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RESUMEN

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

Fecha de Graduacion: Enero 2019

Titulo del Estudio: Efectividad de dos métodos para la descelularizacion de arterias

umbilicales

Nimero de Paginas: 93

Area de Estudio: Morfologia

Proposito y Método del Estudio: La descelularizacion de las arterias umbilicales
puede proporcionar una soluciéon a la necesidad de injerto vasculares de pequefio
calibre. Comparamos la efectividad entre los métodos SDS y Triton X-100. Se utilizé
cordones umbilicales obtenidos a partir de embarazos a término con evolucidon normal
y sin complicaciones evidentes del recién nacido, se micro-diseccionaron en 12 horas
y se almacenaron en solucidn salina con fosfato sin congelacion. Las arterias se
procesaron para la descelularizacion usando los protocolos de SDS al 0.1% y 1%, y
Triton X-100 al 1%. Se realiz6 la evaluacion de material celular y nuclear, fibras de
colageno, fibras elasticas y glucosoaminoglicanos de la matriz extracelular (MEC), asi

como el analisis morfométrico de técnicas histoldgicas e inmunohistoquimicas.

Resultados: La descelularizacion con Triton X-100 fue ineficaz, conservando restos

nucleares identificados por inmunofluorescencia, y causé dafio mas notable a las fibras



elasticas y la disminucién del coldgeno. Con SDS se eliminaron efectivamente los
nucleos y tuvo una disminucion menor en las fibras elasticas y el colageno. La
laminina fue preservada en todos los grupos. No se identificaron diferencias
significativas en los diametros luminales de los vasos umbilicales; sin embargo, la capa
media disminuy6 debido a la descelularizacion de las células musculares.

Conclusiones: La descelularizacion con SDS al 0.1% fue la mas efectiva para eliminar

células y preservar los principales componentes de la MEC.

\
- TRodridofnrique Elizondo Omaiia  Dr. C. Roberto Montes de Oca Luna
tctor de Tesis Co-Director de Tesis
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CAPITULO 1

MARCO TEORICO

1.1 Sistema cardiovascular.

El sistema cardiovascular estd formado por el corazdn, el cual es un o6rgano que
bombea la sangre por medio de una serie de vasos eferentes (arterias), que se vuelven
cada vez mas pequefios conforme se ramifican. Las arterias conducen la sangre con
nutrientes y oxigeno hacia una compleja red de pequefios tubulos 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 mas grandes conforme se aproximan al corazon; las venas
conducen la sangre desoxigenada y escasa de nutrientes de regreso al corazén y de
aqui a los pulmones donde se oxigena, posteriormente regresa al corazon y es

bombeada nuevamente al resto del cuerpo (Junqueira 2005).

La mayoria de los vasos sanguineos presentan caracteristicas similares entre si, aunque
también poseen caracteristicas que los hacen diferentes y permiten clasificarlos en
grupos identificables. Los vasos sanguineos, en general, poseen tres capas o tinicas:
intima, media y adventicia. La tinica intima, situada en el plano més profundo del vaso
sanguineo, esta formada por una capa de c€lulas endoteliales (epitelio plano simple) y
tejido conectivo subendotelial (tejido conectivo laxo). En un plano intermedio esta
situada la tunica media, formada por células de musculo liso orientadas de manera
concéntrica alrededor de la luz vascular, asi como tejido conectivo fibroelastico,

aunque estos componentes pueden variar en cantidad segln el tipo de vaso sanguineo.



En el plano mas superficial, la tinica adventicia es una capa compuesta principalmente
de tejido fibroelastico dispuesto de manera longitudinal con presencia de fibroblastos
(Gartner, 2002). Las caracteristicas de la tinica media se utilizan como criterios para
clasificar a las arterias en eldsticas o musculares, asi como para distinguir los
conductos venosos (Figura 1). Si bien la funcion de los vasos sanguineos es conducir
la sangre, los diferentes tipos de conductos ejecutan funciones un poco diferentes e

importantes a las cuales esta adaptada particularmente su estructura.

