirosnfios

expuestos. Para llevar a cabo la remocién de la vaina tendinosa se fddénten la
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prensa mecanica. La vaina tendinosa fue removida de un extremo a otro cuidezidea
usando un bisturi con navaja en forma de hoz y unas pinzas de diseccidientes. E
tenddn se mantuvo tenso durante la remocion de la vaina para evitar dogdilamentos

y facilitar la diseccion.

El endotenddn fue removido con especial cuidado para evitar cortar los fitamede
empled una pinza de diseccidon con dientes pequefa, se sujetd firmememeakadon
y lentamente fue removido. El proceso finalizé cuando se removieron los estende

endotenddn que envolvian los filamentos

Al finalizar la diseccion, el tejido se lavé con PBS a 4°C para remover la ssdlgitesy
remanentes. Los injertos se almacenaron individualmente en bolsas herméti@s @

hasta su procesamiento (Pridgenal., 2011)
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Descelularizacion de tendén

Los tratamientos fueron disefiados en base a los métodos de Bronstein et al., 2013,

Pridgen et al., 2011 y K R Stone, 2002.

Sonicacion

Los tendones fueron sumergidos en agua destilada helada, se aplico sonicaeide ddr

minutos. Se empled el equipo de sonicacién Transsonic T420 de pafti@rIma, el cual

consta de un recipiente de sonicacibn a una potencia de 35W/sstamies.
Posteriormente, los tendones se sumergieron en una solucion de 200 ml de PBS con 5%
acido peracético (pH 7) por 4 horas a temperatura ambiente (T.A.) bajo agitacidon
constante (A.C.) y se lavaron en PBS. A continuacion, se colocaron en 20Qumal de
solucional 0.1% de EDTApH 8 en agua destilada a T.A. por 1 hora en A.C., se cambiaron

a una solucion al 0.1% de SDS en agua destilada a T.A. por 24 horas parAlgmo,

fueron lavados en PBS por 1 hora a T.A. bajo A.C. Se almacenaron en bolsas herméticas a -

20°C hasta su andlisis (Bronsteiral., 2013)

Tratamiento con detergente

Los tendones se lavaron en una solucién de 200 ml de 0.1% de EDTArplkg8a
destilada a T.A. por 4h en A.C., se removié la solucion con PBS. Posteriorseente,
colocaron en una soluciode 200 ml de 0.1% SDS a T.A. bajo A.C2dohoras. Se
concluy6 con un lavado en PBS por 1 hora a T.A. bajo A.C. Se almacenaron en bolsas

herméticas a -20°C hasta su analisis (Pricdgexh, 2011).
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Tratamiento por congelacioy descongelacion

Los tendones se incubaron en 200 ml de alcohol isopropilico 70% por fosnad .A.

para sanitizar y remover remanentes solidos. Posteriormente, se congelar80°@
durante toda la noche y se descongelaron en una solucién isotonica a 252C panutos

sin afadir calor extra. Se repitié este procedimiento 4 veces. Posteriorpesteendones

se sometieron a una fijacion con glutaraldehido para realizar un entrecruzianderlias

fibras de colageno con el fin de reforzar los filamentos de la matriz extracelas
muestras fueron sumergidas en 200 ml de glutaraldehido al 4% en PBS-Haden’.4 por

5 dias. Posteriormente, las muestras se enjuagaron con PBS para remover el exceso
Posteriormente, se lavaron en glicinh0.05M por 1 hora y por ultimo se enjuagaron en

PBS (K R Stone, 2002).

El grupo control fue fijado en una solucién de paraformaldehido (PFA) al 4% efl PBS.
namero de la muestra fue d&0 tendones por grupo. Una porcion de los tejidog
liofilizada para su andlisis molecular, mientras que la mayor parte se evalud

histolégicamente.

Analisis Morfoldgico

Para llevar a cabo el analisis morfologico se separé la porbr@sdi del hueso. Las fibras
fueron orientadas correctamente en un plano longitudinal y trasversalrenontenedor

de plastico para microtomo. Las muestras fueron fijadas en formaldehido al #8%n
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un pH de 7.4 a excepcion de las muestras del grupo de congelacién y después se
embebieron en parafina. Posteriormente, mediante microtomia se realizaron cortes
histologicos longitudinales y transversales con un grososr de 4 um. Los figten
tefiidos con la técnica de Hematoxilina y Eosina (H&E) para la evaluacidos de
componentes celulares y tisulares generales. Las tinciones especiales deni€dcdée
Masson y Verhoeff se emplearon para la identificacion de fibras de colagébeas
elasticas respectivamente. Se llevo a cabo un analisis fluorométrico con DAPI (Velgtashiel
Vector) para cuantificar los nucleos celulares remaneritas muestras se analizaron con

un microscopio de campo claro Nikon Eclipse 50i y un sistema de fotogoafial

software Qcapture 2.9.13 de la compafiia Q Imaging.

Conteo celular

Los cortes trasversales marcados con DAPI fueron evaluados en 5 campos representativos
a un aumento detOx utilizando el programa computacional Image J Version 1.49 (NIH)

conel pluggin Cell Counter.

