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RESUMEN 

Alumno: Alejandro Quiroga Garza (Candidato para el grado de Doctor en Medicina) 

 

Fecha de Graduación: Enero 2019 

 

Título del Estudio: Efectividad de dos métodos para la descelularización de arterias 

umbilicales 

 

Número de Páginas: 93    

 

Área de Estudio: Morfología 

 

Propósito y Método del Estudio: La descelularización de las arterias umbilicales 

puede proporcionar una solución a la necesidad de injerto vasculares de pequeño 

calibre. Comparamos la efectividad entre los métodos SDS y Triton X-100. Se utilizó 

cordones umbilicales obtenidos a partir de embarazos a término con evolución normal 

y sin complicaciones evidentes del recién nacido, se micro-diseccionaron en 12 horas 

y se almacenaron en solución salina con fosfato sin congelación. Las arterias se 

procesaron para la descelularización usando los protocolos de SDS al 0.1% y 1%, y 

Triton X-100 al 1%. Se realizó la evaluación de material celular y nuclear, fibras de 

colágeno, fibras elásticas y glucosoaminoglicanos de la matriz extracelular (MEC), así 

como el análisis morfométrico de técnicas histológicas e inmunohistoquímicas. 

 

Resultados: La descelularización con Tritón X-100 fue ineficaz, conservando restos 

nucleares identificados por inmunofluorescencia, y causó daño más notable a las fibras 
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elásticas y la disminución del colágeno. Con SDS se eliminaron efectivamente los 

núcleos y tuvo una disminución menor en las fibras elásticas y el colágeno. La 

laminina fue preservada en todos los grupos. No se identificaron diferencias 

significativas en los diámetros luminales de los vasos umbilicales; sin embargo, la capa 

media disminuyó debido a la descelularización de las células musculares. 

Conclusiones: La descelularización con SDS al 0.1% fue la más efectiva para eliminar 

células y preservar los principales componentes de la MEC. 
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CAPÍTULO 1 

MARCO TEÓRICO  

 

1.1 Sistema cardiovascular. 

El sistema cardiovascular está formado por el corazón, el cual es un órgano que 

bombea la sangre por medio de una serie de vasos eferentes (arterias), que se vuelven 

cada vez más pequeños conforme se ramifican. Las arterias conducen la sangre con 

nutrientes y oxígeno hacia una compleja red de pequeños túbulos que se anastomosan 

profusamente (capilares) y, a través de sus paredes, ocurre el intercambio de la sangre 

con los tejidos. Asimismo, lo capilares convergen en un sistema de canales dando lugar 

a las venas, estas se vuelven más grandes conforme se aproximan al corazón; las venas 

conducen la sangre desoxigenada y escasa de nutrientes de regreso al corazón y de 

aquí a los pulmones donde se oxigena, posteriormente regresa al corazón y es 

bombeada nuevamente al resto del cuerpo (Junqueira 2005).  

 

La mayoría de los vasos sanguíneos presentan características similares entre sí, aunque 

también poseen características que los hacen diferentes y permiten clasificarlos en 

grupos identificables. Los vasos sanguíneos, en general, poseen tres capas o túnicas: 

íntima, media y adventicia. La túnica íntima, situada en el plano más profundo del vaso 

sanguíneo, está formada por una capa de células endoteliales (epitelio plano simple) y 

tejido conectivo subendotelial (tejido conectivo laxo). En un plano intermedio está 

situada la túnica media, formada por células de músculo liso orientadas de manera 

concéntrica alrededor de la luz vascular, así como tejido conectivo fibroelástico, 

aunque estos componentes pueden variar en cantidad según el tipo de vaso sanguíneo. 
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En el plano más superficial, la túnica adventicia es una capa compuesta principalmente 

de tejido fibroelástico dispuesto de manera longitudinal con presencia de fibroblastos 

(Gartner, 2002). Las características de la túnica media se utilizan como criterios para 

clasificar a las arterias en elásticas o musculares, así como para distinguir los 

conductos venosos (Figura 1). Si bien la función de los vasos sanguíneos es conducir 

la sangre, los diferentes tipos de conductos ejecutan funciones un poco diferentes e 

importantes a las cuales está adaptada particularmente su estructura.  

 

 

Figura 1. Diferencias histológicas entre una vena (A) y arteria (B) humana. La 

principal característica que las distingue es la composición de la capa muscular.  

 

1.2 Enfermedades Cardiovasculares. 

Las enfermedades cardiovasculares son la primera causa de muerte a nivel mundial y 

se proyecta que mantendrán esta posición para el año 2030, ocupando el primer puesto 

las enfermedades isquémicas del corazón (Mathers et al., 2006; WHO, 2014) 

A B 



6 

Las enfermedades cardiovasculares son un grupo de enfermedades del corazón y los 

vasos sanguíneos, producidas en la mayor parte de los casos por disminución en el 

calibre de la luz de los vasos sanguíneos, lo que produce eventos de isquemia. En un 

evento isquémico ocurre una disminución transitoria o permanente del riego sanguíneo 

en una zona del organismo, con la consecuente disminución del aporte de oxígeno, 

nutrientes y eliminación de productos del metabolismo de esa región, produciendo 

estrés celular, que puede ser suficientemente intenso como para causar apoptosis o 

necrosis (Cotran,1995).  

 

La fisiopatología subyacente suele ser consecuencia de ateroesclerosis, que se 

caracteriza por ser un proceso dinámico en el que se desarrollan lesiones focales y 

asimétricas, que consisten en aglomeraciones de células, elementos del tejido 

conectivo, lípidos y detritos celulares (Mozaffarian et al., 2016) Las modificaciones 

ateroscleróticas en los vasos comienzan en la túnica íntima, y se caracterizan por la 

presencia de engrosamientos o placas originadas por la proliferación de células 

musculares lisas, acumulación de lípidos en estas células y en macrófagos, con fibrosis 

a consecuencia del depósito de fibras de colágeno (Geneser, 2000). 

 

Las manifestaciones clínicas de las enfermedades cardiovasculares y la determinación 

del tratamiento a utilizar, dependen del sitio donde se produce la isquemia, y por 

consiguiente el grado de obstrucción circulatoria. De manera general, en casos que 

existen estrechamientos de la luz vascular que no limitan la circulación sanguínea de 

forma crítica se pueden utilizan terapias farmacológicas y cambios en el estilo de vida. 

Si la obstrucción limita significativamente la circulación, existe en múltiples áreas o 
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bloquea por completo la circulación se utilizan procedimientos quirúrgicos de 

revascularización. 

 

 

1.3 Procedimientos de revascularización. 

Los procedimientos quirúrgicos de revascularización que existen incluyen 

angioplastias, colocación de stents, colocación de prótesis vasculares y cirugía de 

bypass que es empleada en el tratamiento de la insuficiencia coronaria y arterial 

periférica, así como en pacientes con pérdida extensa de tejido (Rienstra, 2008; 

Campeau, 1983; Cooper, 1996). Según cifras de la American Heart Association, el 

número total de pacientes internados a los que se les realizó operaciones 

cardiovasculares y procedimientos intervencionistas aumentó un 28% de 2000 a 2010 

(Gutiérrez et al., 2013) 

 

El objetivo de la cirugía de revascularización, es proveer un conducto que al ser 

injertado en otra parte del sistema vascular, pueda ser una vía adecuada para la 

irrigación de los tejidos isquémicos circundantes. Este procedimiento implica la 

anastomosis de un segmento arterial proximal a la región isquémica con un segmento 

arterial distal a ésta (Aguirre-Rivero R, 2003).   

 

1.3.1 Vasos sanguíneos utilizados para revascularización 

Los conductos vasculares más utilizados en la cirugía de revascularización son, en 

orden de importancia: arteria torácica interna, vena safena interna (Pistavos, 2002), 

arteria radial (Pola, 1996), arteria gastroepiploica derecha (Mills, 1989), arteria cubital 

(Riekkinen, 2003) y en menor proporción la arteria esplénica (Mueller, 1973) y la 
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epigástrica inferior (Riekkinen, 2003; Elizondo-Omaña, 2005; Hinojosa-Amaya, 

2010). 

 

Se ha reportado que la arteria torácica interna tiene una permeabilidad del 90 al 95 % 

a los 15 años después de realizada la cirugía. Se utiliza cuando la coronaria afectada 

es la arteria descendente anterior. La arteria torácica interna izquierda se utiliza más 

que la derecha, la cual tiene una permeabilidad del 80 al 90 % a los 10 años y se utiliza 

cuando hay afectación de la arteria marginal (Swartz, 1995). Actualmente, la arteria 

torácica interna es la primera opción para la revascularización miocárdica (Dallan, 

2001). 

 

La vena safena interna también se presenta como una opción para las cirugías de 

revascularización miocárdica ya que tiene suficiente longitud, diámetro y está libre de 

ateroma (O’Donell, 1999), además de ser adaptable y fácil de manejar (González-

Santos, 2005).  

 

La arteria radial se usa como injerto al afectarse la arteria descendente posterior. En 

las cirugías de revascularización, donde se utiliza este conducto como injerto, el 86 % 

de los pacientes se encuentran libres de angina a los 5 años. Acar et al. reportaron que 

el índice de permeabilidad de la arteria radial a un año fue del 92 %, aparentemente 

más elevado que para los injertos venosos bajo las mismas condiciones (Acar, 1998). 

La arteria radial es una alternativa al injerto de vena safena para revascularización, 

puesto que posee altos índices de permeabilidad y mejor corriente de flujo (Dumanian, 

1998).  
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Se ha reportado el uso de la arteria gastroepiploica derecha para revascularizar la 

arteria marginal posterior y a la coronaria derecha (Lytle, 1989; Pym, 1987). Mills et 

al.. reportaron que la permeabilidad de esta arteria a los 13 meses de realizada la 

cirugía de revascularización era del 97 %; a los 5 años la tasa de supervivencia era del 

92.9%. Esta arteria se utiliza cuando los demás conductos vasculares no son suficientes 

(Mills, 1989). El uso de la arteria cubital como injerto no es muy común debido a una 

convicción en la anatomía clásica que ha establecido a esta arteria como dominante 

del antebrazo, por lo que su extracción podría afectar la funcionalidad de la mano 

(Buxton, 1998). Sin embargo, un estudio realizado por Hinojosa-Amaya et al., en 2005 

afirma que la arteria cubital no es dominante en el antebrazo, por lo que podría ser 

usada en cirugías de revascularización (Hinojosa-Amaya, 2005).  