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

principal caracteristica que las distingue es la composicion de la capa muscular.

1.2 Enfermedades Cardiovasculares.
Las enfermedades cardiovasculares son la primera causa de muerte a nivel mundial y
se proyecta que mantendran esta posicion para el ano 2030, ocupando el primer puesto

las enfermedades isquémicas del corazon (Mathers ef al., 2006; WHO, 2014)



Las enfermedades cardiovasculares son un grupo de enfermedades del corazén y los
vasos sanguineos, producidas en la mayor parte de los casos por disminucion en el
calibre de la luz de los vasos sanguineos, lo que produce eventos de isquemia. En un
evento isquémico ocurre una disminucion transitoria o permanente del riego sanguineo
en una zona del organismo, con la consecuente disminucién del aporte de oxigeno,
nutrientes y eliminacion de productos del metabolismo de esa region, produciendo
estrés celular, que puede ser suficientemente intenso como para causar apoptosis o

necrosis (Cotran,1995).

La fisiopatologia subyacente suele ser consecuencia de ateroesclerosis, que se
caracteriza por ser un proceso dindmico en el que se desarrollan lesiones focales y
asimétricas, que consisten en aglomeraciones de células, elementos del tejido
conectivo, lipidos y detritos celulares (Mozaffarian et al., 2016) Las modificaciones
ateroscleroticas en los vasos comienzan en la tunica intima, y se caracterizan por la
presencia de engrosamientos o placas originadas por la proliferacion de células
musculares lisas, acumulacion de lipidos en estas células y en macrofagos, con fibrosis

a consecuencia del deposito de fibras de colageno (Geneser, 2000).

Las manifestaciones clinicas de las enfermedades cardiovasculares y la determinacion
del tratamiento a utilizar, dependen del sitio donde se produce la isquemia, y por
consiguiente el grado de obstruccion circulatoria. De manera general, en casos que
existen estrechamientos de la luz vascular que no limitan la circulacion sanguinea de
forma critica se pueden utilizan terapias farmacoldgicas y cambios en el estilo de vida.

Si la obstruccion limita significativamente la circulacion, existe en multiples areas o



bloquea por completo la circulacion se utilizan procedimientos quirurgicos de

revascularizacion.

1.3 Procedimientos de revascularizacion.

Los procedimientos quirargicos de revascularizacion que existen incluyen
angioplastias, colocacion de stents, colocacion de protesis vasculares y cirugia de
bypass que es empleada en el tratamiento de la insuficiencia coronaria y arterial
periférica, asi como en pacientes con pérdida extensa de tejido (Rienstra, 2008;
Campeau, 1983; Cooper, 1996). Segin cifras de la American Heart Association, el
numero total de pacientes internados a los que se les realizO operaciones
cardiovasculares y procedimientos intervencionistas aumento un 28% de 2000 a 2010

(Gutiérrez et al., 2013)

El objetivo de la cirugia de revascularizacion, es proveer un conducto que al ser
injertado en otra parte del sistema vascular, pueda ser una via adecuada para la
irrigacion de los tejidos isquémicos circundantes. Este procedimiento implica la
anastomosis de un segmento arterial proximal a la region isquémica con un segmento

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

1.3.1 Vasos sanguineos utilizados para revascularizacion

Los conductos vasculares mas utilizados en la cirugia de revascularizacion son, en
orden de importancia: arteria tordcica interna, vena safena interna (Pistavos, 2002),
arteria radial (Pola, 1996), arteria gastroepiploica derecha (Mills, 1989), arteria cubital

(Riekkinen, 2003) y en menor proporcion la arteria esplénica (Mueller, 1973) y la



epigastrica inferior (Riekkinen, 2003; Elizondo-Omana, 2005; Hinojosa-Amaya,

2010).