Cuantificacion de Colageno

El contenido de colagentue medido utilizando el kit de ensayo para hidroxiprolina
MAKOOS8 de la compaiiia Sigma-Aldrich. Este ensayo se basa en la técnica cataraeétr
oxidacion de hidroxiprolina y conjugacion con la molécula de 4-(Dametid)

benzaldehido (DMAB), la cual deriva en una molécula colorimétrica (560 nm). Esta
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metodologia se llevo a cabo de acuerdo con las especificaciones del fedrieaiejido se
liofilizo y se pesaron 10 mg por muestra, después fueron diluidos eplagua y 100

ul de &cido clorhidrico concentrado dentro de un tubo de plastico aC20or 3 horas. Se
transfiri6 10 yl de sobrenadante a una placa de 96 pozos y se evaporé a 60 °C. Se
prepararon los pozos de los estdndares y se procedié al ensayo. A todos los pozos
utilizados se les afadié una mezcla de 6yl de cloramina T concentrada geQByifer de
oxidacion por pozo y se incub6d por 5 minutos a T.A., posteriormente se afadidaa

pozo una mezcla de 50 pul de DMAB concentrado y 50 pl de laiGolde acido
perclérico/isopropanol incluida en el kit y se incubd por 90utta a 60 °C. Se midio la

absorbancia a 560 nm.

Analisis Estadistico

El tamafio de la muestra se calculd mediante una prueba de hipétesergndifa de dos
medias o con la media de un valor de referencia, con un valor Z i X80 }v V]A o
significancia del 95% para dos colas, yun vator Z i X686 }v puv %}S v ¢ 0i9U -

obtuvo una muestra de 5 unidades por grupo.

Consideraciones Eticas

El presente protocolue aprobado por los Comités de Etica e Investigacion de la Facultad
de Medicina de la U.A.N.L. No existen ganancias financieras o coneerp@ela
realizacion de este estudio por lo que los autores declaran no tener nitigande

conflicto de interés.
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4. Resultados

Obtencién de los injertos hueso-tendon-hueso

Los tendones fueron extraidos a la brevedad bajo condiciones asépticas, permaoeciend
en todo momento bajo refrigeracion. El tiempo promedio para procesar cada muastra

de 20 minutos. Se observd que las fibras del tendon se encontraron laxas ya que se
removié la vaina tendinosa que las compactaba, pero no se apreci@apetd resistencia

ni desprendimiento de los filamentos al realizar un leve estiramiento. Se observaron
remanentes de sangre dentro de la estructura del hueso, incluso despugsatizar un
lavado con PBSFifura 4. Los tendones fueron congelados en bolsas herméticas de

manera individual hasta su tratamiento.

Figura 4. Injerto hueso-tendén-hueso. Después de realizar la renaecia
vaina tendinosa se pueden observar a simple vista las fibras égeno
expuestas. Al manipular la muestra se observa una disgregaeidas
fibras. No se puede apreciar el debilitamiento de las fibras al mianifas
muestras.

Remocion del contenido celular
Los tendones fueron descongelados en PBS a temperatura ambiente. Al descongelarse

regresaron a su consistencia original y no se observé dafio aparente a las fibras. Se
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aplicaron los tratamientos correspondientes a un total de 10 muegt@sgrupa Al
terminar el tratamiento se observd un aclaramiento de las fibras y una limpiezaa

del hueso.

Analisis de la remocién de contenido celular

Para analizar la presencia de material celular remanentéos tejidos, se realizaron las
técnicas histolégicas de tincion por hematoxilina y eosina (H&E) y fluoresaemc ',6-
diamino-2-fenilindol (DAPI) yesanalizaron cortes longitudinales y trasversales de los

tendones.

En los cortes longitudinales del grupo control tefildos con Hgtré 5 se observaron &
fibras de coldgeno acidéfilas ordenadas en haces paralelos un poco laxos. Eriradas f
se observan los nucleos basdfilos de los fibroblastos de aspecto fusiforna¢atsesicon
flechas). En un plano trasversal se pudo observar los fasciculos de las dilm@ageno
rodeados de tejido conectivo laxo correspondiente al endotendon (sefialadogh®zas

de flecha). & observé que las fibras estdn un poco disgregadas (los espacios estan
sefialados porQ; entre las fibras de colageno se observan los nicleos basofilos de
aspecto circular debido al plano de corte, en la periferia del falscée observa una gran
presencia de nucleos celulares entre el tejido conectivo laxo correspdadiah

endotendoén.

En los cortes longitudinales tefiidos con H&E del grupo tratado por Emde Eigura

se observa una disposicion de las fibras de colageno similar a lasudel apntrol, se
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aprecia una cantidad similar de células y las fibras de colageno se orgdeilmmisma

manera que el grupo control, en haces paralelos poco laxos.

En cortes longitudinales tefiidos con H&E del grdgosonicacion y acido peracético
(Figura 7 se observan las fibras de colageno acidéfilas ordenados en haces paraledos laxo
y disgregados, con mas espacios entre las fibras en comparaciéon con el grupo de
congelaciony no se observa la presencia de nucleos de fibroblastos. En los cortes
transversales se observan las fibras de coldgeno ordenadas en haces paralelos con un
gran cantidad de espacios entre las fibras y los fasciculos. Se observa uraiielae cle

ndcleos basofilos de fibroblastos entre las fibras de colageno (sefialadfiecuas).