 

La arteria esplénica se ha utilizado con injerto in situ para la arteria coronaria derecha, 

sin embargo, el uso de este conducto no es común debido a las dificultades técnicas 

para su extracción, así como una longitud y diámetro inadecuados (Mueller, 1973). 

 

A pesar del uso abundante de los injertos arteriales, los conductos venosos autólogos 

siguen siendo una opción importante y conveniente para las cirugías de 

revascularización, debido a la facilidad en la obtención de estos segmentos, así como 

a la abundante circulación colateral que presenta el sistema venoso (Jiang, 2004; 

Petrofsky, 2004). Sin embargo, estos conductos suelen presentar complicaciones a 

mediano y largo plazo. Después del primer año de realizada la cirugía de 

revascularización, del 12 al 20% de los injertos están ocluidos. Entre 5 a 7 años 

posteriores a la cirugía, se han ocluido entre 25 y 35% de estos injertos. Y hacia los 10 

años después de la cirugía, más del 50% de los injertos están ocluidos (Cooper, 1996). 
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1.3.2 Injertos vasculares autólogos  

Los injertos vasculares autólogos son los más utilizados en cirugías de 

revascularización, estos consisten en injertar un conducto vascular del mismo paciente 

en una región o zona isquémica de su organismo. Así mismo, estos injertos se pueden 

sub-clasificar en arteriales o venosos. Las características ideales de estos conductos 

son que tengan una larga permeabilidad y que puedan perfundir adecuadamente los 

tejidos isquémicos. Sin embargo, existen múltiples factores que intervienen en la 

elección de un conducto vascular. Estos factores pueden estar relacionados al paciente, 

como su sobrevida, edad, condiciones clínicas o disponibilidad de los conductos 

vasculares. Las características de los conductos que influyen en su elección son su 

disponibilidad, localización anatómica, predisposición a cambios histopatológicos 

(trombosis, hiperplasia de la íntima, ateromas). La complejidad de la cirugía o la 

experiencia del cirujano también pueden influir en la elección del conducto vascular 

(Elizondo-Omaña, 2008). 

 

A la fecha, los injertos autólogos se mantienen como la mejor opción cuando se 

requiere un injerto vascular. Sin embargo, en ocasiones no es posible utilizarlos debido 

a que los vasos no son adecuados para usarse a causa de enfermedad vascular, 

amputación o ya fueron utilizados previamente.  Existen prótesis vasculares 

compuestas de materiales sintéticos que pueden ser utilizadas con éxito para restituir 

el flujo sanguíneo en vasos de gran calibre, como la aorta. Sin embargo, no se ha 

logrado utilizar estas prótesis de manera satisfactoria en casos de vasos de menos de 

6mm de diámetro (Martínez-González et al., 2015; Zdrahala, 1996) 
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Los injertos vasculares pueden ser clasificados según su procedencia en injertos 

autólogos cuando provienen del mismo paciente, injertos alógenos cuando se obtienen 

de un individuo distinto al receptor, Xenoinjertos cuando se obtienen de otras especies 

animales, y prótesis vasculares cuando están construidas a partir de materiales 

sintéticos como el tetrafluoroetileno extendido (ePTFE) o el Dacron (L’Heureux et al., 

2007) Así mismo, según su diámetro se dividen en injertos de gran calibre si su 

diámetro luminal es mayor de 6mm, y de pequeño calibre si su diámetro es menor a 

6mm (Figura 2). 

 

 

Figura 2. Clasificación de los injertos vasculares. Los injertos se clasifican de 

acuerdo a la especie de origen y al diámetro luminal.  

 

Se han propuesto cuales son los criterios que debe cumplir el injerto vascular ideal 

(Gui, Muto et al., 2009; Naito et al., 2011; Schaner et al., 2004; Zilla et al., 2007) Debe 

ser compatible inmunológicamente con el receptor, resistente a la infección, no 

trombogénico y debe inducir una respuesta adecuada de adaptación que logre 

integrarlo al cuerpo para que se vuelva indistinguible de un vaso nativo. Además, debe 

poseer las propiedades biomecánicas adecuadas, debe ser permeable al agua y solutos 

y debe ser fácil de manejar y suturar.  
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1.4 Ingeniería Tisular 

La ingeniería tisular es una rama de la ciencia que constituye un conjunto de 

conocimientos, técnicas y métodos de base biotecnológica que permiten diseñar y 

generar en el laboratorio sustitutos tisulares, tejidos artificiales o constructos de origen 

heterólogo o autólogo a partir de células madre y biomateriales.  

 

Su aplicación en el área cardiovascular ofrece un enfoque revolucionario que busca 

satisfacer la demanda de injertos vasculares. Existen 5 acercamientos principales que 

se utilizan para desarrollar injertos vasculares: (I) prótesis sintéticas revestidas de 

células endoteliales, (II) Análogos de vasos sanguíneos basados en colágeno, (III) 

conductos a base de polímeros sintéticos biodegradables, (IV) vasos sanguíneos auto-

ensamblables, y (V) injertos vasculares descelularizados (Roy et al., 2005) Los vasos 

sanguíneos descelularizados mantienen su estructura tridimensional y tienen 

inmunogenicidad reducida. Sus propiedades biomecánicas son superiores a los 

materiales sintéticos, con mejor funcionalidad y adaptación (Gui et al., 2009; Roy et 

al., 2005; Schaner et al., 2004) Debido a estas ventajas que presentan, ha existido un  

aumento en el uso de este método para intentar desarrollar injertos vasculares de 

pequeño diámetro.  

 

1.4.1 Técnica de Descelularización. 

La técnica de descelularización consiste el uso de diferentes sustancias y procesos para 

eliminar el material celular y nuclear del vaso sanguíneo sin causar daños en la matriz 

extracelular (MEC) (Gilbert et al., 2006) La MEC es fundamental para la adhesión, 

migración y proliferación celular, así como en las respuestas adaptativas del tejido 
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(Stephen F. Badylak, Freytes, & Gilbert, 2009) Tiene el potencial de servir como 

andamio para desarrollar un injerto vascular. Existen diferentes técnicas de 

descelularización que involucran procesos físicos (Bader et al., 1998; Dahl et al., 2003; 

McFetridge et al., 2004), biológicos (Freytes et al., 2004; Gilbert et al., 2005; Lin et 

al., 2004) y químicos.(Badylak et al., 1998; Rieder et al., 2004; Vyavahare et al., 1997; 

Woods & Gratzer, 2005) Es común que se utilicen combinaciones de los mismos. Las 

técnicas físicas incluyen ciclos de congelado/descongelado, agitación y presión 

mecánica. No suelen ser suficientes por sí mismos, pero facilitan la ruptura de la 

membrana celular. Las técnicas biológicas (e.g. enzimas) y químicas (e.g. detergentes) 

dañan la membrana celular y rompen los enlaces intra y extracelulares. (Gilbert et al., 

2006) La técnica ideal depende del tipo de tejido y la especie de origen.(Crapo et al., 

2011) 

 

Órganos y tejidos descelularizados han sido utilizados exitosamente en una variedad 

de aplicaciones de ingeniería de tejidos y medicina regenerativa. (Badylak et al., 2009) 

 

Todo lo anteriormente expuesto, justifica la creencia de que los vasos sanguíneos 

descelularizados pueden ser una fuente para desarrollar injertos vasculares de pequeño 

diámetro. 

 

1.4.2 Descelularización de vasos sanguíneos 

Existe evidencia de la descelularización de diversas arterias y venas. Sin embargo, no 

hay acuerdo respecto a la mejor técnica de descelularización para vasos sanguíneos. 

Debido a esto en la mayoría de los estudios no se justifica la elección de la técnica de 

descelularización ni del vaso sanguíneo elegido para probarla. Además, muchos 
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estudios son realizados en vasos sanguíneos de otras especies animales, como cerdos, 

conejos y perros. La información obtenida en estos estudios si bien es útil, puede llevar 

a interpretaciones erróneas que no son aplicables en la práctica clínica debido a que 

los vasos humanos pueden diferir en su reacción al proceso de descelularización. (Zilla 

et al., 2007) 

 

1.5 Vasos del cordón umbilical 

En la actualidad, los vasos umbilicales tienen gran potencial para desarrollo de injertos 

vasculares. El cordón umbilical tiene dos arterias que discurren en paralelo y una vena. 

Los vasos se encuentran rodeados de una matriz rica en proteoglicanos conocida como 

gelatina de Wharton (Figura 3). La longitud del cordón umbilical aumenta conforme 

aumenta la edad gestacional para ser al final de la gestación de entre 55 a 60 cm. 

Patologías y complicaciones de la gestación pueden afectar la longitud y morfología 

del cordón umbilical. Los vasos umbilicales no emiten ramas en su trayectoria. (Naeye, 

1985) Estas características representan  ventajas  para desarrollar injertos vasculares a 

partir de ellos.  

 

Además, son fáciles de obtener, tienen un diámetro adecuado para ser utilizados como 

injertos de pequeño diámetro y no presentan ramificaciones. (Gui et al., 2009; 

Hoenicka et al., 2007; Vázquez-Blanco et al., 2011) 
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Figura 3. Histología normal del cordón umbilical. Vena umbilical (A) y arterias 

umbilicales (B), gelatina de Wharton (C). 

 

1.5.1 Arterias umbilicales 

Las arterias umbilicales tienen un lumen/luz irregular y se observa colapsada en cortes 

transversales. No cuentan con lámina elástica interna ni externa claramente definidas. 

En su túnica media se observan dos capas de células musculares lisas, una en sentido 

longitudinal y otra circunferencial. (Vázquez-Blanco et al., 2011)  

 

Durante el período fetal forma parte del sistema circulatorio umbilical entre la madre 

y el hijo, y se encargan del transporte de la sangre desoxigenada desde el feto hacia la 

madre. Después del nacimiento se interrumpe la circulación umbilical y la arteria 

correspondiente se transforma en un cordón fibroso. 

 

1.5.2 Vena umbilical 

Las venas umbilicales tienen un lumen/luz con forma circular o triangular. Este se 

mantiene permeable en cortes transversales. La túnica íntima es más delgada al 

compararla con las arterias umbilicales. Se pueden distinguir segmentos de la lámina 

elástica interna de manera irregular. La túnica media presenta dos o tres capas de 

A 

B 

B 

C 
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células musculares con mucopolisacáridos entre ellas. No tienen una clara 

organización celular en sentido longitudinal o circunferencial, a diferencia de las 

arterias umbilicales. Su función en el período fetal es del transporte de sangre 

oxigenada desde la madre al producto.  