Se ha reportado que la arteria tordcica interna tiene una permeabilidad del 90 al 95 %
a los 15 afios después de realizada la cirugia. Se utiliza cuando la coronaria afectada
es la arteria descendente anterior. La arteria toracica interna izquierda se utiliza més
que la derecha, la cual tiene una permeabilidad del 80 al 90 % a los 10 afios y se utiliza
cuando hay afectacion de la arteria marginal (Swartz, 1995). Actualmente, la arteria
toracica interna es la primera opcion para la revascularizacion miocardica (Dallan,

2001).

La vena safena interna también se presenta como una opcion para las cirugias de
revascularizacién miocardica ya que tiene suficiente longitud, didmetro y est4 libre de
ateroma (O’Donell, 1999), ademas de ser adaptable y facil de manejar (Gonzalez-

Santos, 2005).

La arteria radial se usa como injerto al afectarse la arteria descendente posterior. En
las cirugias de revascularizacion, donde se utiliza este conducto como injerto, el 86 %
de los pacientes se encuentran libres de angina a los 5 afios. Acar et al. reportaron que
el indice de permeabilidad de la arteria radial a un afio fue del 92 %, aparentemente
mas elevado que para los injertos venosos bajo las mismas condiciones (Acar, 1998).
La arteria radial es una alternativa al injerto de vena safena para revascularizacion,
puesto que posee altos indices de permeabilidad y mejor corriente de flujo (Dumanian,

1998).



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
cirugia de revascularizacion era del 97 %; a los 5 afios la tasa de supervivencia era del
92.9%. Esta arteria se utiliza cuando los demas conductos vasculares no son suficientes
(Mills, 1989). El uso de la arteria cubital como injerto no es muy comun debido a una
conviccion en la anatomia cldsica que ha establecido a esta arteria como dominante
del antebrazo, por lo que su extraccion podria 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 podria ser

usada en cirugias de revascularizacion (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 comun debido a las dificultades técnicas

para su extraccion, asi como una longitud y diametro inadecuados (Mueller, 1973).

A pesar del uso abundante de los injertos arteriales, los conductos venosos autélogos
siguen siendo una opcion importante y conveniente para las cirugias de
revascularizacion, debido a la facilidad en la obtencion de estos segmentos, asi como
a la abundante circulacion 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 afio de realizada la cirugia de
revascularizacion, del 12 al 20% de los injertos estan ocluidos. Entre 5 a 7 afos
posteriores a la cirugia, se han ocluido entre 25 y 35% de estos injertos. Y hacia los 10

afos después de la cirugia, mas del 50% de los injertos estan ocluidos (Cooper, 1996).



1.3.2 Injertos vasculares aut6logos

Los injertos vasculares autdlogos son los mas utilizados en cirugias de
revascularizacion, estos consisten en injertar un conducto vascular del mismo paciente
en una region o zona isquémica de su organismo. Asi mismo, estos injertos se pueden
sub-clasificar en arteriales o venosos. Las caracteristicas ideales de estos conductos
son que tengan una larga permeabilidad y que puedan perfundir adecuadamente los
tejidos isquémicos. Sin embargo, existen multiples factores que intervienen en la
eleccion de un conducto vascular. Estos factores pueden estar relacionados al paciente,
como su sobrevida, edad, condiciones clinicas o disponibilidad de los conductos
vasculares. Las caracteristicas de los conductos que influyen en su eleccion son su
disponibilidad, localizaciéon anatomica, predisposicion a cambios histopatologicos
(trombosis, hiperplasia de la intima, ateromas). La complejidad de la cirugia o la
experiencia del cirujano también pueden influir en la eleccién del conducto vascular

(Elizondo-Omafia, 2008).