En los cortes longitudinales tefiidos con H&E del grupo de lavado corFigns § se
observa una distribucién de las fibras de coldgeno acidoéfilas en haces garaled laxas
qgue los grupos anteriores, se observa claramente que la cantidad de espagiedasnt
fibras es mucho mayor. En este plano no se observan nucleos de fibroblastosasntre |
fibras de colageno. En los cortes trasversales la cantidad de espacio entreamslditbos
fasciculos es notoriamente mayor que los grupos anteriokEsse puede observar la

presencia de nucleos entre las fibras de colageno.
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Control

Longitudinal Transversal

Figura 5. Micrografias representativas de los tendones del grupo ceefiidas
con H&E observadas a un aumento de 400X. Las imagenes de la iz
corresponden a los cortes longitudinales mientras que las de la de
corresponden a los cortes transversales. Las flechas indican los nucleagss;
los Oindican los espacios entre las fibras de colageno y las cabezascha
indican el tejido conectivo laxo que rodea las fibras.
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Congelacién

Longitudinal Transversal

Figura 6 Micrografias representativas de los tendones del grupo de conge
tefiidas con H&E observadas a un aumento de 400X. Las imagenes de&fda
corresponden a los cortes longitudinales mientras que las de la de
corresponden a los cortes transversales. Las flechas indican los nucleoss;
los Oindican los espacios entre las fibras de colageno y las cabezas de
indican el tejido conectivo laxo que rodea las fibras.
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Sonicacion

Longitudinal Transversal
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Figura 7 Micrografias representativas de los tendones del grupo de sonic
tefiidas con H&E observadas a un aumento de 400X. Las imagendgqiedalz
corresponden a los cortes longitudinales mientras que las de la de
corresponden a los cortes transversales. Las flechas indican los nicleoss;
los Oindican los espacios entre las fibras de colageno y las cabezascha
indican el tejido conectivo laxo que rodea las fibras.
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SDS

Longitudinal Transversal

Figura 8 Micrografias representativas de los tendones del grupo de SDS i
con H&E observadas a un aumento de 400X. Las imagenes de la &
corresponden a los cortes longitudinales mientras que las de la d¢
corresponden a los cortes transversales. Las flechas indican los nlcleoss;
los Oindican los espacios entre las fibras de colageno y las cabezaachia
indican el tejido conectivo laxo que rodea las fibras.
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Para realizar un analisis morfométrico de la cantidad de nucleos presemtektejido
tratado se realizdé un marcaje por fluorescencia usando DAPI, el cual es Walaaifin

a las regiones enriquecidas con adenina y timina de &cidos nucleicos. El tejido fue
irradiado con una longitud de onda de aproximadamente 350 nm padarpobservar la
emision de la sefial de 460nm que produce DAPI, la cual se encuentra en el eapekttro
(Figura 9. La cuantificacion de los nucleos se realizé utilizando elvaadtimage J version
1.51J8 (64 bits) mediante la herramienta Cell Counter (multi-point tool). Sedaai
conteo puntual de cada sefial correspondiente a nucleo en un total dentpos por
laminilla, se realizd un analisis estadistico usando el software GraphPad6Pvexision
6.01 graficando el promedio con desviacién estandar. Con esta técnica selpselvar
gue los tratamientos con el que se obtuvo una completa descelularizagosl de SD$
sonicacioén, al contrario del de congelacion que no presenté diferencia resplectotrol

(Gréafica ).
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Figura 9. Micrografias representativas del analisis con DAPI obsergadasaumento de 400X.
micrografia correspondiente al grupo control. B) micrografia corretipate al grupo de congelacion.
micrografia correspondiente al grupo de SDS. D) micrografia correspondientpatigrsonicacion.
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Gréfica 1 Conteo de nucleos mediante fluorescencia. Al realizar el cont
los nlcleos se puede observar que lo tratamientos con sonicacion y £
los que presentan mejor eficiencia al remover el contenido celular.
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Andlisis de la preservacion de la matriz extracelular

Para realizar un andlisis cualitativo de la preservacion de la matriz seareal las
tinciones especiales de tricromico de Masson para marcar fibras de coldgenbogeter
para marcar fibras elésticas; también se realizé un analisis cuantitativocaatidad de
coldgeno empleando el kit de ensayo para hidroxiprolina MAKOO08 de la carfpigfina-

Aldrich.

Se realizaron cortes longitudinales y trasversales de los tendones. En los corte
longitudinales tefiidos con tricromico de Masson del grupo congiglfal0) se observan

las fibras de colageno tefiidas de color azul ordenadas en haces paralelodasritbeas

se observan los nucleos de color azul oscuro de aspecto fusiforme (sefaladesicas)f

En un plano trasversal se puede observar los fasciculos de las fibras de coldgenosrodeado
de tejido conectivo laxo correspondiente al endotendon (sefialado pwezzes de flecha),

se puede apreciar claramente que las fibras estan un poco disgregadas (los espacios estan
sefialados po Q. Seobservan los ntcleos de fibroblastos entre las fibras de colageno de
aspecto circular debido al plano de corte, en la periferia del fascée observa una gran
presencia de nudcleos celulares entre el tejido conectivo laxo correspdadiah
endotenddn (sefialado por cabezas de flecha). En general se aprecians@vacion de

las fibras de colageno a nivel microscépico tal como se aprecia a nivel macroscépico

(Figura 3.

En los cortes longitudinales tefiidos con tricromico de Masson del giapmngelacion
(Figurall) se observa una disposicion de las fibras de colageno en haces paraldbrsasimi

las del grupo control. Entre las fibras se aprecia una gran cantidéiirdblastos similar
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al grupo control. En un plano trasversal se puede observar la disposicias tibras de
coldgeno en fasciculpentre las fibras de colageno se observan los nucleos de
fibroblastos de aspecto circular debido al plano de corte. Se puede obsemzar u
disparidad en la intensidad del colorante debido a los tiempos de exositcolorante,

pero en general esta técnica demuestra la presencia de las fibras de colageno.