 

1.5.3 Obtención y almacenamiento de vasos umbilicales 

Durante el proceso de disección se puede alterar el grosor de la pared vascular y por 

tanto las propiedades biomecánicas del vaso. Se han descrito dos formas de obtención 

de los vasos sanguíneos: disección manual y automatizada. La principal diferencia 

entre ambas es que la disección automatizada mantiene el grosor uniforme de la pared 

vascular, lo que no afecta su comportamiento biomecánico. (Rodriguez, et al., 2012) 

Por lo tanto, la disección automatizada es un método que ayuda a mantener las 

características morfológicas y biomecánicas. 

 

Otra variable importante es el almacenamiento de las arterias. Es común congelarlas 

para conservarlas o para procesarlas posteriormente. Sin embargo, este proceso puede 

alterar la morfología de las arterias. Tuan-Mu et al. (2014) realizaron un estudio 

comparativo en el que determinaron los efectos de la congelación. (Tuan-Mu et al., 

2014) Se evaluó  la congelación en arterias umbilicales “frescas” vs arterias que se 

descelularizaron posteriormente con SDS al 1%. Encontraron que la congelación 

reduce la cantidad de los glucosaminoglucanos y crea poros en el vaso. Además, el 

perfil mecánico se deteriora. Sumado a esto, la descelularización se vuelve menos 

eficiente. No se consiguió eliminar a las células por completo en estos casos. También 

se potenció el daño a la matriz extracelular y a la biomecánica. Hacen falta más 

estudios de este tipo.  
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Sería relevante analizar agentes crioprotectores, ya que no se encontró en la literatura 

algún estudio donde se evaluará su uso en vasos umbilicales. Sin embargo, está 

reportado que las arterias femorales humanas criopreservadas tienen un desempeño 

biomecánico que no difiere significativamente con el de las arterias no congeladas. 

(Lomas et al., 2013) La evidencia existente sugiere utilizar andamios que tengan un 

grosor de pared uniforme y no congelar las arterias previo a la descelularización. 

 

De la misma manera que con las arterias umbilicales, las venas umbilicales pueden ser 

obtenidas por disección manual o automatizada. La disección automatizada es 

preferida por muchos autores ya que se obtienen venas con morfología adecuada y 

perfil biomecánico superior. (Daniel et al., 2005; Goktas et al., 2014) Sin embargo 

para realizar la disección automatiza, es necesario congelar la vena umbilical. El 

proceso de congelación puede alterar el perfil mecánico y la respuesta a estímulos 

farmacológicos. (Hoenicka et al., 2007) Hacen falta más estudios que analicen los 

efectos de la congelación. 

 

Otra variable estudiada es la manera de aplicar las soluciones para descelularizar. Están 

descritas dos formas: la manera clásica y sistemas de perfusión. La manera clásica 

consiste en mezclar la solución de descelularización con los segmentos venosos y dejar 

en agitación. Con el sistema de perfusión, en cambio, las soluciones se hacen circular 

constantemente a través de las venas. Montoya et al. (2009) encontraron que un 

sistema de perfusión es más eficiente para remover células y se obtienen venas con 

perfil mecánico superior, comparado con la manera clásica. También está reportado 

que la capacidad de adhesión y división celular es significativamente mejor. (Tosun et 
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al., 2011) Sin embargo, con el sistema de perfusión puede dañarse la membrana basal. 

Por otro lado, con el método clásico se conserva más lisa y regular.  

 

La evidencia existente sugiere utilizar un sistema de perfusión para aplicar las 

soluciones de descelularización. Sin embargo, deben de descartarse  alteraciones en la 

membrana basal.  
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CAPÍTULO 2 

ANTECEDENTES 

 

2.1 Descelularización de vasos de diverso origen. 

Rosenberg et al. fueron los primeros en proponer el uso de una matriz extracelular 

desprovista de material celular como un injerto vascular. (Rosenberg et al., 1966) En 

sus estudios utilizaron arterias carótidas bovinas tratadas con digestión enzimática. Se 

probó y estandarizo la técnica en modelos animales y posteriormente se utilizó en un 

ensayo clínico en humanos. Se probó en 17 pacientes con enfermedad arterial 

periférica avanzada donde se utilizaron como bypass iliacos y femoropoplíteos. Se 

encontró que 2 injertos fallaron de manera inmediata, otros dos fallaron a los 2 meses 

y medio y a los 7 meses, respectivamente. 8 injertos más fueron seguidos por 28 meses 

y uno falló. 

 

Schaner et al. evaluaron la técnica de descelularización en venas safenas mayores 

humanas con un protocolo de sodio dodecilsulfato (SDS). (Schaner et al., 2004) Su 

objetivo fue analizar si era posible utilizar las venas descelularizadas como un andamio 

vascular. Se evaluaron el colágeno, la elastina, la presión de ruptura y el soporte de la 

sutura. Se desarrolló un modelo canino in vivo donde se descelularizó la vena yugular 

del animal y se implanto como un injerto carotideo de interposición. Se comprobó que 

el protocolo de descelularización fue eficaz para remover los componentes celulares y 

nucleares. La matriz extracelular conservó su estructura tridimensional. El colágeno 

permaneció sin cambios y la elastina presentó una disminución significativa. No 

existieron diferencias significativas en la presión de ruptura ni en la fuerza de la sutura. 
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El modelo canino se siguió por dos semanas mostrándose permeabilidad del injerto sin 

presencia de dilatación, complicaciones aneurismáticas ni ruptura. 

 

En otro estudio, se utilizó un protocolo de sodio dodecilsulfato (SDS) para 

descelularizar arterias femorales humanas. (Wilshaw et al., 2012) Se evaluó la 

morfología de la pared, se cuantifico la celularidad, presencia de colágeno y elastina y 

se realizaron estudios de citotoxicidad. Se analizaron además la biomecánica de los 

vasos. Se demostró que el protocolo fue efectivo para remover el material celular y 

contenido nuclear, respetando los componentes de la matriz extracelular con excepción 

del colágeno IV. Los resultados de los experimentos de citotoxicidad demostraron que 

los vasos descelularizados no provocan toxicidad. En los estudios biomecánicos no se 

encontraron diferencias significativas en los parámetros evaluados. 

 

Se sabe que muchos de los genes que codifican componentes de la MEC como los 

colágenos y las lamininas se originaron muy temprano en la evolución del reino animal 

y se han conservado a través de las especies. (Hynes, 2012). Esto genera la posibilidad 

de utilizar injertos descelularizados obtenidos de otras especies (xenoinjertos). Se han 

estudiado las propiedades histológicas y biomecánicas de los xenoinjertos 

descelularizados.  

 

Sylvain et al. analizaron la presión de ruptura, compliancia, propiedades elásticas, 

grosor de la pared arterial, diámetro transversal de la arteria, e histología de arterias 

carótidas porcinas izquierdas, descelularizadas con un protocolo a base de Tritón X100 

y sodio dodecilsulfato. (Sylvain et al., 2011) Se encontró que tras el protocolo de 

descelularización las arterias sufrieron una disminución en su grosor y su diámetro 
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transversal, la presión máxima antes de la ruptura disminuyó, la compliancia sufrió 

cambios en su comportamiento y existieron cambios en las propiedades elásticas. Los 

autores concluyen que a pesar de los cambios demostrados las arterias descelularizadas 

muestran ventajas biomecánicas en materia de compliancia comparadas con las 

prótesis vasculares, además de mostrar presiones de rupturas equiparables con los 

vasos creados de novo. 

 

Xiong et al. analizaron el efecto de la descelularización y posterior recelularización de 

arterias safenas de cerdos en un modelo in vivo en conejos. (Xiong et al., 2013) En su 

estudio se utilizó un protocolo de descelularización que utilizó Triton X-100/NH4OH 

y suero humano. Posteriormente se recelularizaron las arterias con células endoteliales 

de la arteria pulmonar del cerdo. Se analizó la composición bioquímica y la 

biomecánica de las arterias. Se encontró que el protocolo de descelularización que 

utilizaron efectivamente removió todo el material celular y nuclear; el colágeno se 

conservó sin cambios significativos y la elastina disminuyó. La presión de ruptura 

disminuyó pero aún mantuvo un margen 10 veces superior al de las presiones 

fisiológicas. En las propiedades biomecánicas se encontró que la compliancia cambió 

su comportamiento normal. Tras la recelularización, se observó que las células 

endoteliales formaron una mono-capa en la porción luminar del injerto. El índice de 

patencia a 1 y 3 meses fue de 60% y 50%, respectivamente. El fallo de los injertos fue 

causado por trombosis en los sitios distales de sutura, sin observarse datos de 

hiperplasia de la íntima o disminución de la luz del injerto. 
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2.2 Descelularización de arterias umbilicales 

Las arterias umbilicales se han estudiado en el pasado con fines de reconstrucción 

microvascular. (Hwa-Shain, Keller, Brackett, Frank, & Tew, 1984) Recientemente se 

ha estudiado la posibilidad de utilizar arterias umbilicales humanas descelularizadas 

como injertos vasculares.  

 

Los detergentes sodio dodecilsulfato (SDS) y 3-[(3-

cholamidopropyl)dimethylammonio]-1-propanesulfonate (CHAPS), son los dos 

agentes más utilizados para descelularizar arterias umbilicales. 

 

2.2.1 Remoción de células y material nuclear 

Esta reportado que el SDS al 1% es eficaz para descelularizar arterias umbilicales. 

(Rodriguez et al., 2012; Tuan-Mu et al., 2014) Por otro lado, Gui et al., encontraron  

que al utilizar de forma conjunta  SDS + CHAPS persiste material celular. (Gui et al., 

2009) Al agregar a esta técnica medio de crecimiento de células endoteliales (EGM-2)  

se eliminó por completo el material celular. El efecto del EGM-2 es producido por 

nucleasas que contiene y que potencian la descelularización. (Gui et al., 2010) En un 

estudio similar donde se utilizó SDS + CHAPS se consiguió la descelularización 

completa.(Mallis et al., 2014) Sin embargo, en su técnica de descelularización 

incluyen suero bovino fetal, el que gracias a su contenido de nucleasas pudiera 

contribuir en la misma medida que el EGM-2. 