En los cortes longitudinales tefildos con tricromico de Masson del tratamiemio co
sonicacién y acido peracéticbigural?) se observa la distribucion paralela de las fibras de
colageno mas laxas y disgregadas, con mas espacios entre las fibras y menor cantidad de
nacleos (sefialados con flechas) en comparacion con el grupo control y el gidamdn.

En un plano trasversal, observa gran cantidad de espacios entre las fibras de dodofasci
(sefialados conQ y una menor cantidad de nucleos de fibroblastos en comparawian

los grupos anteriores.

En los cortes longitudinales tefiidos con tricromico de Masson del grupo deolawvad
SDSHigural3) se aprecia una distribucion de las fibras en haces paralelos mas laxas que
los grupos anteriores, se observa claramente que la cantidad de espacios entre las fibras
es mayor (sefialado cof) y no se observa presencia de nicleos de fibroblastos entre las
fibras. En un plano trasversal, se puede observar que la cantidad decegpai las

fibras de los fasciculos es mayor que los grupos anteriores y no se detecta laigresen

nucleos.
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FiguralO. Micrografias representativas de los tendones del grupo control te
con tricromico de Masson observadas a un aumento de 400X. Las esétefe
izquierda corresponden a los cortes longitudinales mientras quiel&s derech:
corresponden a los cortes transversales. Las flechas indican los nucleoss;
los Oindican los espacios entre las fibras de colageno y las cabezas de
indican el tejido conectivo laxo que rodea las fibras.
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Figurall. Micrografias representativas de los tendones del grupo de conge

teflidas con tricromico de Masson observadas a un aumento de 408

iméagenes de la izquierda corresponden a los cortes longitudinales mientras

de la derecha corresponden a los cortes transversales. Las flechas indi

ndcleos celulares, logdindican los espacios entre las fibras de colageno 50
cabezas de flecha indican el tejido conectivo laxo que rodea las fibras.



Figural2 Micrografias representativas de los tendones del grupo de sonic
teflidas con tricromico de Masson observadas a un aumento de 400
imagenes de la izquierda corresponden a los cortes longitudinalesasieuie las
de la derecha corresponden a los cortes transversales. Las flechas ind
nlcleos celulares, logdindican los espacios entre las fibras de colageno
cabezas de flecha indican el tejido conectivo laxo que rodea las fibras.
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Figura 13 Micrografias representativas de los tendones del grupo de SDS i
con tricromico de Masson observadas a un aumento de 400X. Lgsriesade |;
izquierda corresponden a los cortes longitudinales mientras que lesdégeche
corresponden a los cortes transversales. Las flechas indican los nicleoss;
los Oindican los espacios entre las fibras de colageno y las cabezascha
indican el tejido conectivo laxo que rodea las fibras.
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Analisis de fibras elasticas

Por ultimo, para realizar el analisis cualitativo de la presencia de fibras &taséidlevo a
cabo la tincion de Verhoeff que tifie las fibras elasteasolor negro y se contrasté con la
tincion de Van Gieson que tifie las fibras de colageno en un colormgadoa En los cortes
longitudinales tefiidos con Verhoeff del grupo contréliggra 14) se observa una
distribucion en haces paralelos de las fibras de colageno de color anaraBjaite.las
fibras se observan los nucleos de los fibroblastos fusiformes de weipp. Se observa
que las fibras de colageno se encuentran un poco laxas (los espacios estan sefialados con
Q. En este plano no se pueden apreciar las fibras elasticas. En untgamersal se
puede observar los fasciculos de las fibras de colageno rodeados de tejidtivanieem
(sefalado por cabezas de flecha). Se puede observar que, de iguabnlasdibras estan
un poco disgregadas (los espacios estan sefialadocdintre las fibras de colageno se
observan los nucleos de color negro de aspecto circular debido al plano tée Ebrla
periferia del fasciculo, entre los componentes del endotenddn semh la presencia de

las fibras elasticas de color negeaf{aladas conj.

En los cortes longitudinales tefiidos con Verhoeff del grupo tratadegugelacionKigura

15) se observa una disposicién en paralelo de las fibras de colageter sirt@s del grupo
control. & observan los fibroblastos fusiformes de color oscuro entre las fibras de
colageno en cantidad similar al grupo contrBh la periferia del fasciculo, entre los
componentes del endotenddn se observa la presencia de las fibras edaticalor negro

(sefaladas cory.
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En los cortes longitudinales tefiidos con Verhoeff del grupo tratadsanitacion y acido
peracético Figural6) se observa la disposicion en paralelo de las fibras de colageno. Se
observan espacios entre las fibras ya que se encuentran laxas y disgregadas (los espaci
estan sefialados cof). Se observa menor cantidad de nucleos celulares entre las fibras
en comparacion con el grupo control y el de congelacion. En un ptaseetsal se
observa una distribucion paralela de las fibras de colageno y una gratidad de
espacios entre las fibras de los fasciculos (sefialado€din este plano se observa una

disminucién en la cantidad de nucleos presentes entre las fibras (seBaladdlechas).

En los cortes longitudinales tefiidos con Verhoeff del grupo lavad®@b@Kigural?) se
observa una distribucion paralela de las fibras de colageno mas laxas que pgos gru

anteriores. Se observa una gran cantidad de espacios entre las fibras (los espacios est
sefialados conQ. En un plano trasversal la cantidad de espacio entre las fibras de
colageno en los fasciculos es mayor que los grupos anteriores (sefialad@s Eoneste

plano no se observa la presencia de nucleos entre las fibras presencia de fibras

elasticas entre el endotendoén.
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Figural4. Micrografias representativas de los tendones del grupo control tefiide
Verhoeff observadas a un aumento de 400X. Las imagenes de la ia
corresponden a los cortes longitudinales mientras que las de la deracbspomder
a los cortes transversales. Las flechas indican los nucleos celularédntbsan los
espacios entre las fibras de colageno, las cabezas de flecha indicatioet d@jectivc
laxo que rodea las fibras y €Indica la presencia de las fibras elasticas.
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Figural5. Micrografias representativas de los tendones del grupo de conge
tefiidas con Verhoeff observadas a un aumento de 400X. Las imagena
izquierda corresponden a los cortes longitudinales mientras que lasd#eeche
corresponden a los cortes transversales. Las flechas indican los nlcleoss;
los Oindican los espacios entre las fibras de colageno, las cabezas de
indican el tejido conectivo laxo que rodea las fibras §imdlica la presencia de |
fibras elasticas.
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Figural6. Micrografias representativas de los tendones del grupo de sonic
teflidas con Verhoeff observadas a un aumento de 400X. Las imégena
izquierda corresponden a los cortes longitudinales mientras quaeldes derechi
corresponden a los cortes transversales. Las flechas indican los nlcleoss;
los dindican los espacios entre las fibras de colageno, las cabezas de flecha
el tejido conectivo laxo que rodea las fibras | @ldica la presencia de las fibi
elasticas.

57



Figural?. Micrografias representativas de los tendones del grupo de SDS t
con Verhoeff observadas a un aumento de 400X. Las imagenes deidada
corresponden a los cortes longitudinales mientras que las de la de
corresponden a los cortes transversales. Las flechas indican los nlcleass;
los Oindican los espacios entre las fibras de colageno, las cabezas de
indican el tejido conectivo laxo que rodea las fibras §imdlica la presencia de |
fibras elasticas.
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Cuantificacion de colageno

Para llevar a cabo un andlisis cuantitativo de la cantidad dgeob por peso seco se
liofilizo el tejido y se empled el kit de ensayo para hidroxipeoMAKO08 de la compafiia
Sigma-Aldrich el cual se basa en la técnica colorimétrica de oxidaciédrdgigviolina y
conjugacion con la molécula de 4-(Dimetilamino) benzaldehido (DMAB), lderiaad en
una molécula colorimétrica (560 nm). La hidroxiprolina es un compenencipal de la
estructura del colageno, confiere estabilidad a su estructura deehgldebido a que su
presencia es casi restringida al colageno, la medicién de los niveles deigriolina
puede ser utilizado como indicador del contenido de esta proteingedaxion se realizo
en una placa de 96 pozos de acuerdo con la metodologia del fabricantegdieion se
llevé a cabo en un lector de placas para analisis colorimétrico. El analists di&tds se
llevé a cabo en el software del proveedor del equipo realizando ueapioiacion de las

sefales de las muestras problema en la curva construida mediante cantiestesiar.
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Gréfica 2. Cuantificacion de colageno. En el andlisis de cuantificaciérédeino
por peso seco no se encuentra diferencia estadistica entre los tratamientos.
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Se realizé un andlisis estadistico usando el software GraphPad Prism @ \@sl

graficando el promedio con desviacion estandanfica 2.

5. Discusion

La estrategia del uso de xenoinjertos descelularizados ha demostrado un ampliocoabanic
de posibles soluciones debido a su disponibilidad, biocompatHilidon el cuerpo
humano y aprovechamiento de la estructura propia de la matriz extrizcela cual es
propicia para una rapida recuperacion (Docheva et al., 2015). La premiz@@al se bas

el presente trabajo es el éxito del antecedente directo que reporta la edifapAperion
Biologics, Inc en 2016, la cual obtiene una tasa de éxito del 88% en un edinidio a

largo plazo de 24 meses en 66 pacientes a los cuales les fue reconstriigkneinto
cruzado anterior empleando un Xxenoinjerto descelularizado patentado @opropia
compafia (K R Stone, 2002). Este trabajo busca sentar las bases metodolégidas para
obtencion de un injerto hueso-tendén-hueso procedente de tendonediestas porcinos
descelularizados. Hoy en dia, existe gran cantidad de metodologias para llevar a cabo la
descelularizacion de tendones y ligamentos, la mayoria de ellas tienen comocfawidn

el uso de detergentes, enzimas y procesos fisicos y quimicos.

Las metodologias destacadas que recopila este estudio son la de Stone, 20§2) &rid
al.,, 2011 y Bronsteirt al, 2013. El proceso en el que se basa la metodologia de Stone
consiste principalmente en la disrupcién celular mediante ciclos de @migel y

descongelacion; a pesar de que esta estrategia no plantea el uso de detergentes para la
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remocion celular, fue de gran interés ya que en ella se basa la patentpeeon
Biologics, inc. que ha demostrado éxito en la clinica. Al llevarcal@abetodologia que se
plantea en la patente se puede observar que la remocion de la sangreardeflmueso es

muy limitada y al final del proceso obtenemos un injerto que aun presergtns de
sangre. En comparacién con los otros tratamientos este resultd ser el menostefigien

la limpieza de sangre en el hueso. Cuando se llevé a cabo el andliidghist sobre el
tenddn se observa que la presencia de células entre las fibras Mejide conectivo que

rodea los fasciculos es muy marcada a simple vista, en comparacién con el grupo control
no se observa diferencia. Al realizar una comparacion de la cantidad d®schrcados

por fluorescencia no se obtiene una diferencia entre este grupo y el dpptolo que se
puede considerar que esta metodologia no es eficiente en la remalgdiibroblastos.