 

Por lo tanto, el SDS logra descelularizar arterias umbilicales humanas. Las nucleasas 

ayudan a eliminar completamente el material nuclear y es recomendable incluirlas. 
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2.2.2 Matriz extracelular 

Los principales componentes estudiados en la MEC de un vaso descelularizado son el 

colágeno y la elastina. Estos pueden ser alterados por el agente elegido para la técnica 

de descelularización. El SDS al 1% puede alterar la estructura y cantidad de fibras de 

colágeno. (Tuan-Mu et al., 2014) Sin embargo, está reportado que la combinación de 

SDS + CHAPS no afecta al colágeno tipo I [36] ni al tipo IV. (Gui et al., 2009) No se 

encontró más información con respecto a subtipos de colágeno en la literatura 

evaluada. Sin embargo, Wilshaw et al. (Wilshaw et al., 2012) encontraron pérdidas del 

colágeno tipo IV al descelularizar con SDS arterias femorales humanas. 

 

De la misma forma se ha encontrado disminución de la elastina al descelularizar con 

SDS + CHAPS.(Gui et al., 2009) Sin embargo, Mallis et al., señalan que se conserva 

al utilizar un protocolo de descelularización similar.(Mallis et al., 2014) En ningún 

caso se evaluó cuantitativamente/objetivamente este componente y no puede 

establecerse la magnitud del daño. 

 

La descelularización de arterias umbilicales con SDS afecta al colágeno. Hacen falta 

más estudios para definir la magnitud del daño en la estructura y cantidad de los 

diferentes subtipos de colágeno. Las diferencias que se reportan entre los estudios 

pueden deberse a la concentración del agente utilizado para descelularizar, el tiempo 

de exposición al mismo o a diferencias intrínsecas del vaso sanguíneo. Respecto a la 

elastina, no existe suficiente información para asegurar su integridad tras la 

descelularización. 
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2.2.3 Perfil mecánico 

Las capacidades biomecánicas son una característica fundamental de los vasos 

descelularizados. Está descrito que las arterias umbilicales descelularizadas tienen un 

comportamiento mecánico similar a las arterias frescas. (Gui et al., 2009; Rodriguez 

et al., 2012) También hay reportes de alteraciones significativas en las curvas de 

tensión-deformación y compliancia.(Tuan-Mu et al., 2014) Estos cambios son en parte 

causados por la falta de las células musculares. Se cree que también pueden deberse a 

daño de proteínas de la MEC como la elastina y el colágeno. 

 

En las pruebas de presión máxima de ruptura los resultados reportados son variados. 

La presión normal a la que están expuestas las arterias umbilicales in vivo es de cerca 

de 70 mmHg. Esto es importante porque al utilizarlas como injertos en presiones 

distintas pudiera encontrarse alterado su desempeño. (Stehbens, et al., 2005) Gui et 

al., no identificaron diferencias significativas entre arterias frescas vs descelularizadas. 

Se encontró una presión máxima de ruptura de 969.66 ± 154.42 mmHg en las arterias 

frescas y de 840.37 ± 114.67 mmHg en las arterias descelularizadas. (Gui et al., 2009) 

Maritza et al. reportan hallazgos similares (Rodriguez et al., 2012) Por otro lado, Tuan-

mu et al., señalan que si existen diferencias significativas en la presión de ruptura al 

descelularizar las arterias con SDS. (Tuan-Mu et al., 2014) Aun así, las arterias 

descelularizadas  soportaron  presiones  más  elevadas  que  la  presión  fisiológica 

normal.  

 

La compliancia fue encontrada sin cambios significativos en el estudio de Gui et al. 

(Gui et al., 2009) Por otro lado, Tuan-mu et al., reportan resultados contrarios. (Tuan-

Mu et al., 2014) El grosor de la pared arterial es un factor determinante en la 
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compliancia, con valores que disminuyen conforme es mayor el grosor de la pared 

arterial. (Rodriguez et al., 2012) 

 

En modelos animales, se encontró que la arterial umbilical descelularizada cambia su 

diámetro luminal de 1.5 mm inicialmente a 4.5 mm al ser implantada. (Gui et al., 2009) 

Esto se asoció con una incidencia alta de trombosis en el sitio de anastomosis proximal. 

El aumento en el diámetro puede deberse a la diferencia de presión respecto a la que 

normalmente está expuesta la arteria.  Esta diferencia de presiones puede condicionar 

un cambio de flujo que desencadene la trombosis. 

 

La evidencia existente indica que las arterias descelularizadas son capaces de soportar 

presiones fisiológicas con un amplio margen de seguridad. Esto permitiría, en 

principio, utilizarlas en la práctica clínica. Sin embrago, existen reportes de 

alteraciones en la compliancia y cambios en el diámetro con remodelación del vaso. 

Hacen falta estudios donde se evalúen estos parámetros. 

 

2.3 Descelularización de venas umbilicales 

Las venas umbilicales humanas han sido estudiadas extensamente como alternativas 

para procedimientos de revascularización. (Johnson & Lee, 2000; Klinkert et al., 2004; 

Neufang et al., 2007) Diversas técnicas de descelularización han sido probadas en las 

venas umbilicales, entre los que destacan los que utilizan soluciones hipertónicas, los 

detergentes SDS y Tritón, y solventes como el Etanol (Tabla 1 ). 
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Tabla 1. Diferentes agentes utilizados para descelularizar venas umbilicales. 

Autor Agente Concentración Efectividad 

Goktas et al., 2013 NaCl 2M por 24h ✓ 

Mangold et al., 2012 NaCl 3M por 2h X 

Uzarski et al., 2012 SDS 1% por 24h ✓ 

Van de Walle et al., 2015 SDS 1% por 24h ✓ 

Goktas et al., 2013 Tritón X-100 1% por 24h ✓ 

Uzarski et al., 2012 Tritón X-100 1% por 24h ✓ 

Mangold et al., 2012 
Tritón X-100 + SDS + 

IGEPAL-CA630 
0.05%* por 48h X 

Mangold et al., 2012 Etanol 4%+ X 

Uzarski et al., 2012 
Etanol + H2O + 

acetona 
60:20:20$ por 24h ✓ 

Mangold et al., 2012 
Etanol + H2O + 

acetona 
60:20:20$ por 24h ✓ 

Van de Walle et al., 2015 
Etanol + H2O + 

acetona 
60:20:20$ por 24h ✓ 

Daniel et al., 2015 SDS + Etanol 1%, 75% X 

El símbolo ✓ indica que la técnica fue efectiva para remover el material celular y nuclear. La 

X indica que la técnica no fue efectiva. NaCl: Cloruro de sodio; SDS: sodio dodecilsulfato; 

IGEPAL: octylphenoxypolyethoxyethanol; H2O: agua desionizada. 2M: concentración 2 

molar; 3M: concentración 3 molar. * La concentración de cada uno de los detergentes fue de 

0.05%. + No se especificó el tiempo. $ Relación de la solución: 60% etanol, 20% agua 

desionizada y 20% acetona. 

 

2.3.1 Remoción de células y material nuclear 

Está reportado que con soluciones de cloruro de sodio (NaCl) hipertónicas es posible 

lograr la descelularización. El tiempo que se aplica y la concentración de la solución 

de NaCl varían entre los estudios. Es importante considerar estos factores ya que 

determinan la efectividad de la descelularización.  
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Otro método que ha sido probado es el que incluye detergentes como el SDS y el tritón 

X-100. El detergente SDS es eficiente para remover el material celular. (Uzarski et al., 

2013; Van de Walle et al., 2015) Daniel et al., (2005) también utilizaron un protocolo 

con SDS al 1%, pero  agregaron en el proceso etanol al 75%. Reportan que con este 

método aún se aprecian residuos celulares. En estudios que utilizan el detergente tritón 

X-100 a concentración del 1 % se encontró que este detergente es eficiente para 

remover células y material nuclear. (Goktas et al., 2014; Uzarski et al., 2013)  También 

se han probado métodos en los que se combinan distintos detergentes.(Mangold et al., 

2015) Con la combinación de detergentes no fue posible eliminar por completo las 

células.  

 

Por otro lado, se ha intentado descelularizar con etanol como único agente. (Mangold 

et al., 2015) Este método no es suficiente ya que se observan restos celulares 

remanentes.  Al agregar acetona al protocolo se alcanzó la descelularización completa. 

Otros métodos, como la deshidratación con gas (Hoenicka et al., 2013) han sido 

probados. Es una alternativa viable para eliminar la capa endotelial, pero no elimina 

las células del resto de la pared vascular. 

 

Por lo anterior se concluye que de acuerdo a la evidencia analizada los métodos que 

utilizan detergentes son los más efectivos y con los que se cuenta con mayor 

experiencia. 
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2.3.2 Matriz extracelular 

Mangold et al.. reportan que el tratamiento con soluciones hipertónicas no produce 

cambios significativos en la MEC. (Mangold et al., 2015) Sin embargo, al agregar 

nucleasas al proceso, se encontró una alteración importante de colágeno, elastina, 

laminina y fibronectina. En otro estudio (Uzarski et al., 2013) encontraron que las 

soluciones hipertónicas provocan disrupciones en la membrana basal de 5 a 10 

micrómetros de ancho. Por otro lado, Goktas et al., no reportan alteraciones al utilizar 

la misma solución. (Goktas et al., 2014) Sin embargo, encontraron que estas soluciones 

remueven GAGs de forma importante. 

 

Con respecto a los detergentes, hay reportes controversiales. Un estudio encontró que 

el detergente SDS no provoca daños significativos en la membrana basal. (Mangold et 

al., 2015) En cambio, otros autores reportan que el tratamiento con este detergente 

produce disrupciones parciales en la membrana basal. 

 

El detergente tritón X-100 es agresivo con la membrana basal, produciendo 

disrupciones de la misma. (Uzarski et al., 2013) Además, es el agente con mayor  

capacidad para remover GAGs y fosfolípidos.(Goktas et al., 2014)  

 

Si se combinan detergentes es mayor el daño a los componentes de la MEC. Mangold 

y et al., encontraron que al combinar SDS con Tritón e IGEPAL-CA630, se afecta de 

manera importante el colágeno, elastina, laminina y fibronectina. (Mangold et al., 

2015) 
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Por otro lado, la descelularización con etanol al 4% afecta en menor medida los 

componentes de la MEC. (Hoenicka et al., 2013) Sin embargo, no queda claro si existe 

daño significativo. 

 

Hacen falta estudios que analicen de manera específica el colágeno I, IV, y elastina. 

La evidencia indica que el tritón X-100 es más agresivo que el resto de los agentes y 

no es recomendable hacer combinaciones de detergentes. Las soluciones 

hiperosmolares pueden producir disrupciones en la membrana basal. No es claro el 

efecto producido por los solventes. 