Estos resultados son contrastantes con la publicaciomgeZ } }o etal. ya que ellos
mencionan que la remocién celular no se lleva a cabo mediante este mgioddo cual

solo evallan la preservacion de las propiedades mecanicas del tefdoZ} }o v § oXU
2013) Por otra parte, al contrastar estudios de otros autores, ademas de reatilas de
congelacion también emplean lavados con detergentes, incubacién con endonuaeasas
incluso con acido peracético (Arianna B. Lovati, Marta Bottagisio, 2016; Hejbeds,
Ingham, & Fisher, 2015; Jones et al., 2017). Esto da pie a pensar que deb&lseatigie

de una patente la metodologia disponible sea imprecisa y mas aun, no searepost

resultados obtenidos por lo que no hay punto de comparacion.

La metodologia basada en el trabajo de Bronstdiral, 2013 plantea la aplicacion de

ultrasonicacién para crear un microambiente mas laxo el cual permita la entraata a |
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soluciones posteriores; también se plantea el uso de acido peracético comoeagent
oxidante que incremente la porosidad del tejido y por ende la exfaa de
descelularizado mediante el lavado con EDTA y detergente SDS. Al reatinatisé
histolégico sobre los tendones tratados mediante este método se observa una menor
cantidad de contenido celular en comparacion con el grupo control y el dgetzoniento.

La eficacia de la remocion celular se hace evidente en el andlisis con fluor@seg¢nci
disminuir significativamente la cantidad de ndcleos presentes erjegtan(Grafica ). Los
resultados obtenidos mediante las tinciones con H&E son similares a ldgdesudel
equipo de Bronstein y del equipo de Ingram (Ingram, Korossis, Howling, Fishena& ng

2007)obteniendo una alta eficiencia en la remocion de las células del tejido.

Por ultimo, el método basado en el trabajo de Pridgéml, 2011 fue el mas eficiente en

la remocién de contenido celular y el mas sencillo de los tres tratamieiéolieva a cabo
mediante un prelavado con EDTA y un lavado con SDS. En el analigigibiss® puede
observar una gran disgregacion de las fibras, pero no la presencia de céluésdizAr el
conteo celular con DAPI no se detecta la presencia de nucleos cel@arkEsmayoria de

las metodologias que emplean SDS la descelularizacion es muy eficiente, lzglossul
gue se obtuvieron son muy similares a los trabajos evaluados por Lovati y colaboradores

(Arianna B. Lovati, Marta Bottagisio, 2016).

Entodos los grupos incluyendo al grupo control, se observé una laxitud dibrdas de
coldgeno en cuanto la vaina tendinosa fue removida, por lo cualasgiecto no es de
gran preocupacion ya que no representa una situacion aislada a un testtmmen

particular. Por otra parte, solo un estudio de analisis mecanico nos indicaraerdalisi el
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injerto se encuentra en condiciones 6ptimas para soportar las fuerzas de temson
requiere la rodilla. Por ultimosi se considera necesario, se puede plantear e
recubrimiento de las fibras para simular una vaina tendinosa que regreseni@actacion

original a las fibras

En el andlisis de preservacion de la matriz extracelular se considperédsarvacion de
colageno como indicativo principal ya que la composicion de laasfidel tenddn es
principalmente colageno. Al realizar la tincidbn especial de tricromico desdh para
detectar la presencia de colageno se pudo observar una preservacion en todogdos

de manera cualitativa. Al realizar un analisis cuantitativo por el métadoxidacion y
deteccién de hidroxiprolina se pudo determinar que efectivamente todos losogrup
preservan una cantidad similar de colageno (no hay diferencia signidicatitre los
grupos). Estos resultados indican que la aplicacion de sustancias quiorizagicacido
peracético y detergentes anidnicos como el SDS y tratamientos fisicoscommelacion y
sonicacion no alteran la cantidad de colageno presente en el tejido. De manera
macroscopica tampoco se observa un cambio en las fibras de coldgeno que no sea la
disgregacion, es decir, no se presenta una ruptura o disolucién de las fibras en |

soluciones de trabajo.

Otro aspecto tomado en cuenta en la preservaciéon de la matriz extracelular fue la
presencia de fibras elasticas. Las fibras elasticas estan presentesghniecife en tejidos
elasticos como vasos sanguineos, ligamentos y tejidos que requieran ladeapdei
elasticidad. El tendon rotuliano cumple la funcion de mantener laié@nentre la rotula y

la tibia, es decir no posee gran elasticidad, por lo que se esperaba queséngieede
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fibras elasticas estuviera restringida casi exclusivamente a vasos sanguineos y el
endotenddn. En los cortes analizados mediante la tincion especialedsodff para
marcar fibras elasticas se observé en todos los grupos un marcaje en vasos sanguineos
endotenddn que rodea los fasciculos de fibras de colageno. Algunoesytiantean que

la presencia de fibras elésticas puede propiciar la recuperacion derfalagia ondulada
después de un estiramiento (Docheva et al., 20D&®) igual manera, también se plantea

que la preservacion de los glucosaminoglicanos puede ser un aspecto importargte en |
recuperacion de las propiedades mecanicas y morfologicas del tendén (Vavken et al.,

2009)

La inmunogenicidad es un aspecto importante a tener en cuenta egstadios clinicos.
Galiliet almenciona ampliamente que la principal barrera inmunoldgica entreisimtas
especies animales y los simios superiores como el humano es el epigadoEl epitopo

r-gal se encuentra como componente constante de los glucosaminoglicarilasasriz
extracelular en las especies diferentes a los monos superiores. Al estar ausente este
epitopo, los monos superiores han desarrollado rechazo inmunoldgico gjiisstque o
contengan (Galili, 2015b). Una estrategia que se puede llevar a cabo pamadeon de

*8}e % 3S}%}e * u ] v3 0 ]P e3]sgalacidgidasa] (KevipvR rStone

Walgenbach, et al., 2007; Kevin R Stone, Abdel-Motal, et al., 2007; Yoshida et al., 2012).

La recelularizacion ha sido propuesta como un pre-acondicionamiento gumita la
regeneracion mas rapida en los pacientes (Lomas et al., 2004; Whitlock et al., 2007b;
Woon et al., 2011la). Se ha observado que las propiedades mecanicas no se ven

disminuidas al realizar una descelularizacion y una posterior recelularnizdgebido a
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esto, es de gran interés evaluar a futuro una comparativa entre el tratamiento de

sonicacion y de lavado con SDS mediante ensayos de recelularizaciéon
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. Conclusiones

Se logré estandarizar la técnica de obtencidon del injerto hueso-tendén-hueso
procedente del tenddn rotuliano porcino.

Tanto la técnica de sonicacion y acido peracético como la de EDTANUEEIEN

una gran eficiencia en la remocion de células del tejido; por otra patte,
tratamiento de congelacion no presenta remocion de células del tejido.

Los tres tratamientos preservan las fibras de colageno del tejido.
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. Perspectivas

Realizar un andlisis biomecéanico que garantice la preservacion de la resistncia d
tendon.
v o]l E u ] vs8 Jvupv}Z]es}cpu_u] 0 &qalldditgjidoo %o S} %o} r
descelularizado.
Analizar mediante pruebas bioquimicas la preservacion de los

glucosaminoglicanos.
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9. Anexo de Técnicas histolégicas

Tincién hematoxilina y eosina

Procedimiento

Fijacidon por parafina o por congelacion:

1.- Desparafinar con xilol 5 min.

2.- Etanol-Xilol 5 min.

3.- Etanol absoluto 2 min.

4.- Alcohol etilico 96° 2 min.

5.- Agua destilada, enjuague lento.

6.- Hematoxilina de Gill, 2 min.

7.- Agua de la llave (2 lavados), enjuague lento.
8.- Alcohol Acido, 1 inmersion rapida.

9.- Agua de la llave (2 lavados), enjuague lento.
10- Agua amoniacal 2 inmersiones rapidas.
11- Agua de la llave (2 lavados), enjuague lento.
12 - Agua destilada, enjuague lento.

13- Eosina 6 inmersiones.

14 .- Alcohol etilico 96° enjuague breve.

15- Alcohol etilico 96° 1 min.

16 Etanol absoluto (2 cambios) 2 min.

17 - Etanol-Xilol 3 min.

18- Xilol 2 min.

19- Xilol 3 min.
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20- Montaje con resina sintética o Entellan.

Preparacion de soluciones:

Solucién de Agua Amoniacal (Virador).
Agua destilada 99 mL
Hidroxido de Amonio 1mL

Eosina solucién stock (concentrada)

Eosina amarillenta 1.0 gr
Agua destilada 20 mL
Alcohol del 96° 80 mL

Solucién de trabajo:

*Tomar una parte de la solucion stock y agregarla en tres partes de alcohoP@e 80
Antes de usar agregar 0.5 mL de acido acético glacial, por cada 100 mL de colorante
preparado y agitar.

Solucion de Alcohol-Acido (Diferenciador o decolorante)
Alcohol de 70° 99 mL
Acido Clorhidrico (HCI) 1mL

Hematoxilina de Gilll

Agua destilada 730 mi
Etilenglicol 250 ml
Hematoxilina anhidra (polvo) 2.00gr
* Si esta en cristales pesar 2.36 gr
Yodato de Sodio 0.2 gr
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Sulfato de aluminio 17.6 gr
Acido acético glacial 2.0 ml

* Para la preparacion se debe seguir el orden, en agitacion, a temperatura ambiente por 1
hora, filtrar antes de usar por primera vez.

Resultados:

Citoplasma, tejido fibroso, otros componentes tisulares: Rosa palido a rosa intenso,
anaranjado o0 en tonos rojizos.

Nucleos: Azul a morado oscuro

Método de Verhoeff y Tricromico de Van Gieson (Fibras ElasticasigoTepnectivo y
muscular)

Combinacién Verhoeff-Van Gieson (tetracrémico)

Procedimiento

1. Lavar con alcohol al 96 ° en el método de Verhoeff
2. Introducir los cortes en la solucién de Van Gieson por 5 min.
3. Escurrir y deshidratar rapidamente en alcoholes graduales a partir de alcohol 96 °

(10 inmersiones rapidas, se decolora)

4, Montar con resina.