 

2.3.3 Perfil mecánico 

El método de disección y el agente utilizado para la descelularización pueden alterar 

el perfil mecánico de las venas umbilicales. 

 

Daniels et al. (Goktas et al., 2014), encontraron que las venas disecadas de forma 

automatizada soportan mayor presión antes de la ruptura que aquellas disecadas 

manualmente (1,082 ± 113.4 mmHg vs. 699.2 ± 399.1 mmHg, p = 0.001) y tienen 

mejor retención de sutura  (2.03 ± 0.13 N vs 1.68 ± 0.52 N).(Daniel et al., 2005)  Sin 

embargo, la presión máxima de ruptura disminuyó al descelularizar las venas. Por otro 

lado, no alteró negativamente la compliancia, ni la retención de la sutura. 

 

La fuerza de las venas y su elasticidad varían dependiendo del agente utilizado. La 

“ultimate failure force” de las venas umbilicales reportada es de 2.39 ± 0.42 N. La 

descelularización con solución hipertónica o con solventes no altera significativamente 
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este parámetro. Sin embargo, cuando se utilizan los detergentes se observa un aumento 

significativo. (Mangold et al., 2015) 

 

Dentro del rango fisiológico (80 - 120 mmHg), el módulo elástico de las venas 

descelularizadas es menor que el de las venas fijadas con glutaraldehído (SDS 210 ± 

6 kPa vs. Glu 240 ± 12 kPa; p <.001 and p = 0.033 respectivamente). Los segmentos 

decelularizados con SDS alcanzan valores significativamente mayores que aquellos 

tratados con etanol + acetona. (Van de Walle et al., 2015) 

 

Por otro lado, si sólo se remueve el endotelio mediante deshidratación por gas o con 

soluciones hipotónicas no se afecta la fuerza tensil. (Hoenicka et al., 2013) Esto es 

posible que sea debido a que el resto de células permanecen en el vaso. 
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CAPÍTULO 3 

 

PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA 
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CAPÍTULO 3 

PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA 

 

Existe una necesidad de injertos vasculares de pequeño diámetro. Las enfermedades 

cardiovasculares son un grave problema de salud pública que genera altos costos y la 

revascularización es el procedimiento invasivo que más se realiza asociado a estas 

enfermedades. 

 

Los injertos autólogos se mantienen como la mejor opción, pero en ocasiones no es 

posible utilizarlos. Además, su uso implica un aumento de morbilidad y eleva el tiempo 

y costo de hospitalización.  

 

La técnica de descelularización es una opción para proporcionar injertos vasculares de 

pequeño diámetro. Sin embargo, no existe consenso sobre cual método de 

descelularización es más eficaz para vasos sanguíneos humanos.   
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CAPÍTULO 4 

 

JUSTIFICACIÓN  
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CAPÍTULO 4 

JUSTIFICACIÓN 

 

La creación de vasos sanguíneos por ingeniería tisular representa una alternativa para 

solucionar la necesidad de injertos vasculares.  

 

La técnica de descelularización es un método eficaz para obtener conductos vasculares 

que pueden ser utilizados posteriormente como injertos. Sin embargo, no es claro cuál 

protocolo es el mejor para arterias umbilicales. 

 

En nuestra Facultad de Medicina y Hospital Universitario “Dr. José Eleuterio 

González” existe un Banco de Huesos y Tejidos, lo que facilitaría la obtención, 

conservación y distribución de injertos vasculares y genera la posibilidad de 

proporcionar el material para su implementación en la práctica clínica. 
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CAPÍTULO 5 

 

ORIGINALIDAD  
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CAPITULO 5 

ORIGINALIDAD 

 

Se utilizaron las arterias umbilicales para determinar el mejor método de 

descelularización de vasos de pequeño calibre. Estas arterias son un recurso poco 

explorado y de fácil disponibilidad por ser considerado un tejido de desecho.  

 

Además, existe información limitada sobre los efectos de la descelularización en estos 

vasos. 

 

No hay un estudio que utilice los dos protocolos con los que se cuenta con mayor 

experiencia en la literatura, que son los detergentes sodio dodecilsulfato (SDS) y Tritón 

X-100. Nosotros comparamos las dos técnicas utilizando las concentraciones de 0.1% 

y 1% para el SDS y de 1% para el Tritón con el fin de determinar cuál técnica es la 

más óptima para descelularizar arterias umbilicales humanas.  
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CAPÍTULO 6 

 

HIPÓTESIS  
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CAPÍTULO 6 

HIPÓTESIS 

 

1.- El protocolo de descelularización con SDS tendrá mayor efectividad que el de 

Tritón X-100 en eliminar el material celular de arterias humanas de pequeño calibre. 

 

2.-La matriz extracelular de arterias humanas de pequeño diámetro sufrirá menos 

daños con el protocolo de descelularización de SDS en comparación con el protocolo 

de Tritón X-100.  
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CAPÍTULO 7 

 

OBJETIVOS 

 

7.1 Objetivo general 

7.2 Objetivos específicos 
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CAPÍTULO 7 

OBJETIVOS 

 

7.1 Objetivo general 

Analizar la efectividad de dos métodos de descelularización para arterias umbilicales. 

 

7.2 Objetivos específicos 

a) Obtener muestras de arterias umbilicales. 

b) Evaluar las características morfológicas de las arterias umbilicales.  

c) Demostrar el efecto de la descelularización de las arterias umbilicales mediante 

los protocolos de sodio dodecilsulfato (SDS) y Tritón X-100. 

d) Evaluar y comparar las características morfológicas de los conductos 

vasculares descelularizados.  
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CAPÍTULO 8 

 

MATERIAL Y MÉTODOS 

 

8.1 Tipo de estudio 

8.2 Diseño de estudio 

8.3 Consideraciones éticas 

8.4 Características y criterios de la población 

8.4.1 Criterios de inclusión 

8.4.2 Criterios de exclusión 

8.4.3 Criterios de eliminación 

8.5 Tamaño de la muestra 

8.6 Lugar de referencia 

8.7 Obtención de arterias umbilicales 

8.8 Caracterización morfológica de los segmentos arteriales 

8.8.1 Técnica histológica 

8.8.2 Tinciones 

a) Hematoxilina y Eosina 

b) Tricrómico de Masson 

c) Método de Verhoeff + Tricrómico de Van Gieson 

d) Tinción de Ácido Peryódico de Schiff (PAS) 

e) Tinción de DAPI  

f) Inmunohistoquímica para colágeno I y IV 

  g) Inmunohistoquímica para presencia de laminina  
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8.9 Descelularización de arterias umbilicales 

8.10 Análisis morfológico 

8.11 Evaluación morfométrica 

8.12 Análisis estadístico 
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CAPÍTULO 8 

MATERIAL Y MÉTODOS 

 

8.1 Tipo de estudio 

Experimental 

 

8.2 Diseño de estudio 

Transversal y comparativo 

 

8.3 Consideraciones éticas 

El protocolo de investigación fue sometido y aprobado por el comité de ética e 

investigación de la Facultad de Medicina y Hospital Universitario “Dr. José Eleuterio 

González” con la clave de aprobación AH15-006.  

Los cordones umbilicales fueron obtenidos de forma anónima y no se recolectó ningún 

tipo de información de la paciente o el producto.  

 

8.4 Características y criterios de la población 

Se disecaron 14 arterias umbilicales obtenidas de 7 cordones umbilicales obtenidos del 

servicio de obstetricia del Hospital Universitario Dr. José Eleuterio González. Se 

utilizó técnica de microdisección manual llevada a cabo en el laboratorio de anatomía 

macroscópica del Departamento de Anatomía Humana de la Facultad de Medicina de 

la UANL.  
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8.4.1 Criterios de inclusión 

Se incluyeron arterias umbilicales procedentes de cordones umbilicales de embarazos 

normoevolutivos, sin complicación alguna en la madre o el producto durante la 

gestación o el parto y con una edad gestacional de término (37-42 semanas de 

gestación contadas desde la fecha de última menstruación).  

 

8.4.2 Criterios de exclusión 

Se excluyeron los cordones umbilicales si se encontraba alguna alteración estructural 

en la placenta o cordón umbilical o si requería estudio patológico adicional de la pieza. 

 

8.4.3 Criterios de eliminación 

Se eliminaron las arterias que se lesionaron durante el proceso de disección del cordón 

umbilical o cuando se cometiera algún error en el procesamiento de descelularización 

o de técnica histológica. 

 

8.5 Tamaño de la muestra 

Se obtuvieron 14 arterias umbilicales. El método de muestreo fue por conveniencia.  

 

8.6 Lugar de referencia 

El presente estudio se llevó a cabo en el Laboratorio de Anatomía Macroscópica 

(LAM) “Dr. med. Ramiro Montemayor Martínez” del Departamento de Anatomía 

Humana de la Facultad de Medicina de la Universidad Autónoma de Nuevo León 

(UANL) en conjunto con el Laboratorio de Histología y el Servicio de Obstetricia del 

Hospital Universitario Dr. José Eleuterio González de la misma institución educativa.  
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8.7 Obtención de arterias umbilicales 

Los cordones umbilicales fueron obtenidos en el servicio de Obstetricia del Hospital 

Dr. José Eleuterio González de la Facultad de Medicina de la UANL y transportados 

de inmediato al Laboratorio de Anatomía Macroscópica para ser procesados sin 

exceder 24 horas en almacenamiento. Se utilizó técnica de disección manual para 

remover la gelatina de Wharton que rodea a las arterias y éstas fueron separadas de la 

vena umbilical y obtenidas en toda su longitud (20 a 30 cm). Una vez separadas, las 

arterias se dividían en 4 segmentos de aproximadamente 5 centímetros y luego se 

almacenaron tres de ellos en PBS (pH 7.4) a 4° centígrados para procesamiento 

posterior y el segmento restante fue almacenado en paraformaldehído (PFH) al 4% 

para ser utilizado como grupo control (Figuras 4, 5 y 6).  

 

 

 

Figura 4. Cordón umbilical antes de la disección. Se visualiza un cordón umbilical 

integro para su disección sobre un disco Petri de vidrio. 
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Figura 5. Arterias umbilicales disecadas en toda su longitud. Se visualizan 2 

arterias umbilicales, con su patrón tortuoso posterior a retirar la gelatina de Wharton.  

 

 

Figura 6. Separación de los segmentos arteriales en grupos. Las arterias son 

seccionadas y colocados en tubos Eppendorf para su almacenamiento y procesamiento.  
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8.8 Caracterización morfológica de los segmentos arteriales 

8.8.1 Técnica histológica 

Fijación. Este proceso implica la detención de los procesos de autolisis que se llevan 

a cabo mediante las enzimas hidrolíticas del tejido obtenido durante la toma de la 

muestra, además de detener la autolisis. El fijador utilizado es uno de los más comunes, 

el formaldehído, el cual se utiliza en diluciones variadas y en combinación con otras 

sustancias químicas y amortiguadores. Este preserva la estructura general de la célula 

y de los componentes extracelulares al reaccionar con los grupos amino de las 

proteínas (con mucha frecuencia forma enlaces cruzados entre residuos de lisina, 

arginina e histidina). Tiene la ventaja de no alterar significativamente la estructura 

tridimensional de las proteínas, por lo que estas conservan su capacidad de reaccionar 

con anticuerpos específicos, esta propiedad es vital para las tinciones de 

inmunohistoquímica, este compuesto es un mal fijador de membranas, debido a que 

no reacciona con los lípidos.  

 

Inclusión. Se utiliza un centro de inclusión. Una vez fijado el tejido, adquiere cierta 

consistencia, pero no la necesaria para efectuar cortes de 5-10 micras de espesor, por 

lo que es necesario una infiltración con un medio que provea cierta dureza ante el filo 

de una navaja. Estos medios son conocidos como medios de inclusión, y tienen la 

propiedad de incorporarse e infiltrarse al interior de las células y tejidos con la 

finalidad de servirles de soporte.  

 

Se realiza un proceso de deshidratación, por el cual se elimina toda el agua junto con 

el medio fijador utilizado. Este paso es vital para que el medio de inclusión actué de 
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forma adecuada y alcance la dureza requerida. Para esto, se utilizan líquidos 

deshidratadores en los cuales se sumergen las muestras. Debido a que utilizamos 

parafina como medio de inclusión, las muestras se deben deshidratar en baños 

sucesivos de concentraciones crecientes de alcohol etílico. Para nuestras muestras, los 

siguientes pasos deben realizarse: 

 1.- Alcohol etílico al 70% 12 horas 

 2.- Alcohol etílico al 70% 12 horas 

 3.- Alcohol etílico al 95% 1 hora 

 4.- Alcohol etílico al 95% 1 hora 

 5.- Alcohol etílico al 100% 1 hora 

 6.- Alcohol etílico al 100% 1 hora 

 

Después de que las muestras se hayan deshidratado completamente, continúa la 

aclaración, por el cual cambia el alcohol por un medio donde sea soluble la parafina y 

que su vez sea soluble en alcohol. Se utiliza el xilol por su accesibilidad y seguridad, 

sumergiendo las muestras por un periodo de 2 horas.  

 

Para la inclusión se utiliza la parafina (hidrocarburos saturados provenientes de la 

destilación de petróleo) la cual es sólida a temperatura ambiente y hierve a los 300º C, 

emitiendo vapores inflamables. La penetración de la parafina al interior de los tejidos 

se efectúa cuando está en su estado líquido, que se obtiene manteniendo la parafina en 

una estufa de inclusión con temperatura 2 - 4º C por encima de temperatura ambiente. 

La parafina se coloca en 3 recipientes y se pasan los tejidos por estos para asegurar 

una infiltración óptima. Para nuestras muestras, se recomiendan los siguientes 

tiempos:  
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 1.- Primer baño de parafina 1 – 1.5 horas  

 2.- Segundo baño de parafina 1 – 1.5 horas 

 3.- Tercer baño de parafina 1 – 1.5 horas 

 

La formación de bloques se efectúa empleando moldes (metálicos o de plástico) en el 

cual se coloca la muestra de tejido, orientada correctamente para facilitar la obtención 

de los cortes. El molde se llena con parafina cliente y utilizando una pinza se orienta 

el tejido dentro del molde, mientras la parafina empieza a solidificarse. Los moldes 

son enfriados en una plancha de congelación para formar bloques de parafina listo para 

su uso.  

 

Microtomía. El proceso de microtomía se lleva a cabo utilizando un micrótomo para 

obtener cortes de 4-10 micras del bloque de parafina con el tejido. Esto permite que 

observar los tejidos mediante microscopia una vez que se aplique la técnica deseada 

para el estudio de los tejidos. El micrótomo tiene varios sistemas para asegurar y 

controlar la posición del bloque de tejido, asegurar y controlar la navaja, control del 

movimiento de la pieza con la navaja para asegurar el grosor y uniformidad deseada 

del corte. El micrótomo utilizado es tipo Minot, el cual mediante una manivela circular 

(volante), desplaza de arriba hacia abajo y viceversa el bloque de parafina frente al filo 

de la navaja.  

 

Los cortes del bloque de parafina son levantadas y desplegadas en un baño de flotación 

a 37º C, del cual se recogen con una laminilla silanizada para su montaje y posterior 

coloración.  

 



51 

8.8.2 Tinciones 

a) Hematoxilina y Eosina.  

La tinción de Hematoxilina y Eosina (HyE) es la comúnmente usada en tinciones 

histológicas. Su popularidad se basa en su simplicidad comparativa y capacidad de 

demostrar claramente un enorme número y arreglo de diferentes estructuras de tejidos, 

dándole una alta capacidad de contraste entre los componentes nucleares y 

citoplasmáticos.  

 

El procedimiento para la tinción de HyE es el siguiente: 

1.- Desparafinar los cortes en la estufa por 15-20 min 

 2.- Re-hidratar los cortes mediante la siguiente: 

   2.1.- Xilol    5 min 

   2.2.- Etanol-Xilol   5 min 

   2.3.- Etanol Absoluto  2 min 

   2.4.- Etanol al 96%  2 min 

   2.5.- Agua Destilada  en enjuague lento 

 3.- Colocar los cortes en la Hematoxilina por 2 min 

 4.- Realizar 2 lavados de enjuague lento con agua de la llave 

 5.- Hacer 1 inmersión rápida en el alcohol ácido 

 6.- Realizar 2 lavados de enjuague lento con agua de la llave 

 7.- Proceder a hacer 2 inmersiones rápidas en el agua amoniacal 

 8.- Lavar los cortes en un enjuague lento con agua de la llave 

 9.- Posteriormente, lavarlos con agua destilada 

 10.- Realizar 6 inmersiones de los cortes en la Eosina 

 11.- Deshidratar los cortes de la siguiente manera: 
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  11.1.- Etanol 96%  1 min 

  11.2.- Etanol 96%  2 min 

  11.3.- Etanol Absoluto 2 min 

  11.4.- Etanol Absoluto 2 min 

  11.5.- Etanol-Xilol  3 min 

  11.6.- Xilol Puro  2 min 

  11.7.- Xilol   3 min 

 12.- Montaje en resina sintética o entallan. 

 

La hematoxilina tiñe de azul-negro-violeta el núcleo mostrando buenos detalles 

intranucleares mientras que la eosina tiñe el citoplasma celular y tejido conectivo en 

varias tonalidades de rosa, rojo y naranja. 

 

b) Tricrómico de Masson.  

La tinción de Tricrómico de Masson se utiliza para identificar y diferenciar las fibras 

que conforman el tejido conjuntivo, principalmente las de colágeno, y permite 

diferenciarlas de las fibras musculares en algunos tumores o también es posible 

detectar crecimiento fibrótico en parénquima, dando el lugar a una patología. 

 

El procedimiento para la tinción de Tricrómico de Masson es el siguiente: 

 1.- Desparafinar en horno 56-60º C por 20min 

 2.- Hidratar los cortes de la siguiente manera: 

  2.1.- Xilol   5 min 

  2.2.- Xilol-Etanol  5 min 

  2.3.- Etanol absoluto  2 min 
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  2.4.- Etanol 96%  2 min 

  2.5.- Agua Destilada  1 min 

3.- Colocar cortes en Fijador Bouin por 30-60min en horno 56º C o toda la 

noche a temperatura ambiente 

4.- Lavar con agua corriente hasta que no libere color amarillo 

5.- Lavar con agua destilada 

6.- Pasar a solución de Hematoxilina férrica de Weigert durante 10min. (es un 

colorante aniónico) 

7.- Lavar con agua corriente, haciendo 3 cambios de 15 segundos 

8.- Enjuagar con agua destilada 

9.- Teñir con la solución Fucsina-Escarlata de Biebrich por 1 min (es un 

colorante aniónico) 

10.- Lavar con agua destilada las veces que sea necesario hasta que deje de 

desteñirse 

11.- Observar al microscopio la intensidad de coloración. Volver a repetir pasos 

9 y 10 si es necesario 

12.- Colocar en solución de Ácidos Fosfomolíbdico-Fosfotúngstico durante 10 

min (solución aniónica, actúa como mordiente y diferenciador) 

13.- Enjuagar con agua destilada 

14.- Teñir con azul de Anilina por 1 min 

15.- Lavar con agua destilada las veces que sea necesario hasta que deje de 

desteñirse.  

16.- Observar al microscopio la intensidad de coloración. Volver a repetir pasos 

14 y 15 si es necesario, o desde el paso 12 si no hay suficiente color 

17.- Colocar los cortes en solución Ácido Acético al 1% por 2 min 
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18.- Deshidratar los cortes como sigue: 

  18.1.- Alchol al 96%   3 seg 

  18.2.- Alcohol Absoluto  1-2 min 

  18.3.- Etanol-Xilol   2 min 

  18.4.- Xilol    3 min 

19.- Montar con resina sintética o entellán 

 

Los núcleos se tiñen de color morado oscuro. El citoplasma y las fibras musculares de 

un color rojo, mientras que las fibras de colágeno de color azul.  

 

c) Método de Verhoeff + Tricrómico de Van Gieson 

La tinción de Verhoeff-Van Gieson es utilizada para identificar las fibras elásticas de 

manera específica en un tejido biológico. Forma enlaces catiónicos, aniónicos y no 

iónicos con la elastina, el constituyente principal del tejido elástico fibroso. La elastina 

tiene una afinidad fuerte por el complejo hierro-hematoxilina formado por los 

reactivos en la tinción y por lo tanto la retendrá mucho más tiempo que otros 

componentes del tejido, por lo que aparecerá teñida, mientras los otros elementos 

aparecen poco coloreados. El uso de tiosulfato de sodio remueve el exceso de iodo y 

se utiliza una contra-tinción para dar contraste a la tinción principal.  