Método de Verhoeff

Procedimiento

1. Desparafinar y llevar los cortes hasta agua destilada.
2. Introducir los cortes en la solucién de Verhoeff de 15-30 min.
3. Lavar en agua corriente.
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4. Diferenciar en la solucion acuosa de cloruro férrico al 2 % por 1;Drmasta que
las fibras aparezcan en color negro sobre un fondo grisaceo pero muy palido.

5. Enjuagar en agua destilada.

6. Lavar en alcohol de 96° 1 min para remover cualquier coloracion debida a residuos
de iodo.

7. Contrastar con eosina (6 inmersiones), o con solucién de Van Gieson.

8. Escurrir y lavar en alcohol 96 © para remover el exceso de coloracion.

9. Deshidratar r@pidamente en alcoholes graduales y montar con resina.

Preparacion de soluciones

a. Hematoxilina Alcohdlica 5%
Hematoxilina 5gr
Alcohol absoluto 100 ml
b. Cloruro Férrico 10 %

Cloruro férrico 10 gr
Agua destilada 100 mi

c. Solucién loduro de Lugol

lodo lor
loduro de potasio 2 gr
Agua destilada 100 ml

Solucién de Verhoeff

Solucién a. 20 ml

Solucion. b. 8 ml
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Solucién. c. 8 ml

*Adicionar las soluciones en el orden citado y mezclar bien en cadaradi

Tricromico de van Gieson

Procedimiento

1. Desparafinar y llevar los cortes hasta agua destilada.

2. Tenir con la solucion diaria de hematoxilina de Weigert durante 10 min.

3. Lavar en agua destilada.

4. Tefir con la solucion de Van Gieson de 3- 5 minutos

5. Deshidratar rapidamente en alcoholes graduales (10 inmersiones rapidas, se
decolora)

6. Montar con resina.

Preparacion de soluciones
Soluciéon de Van Gieson
Solucién acuosa de acido picrico 1.2 % 47.5 ml

Solucién acuosa de fucsina acida 1 % 2.5 ml

Tricromico de Masson

Procedimiento

Fijacion en Formaldehido al 4 %

Inclusién en parafina y cortes de 4-5 um de espesor.

1. Desparafinar con xilol e hidratar pasando por alcohol y agua destilada.
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2. he E }u} "u}@®&® vsS _ o (]i }@&0 minuopva %6 ICFo iada la
noche a temperatura ambiente.

3. Lavar en agua corriente hasta que el color amarillo desaparezca.

4. Enjuagar los cortes en agua destilada.

5. Pasar los cortes a la hematoxilina Férrica de Weigert durante 10 min.

6. Lavar en agua corriente 5 minutos o hacer 3 cambios de 15 segundos

7. Enjuagar en agua destilada.

8. Tefiir con la solucidn de Fucsina-Escarlata por 5 segundos (el tiempaldejeela

calidad y/o concentracion y tiempo de uso o de preparacion del colorante).
9. Lavar varias veces en agua destilada hasta que ésta deje de tefirse.

10.  Pasar los cortes a la solucion de &cidos fosfomolibdico-fosfotingstico ed@nt
minutos

11. Enjuagar brevemente con agua destilada.

12.  Colorear con la solucién de Azul de Anilina durante 15 segundanipb
depende de la calidad y/o concentracion y tiempo de uso del reactivo).

13.  Lavar con agua destilada varias veces hasta eliminar el exceso del colorante.
14.  Pasar al acético acuoso por 1-2 minutos.
15. Deshidratar en alcohol de 96° por unos segundos (cuidar que no se decolore).

16.  Continuar con el alcohol absoluto hasta aclarar en xilol y montar en resina.

Preparacion de soluciones

Hematoxilina férrica de Weigert

Solucion A
Hematoxilina (anhidra) 1or
Alcohol de 96° 100 ml
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Solucién B

Cloruro férrico acuoso al 29 % 4 mi
Agua destilada 95 ml
Acido clorhidrico concentrado 1ml

Solucién de trabajo

*Mezclar partes iguales de las soluciones Ay B. (Debe renovarse periodicamente
dependiendo del uso y de consistencia, con el tiempo suele precipitarse).

Solucién acuosa de Cloruro Férrico

Cloruro férrico 14.5 gr

Agua destilada 50 ml

Solucién de fucsina acida y escarlata de Biebrich

Escarlata de Biebrich acuosa al 1 % 90 ml
Fucsina acida acuosa al 1 % 10 ml
Acido acético glacial 1ml

Solucién acuosa de escarlata de Biebrich
Escarlata de Biebrich 1or

Agua destilada 100 ml

Solucién acuosa de Fucsina acida

Fucsina acida 1gr
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Agua destilada 100 mi

Solucién de acidos fosfomolibdico y fosfotingstico

Acido Fosfomolibdico 5 gr
Acido Fosfottingstico 5 gr
Agua destilada 200 ml

Solucién de azul de anilina

Azul de anilina 2.50r
Agua destilada 100 mi
Acido acético glacial 2ml

Solucién acuosa de acido acético al 1%.
Acido acético glacial 1 mi

Agua destilada 99 ml

Solucién fijadora de Bouin
Solucién acuosa saturada de acido picrico 75 mL
Formaldehido (36-38 %) 25 mL

Acido acético glacial 5mL
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Resultados esperados

Citoplasma, queratina y fibras musculares: Tonos de rojo
Nucleos: Café oscuro a negro

Fibras de colagena y mucus: Azul oscuro y claro
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