 

El procedimiento para la tinción de Verhoeff-Van Gieson es el siguiente: 

1.- Desparafinar y llevar los cortes hasta agua destilada 

2.- Introducir los cortes en la solución de tinción por 15-30 min 

3.- Lavar en agua corriente 
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4.- Diferenciar en la solución acuosa de Cloruro Férrico al 2% por 1-2 min, o 

hasta que las fibras aparezcan en color negro sobre un fondo grisáceo pero 

muy pálido 

5.- Enjuagar en agua destilada 

6.- Lavar en alcohol al 96% por 1min para remover cualquier coloración o 

residuos de iodo 

7.- Contrastar en Eosina haciendo 6 inmersiones, o con la solución de Van 

Gieson por 5 min 

8.- Escurrir y lavar en alcohol al 96% para remover exceso de coloración 

9.- Deshidratar rápidamente en alcoholes graduales y montar con resina 

 

Las fibras elásticas y los núcleos celulares se tiñen de negro en la técnica de Verhoeff 

original. Cuando se utiliza como contra-tinción la técnica de Van Gieson es posible 

diferenciar al colágeno de los otros tipos de tejido conectivo logrando así que las fibras 

de colágeno se observen de color rojo, fibras elásticas de color negro, otros elementos 

del tejido incluyendo fibras musculares y el citoplasma de color amarillo y los núcleos 

de color negro o marrón Evaluación de presencia de fibras elásticas mediante 

visualización directa en microscopia de luz.  

 

d) Tinción de Ácido Peryódico de Schiff (PAS) 

La tinción de ácido peryódico de Schiff se utiliza para demostrar la presencia de 

polisacáridos simples a complejos y polisacáridos fuertemente sulfatados. La técnica 

se basa en la oxidación de los grupos hidroxilos en los carbohidratos mediante el ácido 

peryódico (H5IO6) lo cual lleva a la formación de aldehídos libres y el rompimiento 
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del enlace carbono-carbonos adyacentes para que posteriormente estos grupos 

aldehídos reaccionen con el reactivo de Schiff para generar un rojo brillante/magenta. 

 

El procedimiento para la tinción de Ácido Peryódico de Schiff es el siguiente: 

1.- Hidratar los cortes hasta agua destilada 

2.- Sumergir los cortes en solución del ácido peryódico por 5-10min 

3.- Enjuagar en agua destilada varias veces 

4.- Sumergir los cortes en el reactivo de Schiff por 20 min. Revisar que tomen 

color rosa pálido 

5.- Lavar en agua corriente por 3-5 min 

6.- Enjuagar en agua destilada 

7.- Contrastar con hematoxilina de Harris o de Gill por 1-2 min 

8.- Lavar en agua corriente 

9.- Decolorar ligeramente el alcohol ácido y lavar en agua corriente 

10.- Virar con agua amoniacal, lavar en agua corriente y enjuagar con agua 

destilada 

11.- Deshidratar en alcoholes graduales hasta el absoluto 

12.- Aclarar en xilol y montar con resina.  

 

Los polisacáridos se observan de color rosa-magenta.  

 

e) Tinción de DAPI  

El DAPI es un colorante nuclear fosforescente, se excita con luz ultravioleta para 

producir una fuerte fluorescencia azul cuando se encuentra unido al ADN 

(cromosomas). El DAPI se une a las regiones de alta repetición A=T en los 
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cromosomas. Además, no es visible cuando se utiliza con un microscopio de luz. Puede 

ser utilizado en células vivas o fijadas. La técnica de tinción con DAPI es 

especialmente adecuada para el recuento celular. 

DAPI emite luz azul para marcar cromosomas. 

 

f) Inmunohistoquímica para colágeno I y IV 

Analizar por inmunohistoquímica el colágeno tipo I y IV. Se siguió el protocolo para 

realizar inmunohistoquímica con anticuerpos monoclonales contra colágeno tipo I, en 

un título de 1:50 y colágeno tipo IV en un título de 1:50. La omisión del anticuerpo 

fue considerado control negativo y se utilizó piel humana como control positivo. Se 

usaron anticuerpos de control IgG1 e IgG2 para verificar la especificidad de los 

anticuerpos. 

 

g) Inmunohistoquimica para presencia de laminina  

Se siguió el protocolo para realizar inmunohistoquímica con anticuerpos monoclonales 

en un título de 1:20. La omisión del anticuerpo se consideró control negativo y se 

utilizó piel humana como control positivo. Se usaron anticuerpos de control IgG1 e 

IgG2 para verificar la especificidad de los anticuerpos. 

 

8.9 Descelularización de arterias umbilicales 

Las arterias umbilicales fueron descelularizadas utilizando métodos similares a otros 

descritos previamente. Se realizó una revisión de la literatura con el que se determinó 

utilizar los detergentes SDS a concentración de 0.1% y 1%; y Tritón X 100 a 

concentración de 1%. (Figura 7) 
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Figura 7. Pasos clave de los protocolos de descelularización con SDS y Tritón X-
100. 
 

Brevemente, el protocolo de SDS consistió en sumergir las arterias en tubos Falcón de 

50 ml con buffer hipotónico (10 mM tris; pH 8.0) a 4°C por 24h y posteriormente a un 

ciclo en buffer hipotónico (pH 7.4) con 0.1% ó 1% (peso/volumen) de SDS a 37°C por 

24 h, con agitación constante y presencia de inhibidores de la proteasa (Aprotinin, 10 

KIU * mL-1) y 0.1% peso/volumen de EDTA. Luego los segmentos arteriales eran 

lavadas tres veces por 30 minutos en PBS. Se seguía con incubación en ADNasa (50 

U * mL-1) y ARNasa (1 U * mL-1) en un buffer (50mM tris-HCL, 10 mM MgCl2, 50 

microgramos * mL-1 albúmina de suero bovino, a pH de 7.6) por 3h a 37°C. Después 

de esto cada uno se sumergían en un buffer hipertónico (1.5 M NaCl en 0.05 M tris-

HCL, pH 7.6) por 24h a 37°C. Finalmente las arterias fueron lavadas tres veces en 

solución salina amortiguada con fosfato de Dulbecco (DPBS) a 4°C por 30 minutos, 

en agitación constante y seguido de dos lavados de 24 h. El protocolo de Tritón X-100 
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se realizaba sumergiendo las arterias en PBS en constante agitación con 1% de tritón 

X-100 por 24 horas. Después las arterias eran lavadas con PBS por 30 minutos en tres 

ocasiones y posteriormente eran incubadas en ADNasa (50 U * mL-1) y ARNasa (1 U 

* mL-1) en un buffer (50mM tris-HCL, 10 mM MgCl2, 50 microgramos * mL-1 

albúmina de suero bovino, a pH de 7.6) por 3h a 37°C.  Finalmente eran lavadas tres 

veces en PBS a 4°C por 30 minutos, en agitación constante y por último dos lavados 

de 24 h. Al finalizar los protocolos de decelularización, las arterias eran almacenadas 

en PFH al 4% para procesamiento posterior.  

 

8.10 Análisis morfológico 

Los resultados obtenidos con las tinciones de hematoxilina y eosina, tricrómico de 

Masson, Verhoeff Van-Gieson y PAS fueron evaluados cualitativamente por 

microscopía óptica con ayuda del software Qcapture para Windows 10 para la 

visualización y toma de microfotografías.  

 

Las laminillas teñidas con DAPI se evaluaron de forma cualitativa mediante el uso de 

microscopía de fluorescencia con ayuda del software Qcapture para Windows 10 para 

la visualización y toma de microfotografías.  

 

Las muestras teñidas para inmunofluorescencia de colágeno tipo IV y tipo I se 

evaluaron de forma cualitativa con el uso de microscopía de fluorescencia con ayuda 

del software Qcapture para Windows 10 para la visualización y toma de 

microfotografías.  
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8.11 Evaluación morfométrica 

Las morfometrías fueron realizadas con el software ImageJ. Se evaluó el diámetro 

(Figura 8) del vaso y el grosor (Figura 9) de la pared vascular. Se tomaron cinco 

medidas y se calculó la media en cada caso. No se tomó en cuenta la adventicia, por 

encontrarla muy irregular.  

 

 

 

 

Figura 8. Medición de diámetro del vaso. Imagen representativa de las líneas que se 

trazan en múltiples ejes hasta la túnica media, utilizando el software ImageJ, para 

calcular la media del diámetro total del vaso debido a su forma irregular 
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Figura 9. Medición del grosor de la pared. Imagen representativa de las líneas que 

se trazan en múltiples ejes sobre la túnica íntima y media, utilizando el software 

ImageJ, para calcular la media del diámetro total del vaso debido a su forma irregular 

 

8.12 Análisis estadístico 

Los resultados de la microscopía óptica y de fluorescencia fueron evaluados de forma 

cualitativa por dos observadores. Para las morfometrías se tomó el valor promedio de 

las cinco mediciones y se realizó la prueba de Kolmogorov-Smirnoff para determinar 

la normalidad y en base a esto se decidió utilizar la prueba T de student para buscar 

diferencias tomando como significativo un valor de p de <0.05.  
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RESULTADOS 

 

9.1 Características morfológicas 

9.2 Morfometrías 
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CAPÍTULO 9 

RESULTADOS 

 

9.1 Características morfológicas 

Las arterias umbilicales del grupo control fueron teñidas para evaluar la presencia de 

material celular y nuclear, fibras de colágeno, fibras elásticas y GAGs de la matriz 

extracelular (MEC) (Figura 10). Al descelularizar las arterias umbilicales con SDS al 

0.1%, SDS al 1% y Tritón X-100 al 1% no se distinguía material celular ni nuclear 

remanente, observándose poros donde estaban previamente las células. Sin embargo, 

se encontraron restos nucleares en las arterias descelularizadas con Tritón X-100 con 

la técnica de fluorescencia DAPI (Figura 11). 

 

La tinción de Tricrómico de Masson mostró que el colágeno de la MEC se conserva 

en las arterias umbilicales tras la descelularización, apreciándose atenuado en las 

arterias tratadas con Tritón X-100 (Figura 10). Al analizar mediante 

inmunohistoquímica el colágeno tipo I y colágeno tipo IV se confirmó la persistencia 

de estos tras la descelularización (Figura 12), con una afectación apreciable en las 

arterias tratadas con Tritón-X100. La tinción de inmunohistoquímica para laminina 

evidenció persistencia de esta proteína al descelularizar las arterias umbilicales.  

 

Con respecto a la elastina, se evaluó la presencia de fibras elásticas con la tinción de 

tricrómico de Van Gieson tras descelularizar las arterias umbilicales. Se encontró una 

atenuación apreciable de las fibras elásticas en las arterias descelularizadas respecto a 

las arterias del grupo control, que parece ser mayor en las arterias tratadas con Tritón 
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X-100. Resultados similares a estos se encontraron al evaluar los GAG’s de la MEC 

de las arterias umbilicales (Figura 10). 

 

 

Figura 10. Tinciones histológicas con microscopia de luz. Las técnicas histológicas 

se dividen por filas. Las arterias umbilicales se tiñen con hematoxilina y eosina (H & 

E), Tricrómico de Masson (MT) (el colágeno se tiñe de azul), Tricrómico de Van 

Gieson (TVG), y la histoquímica con ácido peryódico Shiff (PAS, glicosaminoglicanos 

complejo son teñidos de rosa). Los grupos se dividen por columnas como control, 

sodio dodecilsulfato (SDS) 0,1%, SDS 1% y Triton X-100 1%. Microscopía de luz a 

10x de potencia.  
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Figura 11. Tinción de inmunofluorescencia con DAPI. en los grupos control y 

descelularización. Tinción de inmunofluorescencia DAPI (los restos nucleares se tiñen 

de azul brillante). Microscopía de fluorescencia a 10x de potencia. Las flechas blancas 

muestran núcleos o restos nucleares. 
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Figura 12. Inmunohistoquímica de colágeno y laminina. Las inmunohistoquímicas 

fueron divididas por filas para colágeno tipo I (collag I), colágeno tipo IV (collag IV) 

y laminina. Los grupos se dividen por columnas como control, sodio dodecilsulfato 

(SDS) al 0.1%, SDS al 1% y Tritón X-100 al 1%. Microscopía de luz a 40x de potencia. 

Las flechas blancas muestran positividad; flechas negras muestran núcleos o restos 

nucleares; * indica el lumen arterial.  

 

 

9.2 Morfometrías 

Los diámetros luminales de las arterias umbilicales no mostraron diferencias 

significativas una vez descelularizadas (Tabla 2). El diámetro promedio de las arterias 
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umbilicales del grupo control fue de 1.87 ± 0.12 mm vs 1.83 ± 0.10 mm; 1.9 ± 0.13; y 

1.86 ± 0.14 de las arterias del grupo de SDS 0.1%, SDS 1% y Tritón 1%, 

respectivamente. 

 

Por otro lado, se encontró una disminución significativa en el grosor de la media al 

descelularizar las arterias con cualquiera de los tratamientos utilizados.(Tabla 2).  

 

El grosor promedio de la túnica media de las arterias del grupo control fue de827.9 ± 

48.14 micrómetros vs 664.42 ± 32 micrómetros; 664.5 ± 81.59 micrómetros; y 694.3 

± 86.6 micrómetros de los grupos SDS 0.1%, SDS 1% y Tritón X-100, 

respectivamente. 

 

La base de datos de morfometrías se encuentra en la sección de anexos. 

 

Tabla 2. Morfometría de las arterias umbilicales en grupos control y descelularización. 

Parámetro Control SDS  
0.1% 

p SDS  
1% 

p Tritón  
1% 

p 

Diámetro 

M ±DE 

1.87  

± 0.12 

1.83  

± 0.10 
0.59 

1.9 

± 0.13 
0.781 

1.86  

± 0.14 
0.81 

Grosor 

M ± SD 

827.9 

± 48.14 

664.42  

± 74.32 
0.012* 

664.5  

± 81.59 
0.015* 

694.3  

± 86.6 
0.02* 

Diámetro expresado en milímetros (mm), grosor en micrómetros (µm); M: Media; DE: 

Desviación estándar; mm: milímetros; μm: micrómetros; *: valor estadísticamente 

significativo (p <0.05). 
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CAPÍTULO 10 

DISCUSIÓN 

 

Los vasos del cordón umbilical son una fuente potencial para desarrollar injertos 

vasculares. Las venas umbilicales han sido ampliamente estudiadas con diferentes 

métodos de descelularización. Por otro lado, aunque las arterias umbilicales se han 

estudiado en el pasado con fines de reconstrucción microvascular, (Hwa-Shain et al., 

1984) solo recientemente se ha estudiado la posibilidad de utilizarlas como injertos 

vasculares.  

 

En el presente estudio se decidió comparar la eficacia de dos protocolos de 

descelularización distintos, ambos con buena evidencia de eficiencia en la literatura. 

Son los detergentes SDS y Tritón X-100, en concentración de 0.1% y 1%, 

respectivamente.  

 

Encontramos que, con respecto a la celularidad de las arterias umbilicales, los núcleos 

fueron eliminados con ambas concentraciones de SDS (0.1% y 1%). Sin embargo, 

cuando se utilizó Tritón X-100 (1%) aún se aprecian núcleos celulares.  

 

Esta reportado en la literatura que el SDS al 1%  es eficaz para descelularizar arterias 

umbilicales, (Rodriguez et al., 2012; Tuan-Mu et al., 2014) resultados que son 

congruentes con los nuestros. No encontramos evidencia en la literatura para comparar 

la eficacia del Tritón-X100 en las arterias umbilicales.  
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La persistencia de material nuclear en los segmentos arteriales tratados con Tritón X-

100 se corroboró al utilizar la tinción de fluorescencia con DAPI. Por otro lado, el SDS 

en ambas concentraciones es suficiente para eliminar el material nuclear. 

 

Es importante resaltar que los protocolos que estudiamos utilizan las nucleasas 

ADNasa y ARNasa. Está descrito que las nucleasas ayudan a eliminar completamente 

el material nuclear,(Gui et al., 2010; Mallis et al., 2014) por lo que parece que el SDS 

junto con nucleasas es un tratamiento efectivo para remover el material celular y 

nuclear. No así en el caso de tritón, que aún es posible reconocer material nuclear 

remanente. 

 

El colágeno es abundante en las arterias umbilicales. Encontramos que 

cualitativamente la tinción se aprecia con menor intensidad al descelularizar las 

arterias, y en mayor medida al utilizar tritón. Están reportados daños en el colágeno al 

utilizar SDS al 1%.(Tuan-Mu et al., 2014) Sin embargo, esto es controversial ya que 

está reportado que la combinación de SDS + CHAPS no afecta al colágeno tipo I ni al 

tipo IV. No se encontró más información con respecto a subtipos de colágeno en la 

literatura evaluada. Sin embargo, Wilshaw et al., (Wilshaw et al., 2012) encontraron 

pérdidas del colágeno tipo IV al descelularizar con SDS arterias femorales humanas. 

Nosotros describimos una pérdida similar en las fibras de colágeno tipo IV, que 

coinciden con los resultados de Wilshaw et al.  

 

Las arterias umbilicales no cuentan con láminas elásticas interna ni externa claramente 

definidas. Encontramos que las fibras elásticas se aprecian cualitativamente 

disminuidas al utilizar los detergentes para descelularizar, en mayor medida con SDS 
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al 1% y Tritón. Hay reportes en la literatura de disminución de la elastina al 

descelularizar con SDS + CHAPS. (Gui et al., 2009) Sin embargo, Mallis et al., 

señalan que se conserva al utilizar un protocolo de descelularización similar. (Mallis 

et al., 2014) 

 

Las arterias umbilicales son ricas en GAGs. Estos disminuyen al descelularizar con 

cualquiera de los métodos, pero de manera más notoria con los protocolos de  SDS al 

1% y Tritón X-100. No hay otros reportes en la literatura donde se estudien estos 

componentes en las arterias umbilicales, por lo que consideramos que este hallazgo es 

importante ya que estos componentes son fundamentales para el funcionamiento 

integral de la MEC. 

 

En las arterias umbilicales la laminina se encontró preservada principalmente con SDS 

al 0.1. Con SDS al 1% y con tritón en cambio no se apreciaba claramente. No hay más 

reportes sobre este componente en la literatura por lo que hacen falta más estudios para 

evaluar cuantitativamente esta proteína. 

 

Con respecto a las morfometrías en arterias umbilicales, no se encontraron diferencias 

en el diámetro al comparar entre grupos. Por otro lado, el grosor se encontró 

disminuido significativamente tras aplicar la descelularización con SDS y con Tritón. 

Estos resultados no hablan de que la estructura morfológica tridimensional de las 

arterias umbilicales se conserva tras la descelularización. Por otro lado, la disminución 

en el grosor de la media puede ser a causa de la desaparición de las células musculares. 

Sin embargo, es posible que también sea debido a un daño en las proteínas 

estructurales. Por lo tanto, hacen falta más estudios para analizar el perfil mecánico de 
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las arterias umbilicales descelularizadas con estos métodos y poder definir más 

claramente su integridad estructural.   
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CAPÍTULO 11 

CONCLUSIONES 

 

En base a los resultados obtenidos del estudio, se puede concluir lo siguiente:  

 

1. Las arterias umbilicales contienen abundante colágeno y glucosoaminoglicanos 

(GAGs), y menor proporción de elastina.  

 

2. El detergente sodio dodecilsulfato (SDS) a concentración de 0.1% es el más eficaz 

para eliminar material celular, respetando en mayor medida la matriz extracelular 

(MEC). 

 

3. El SDS al 1% logra remover restos celulares, sin embargo, es más agresivo con la 

MEC, dañando al colágeno y elastina, y en mayor medida a los GAGs. 

 

4. El Tritón X-100 al 1% no fue efectivo para remover el material celular y nuclear y 

fue agresivo a la vez con la MEC. 

 

5. El daño a la MEC aumenta en relación con la concentración de los detergentes. 

Esto es crucial para mantener el equilibrio entre eliminación de células y daño a la 

MEC. 

 

6. Los detergentes utilizados en el estudio no afectan el diámetro luminal del vaso, lo 

que significa que la estructura del vaso y su forma tridimensional no se altera. 
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7. Es importante que los vasos tengan similitud morfológica al sitio donde se va a 

implantar, ya que esto define su pronóstico a mediano y largo plazo.  

 

8. Por otro lado, se encontró una disminución significativa del grosor de la pared 

vascular de las arterias umbilicales, que podría ser explicado en parte por la 

eliminación de células musculares. 

 

9. Concluimos que el protocolo de descelularización con SDS al 0.1% es superior 

que los protocolos de SDS al 1% y Tritón X-100 al 1%, con respecto a la 

eliminación de material celular y respeto de los componentes principales de la 

MEC.  
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