A la fecha, los injertos autdlogos se mantienen como la mejor opcion 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,
amputacion o ya fueron utilizados previamente. Existen protesis vasculares
compuestas de materiales sintéticos que pueden ser utilizadas con €xito para restituir
el flujo sanguineo en vasos de gran calibre, como la aorta. Sin embargo, no se ha
logrado utilizar estas protesis de manera satisfactoria en casos de vasos de menos de

6mm de didmetro (Martinez-Gonzalez et al., 2015; Zdrahala, 1996)
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Los injertos vasculares pueden ser clasificados segin su procedencia en injertos
autologos cuando provienen del mismo paciente, injertos alogenos cuando se obtienen
de un individuo distinto al receptor, Xenoinjertos cuando se obtienen de otras especies
animales, y protesis vasculares cuando estan construidas a partir de materiales
sintéticos como el tetrafluoroetileno extendido (ePTFE) o el Dacron (L’Heureux et al.,
2007) Asi mismo, segin su diametro se dividen en injertos de gran calibre si su
diametro luminal es mayor de 6mm, y de pequefio calibre si su diametro es menor a

6mm (Figura 2).

Pequefio diametro Gran diametro
< 6mm > 6mm

Autélogos Alogenos Xenoinjertos Protesis

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

acuerdo a la especie de origen y al didmetro 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 inmunoldgicamente con el receptor, resistente a la infeccion, no
trombogénico y debe inducir una respuesta adecuada de adaptacion que logre
integrarlo al cuerpo para que se vuelva indistinguible de un vaso nativo. Ademas, debe
poseer las propiedades biomecanicas adecuadas, debe ser permeable al agua y solutos

y debe ser facil de manejar y suturar.
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1.4 Ingenieria Tisular

La ingenieria tisular es una rama de la ciencia que constituye un conjunto de
conocimientos, técnicas y métodos de base biotecnologica que permiten diseiar y
generar en el laboratorio sustitutos tisulares, tejidos artificiales o constructos de origen

heter6logo o autdlogo a partir de células madre y biomateriales.

Su aplicacion en el area 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) protesis sintéticas revestidas de
células endoteliales, (II) Analogos de vasos sanguineos basados en coldgeno, (III)
conductos a base de polimeros sintéticos biodegradables, (IV) vasos sanguineos auto-
ensamblables, y (V) injertos vasculares descelularizados (Roy et al., 2005) Los vasos
sanguineos descelularizados mantienen su estructura tridimensional y tienen
inmunogenicidad reducida. Sus propiedades biomecanicas son superiores a los
materiales sintéticos, con mejor funcionalidad y adaptacion (Gui ef 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

pequefio didmetro.

1.4.1 Técnica de Descelularizacion.

La técnica de descelularizacion consiste el uso de diferentes sustancias y procesos para
eliminar el material celular y nuclear del vaso sanguineo sin causar dafios en la matriz
extracelular (MEC) (Gilbert et al., 2006) La MEC es fundamental para la adhesion,

migracion y proliferacion celular, asi 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
descelularizacion que involucran procesos fisicos (Bader et al., 1998; Dahl et al., 2003;
McFetridge et al., 2004), bioldgicos (Freytes et al., 2004; Gilbert et al., 2005; Lin et
al.,2004) y quimicos.(Badylak et al., 1998; Rieder et al., 2004; Vyavahare et al., 1997,
Woods & Gratzer, 2005) Es comun que se utilicen combinaciones de los mismos. Las
técnicas fisicas incluyen ciclos de congelado/descongelado, agitaciéon y presion
mecanica. No suelen ser suficientes por si mismos, pero facilitan la ruptura de la
membrana celular. Las técnicas biologicas (e.g. enzimas) y quimicas (e.g. detergentes)
danan la membrana celular y rompen los enlaces intra y extracelulares. (Gilbert ef al.,
2006) La técnica ideal depende del tipo de tejido y la especie de origen.(Crapo et al.,

2011)

Organos y tejidos descelularizados han sido utilizados exitosamente en una variedad

de aplicaciones de ingenieria de tejidos y medicina regenerativa. (Badylak ef al., 2009)

Todo lo anteriormente expuesto, justifica la creencia de que los vasos sanguineos
descelularizados pueden ser una fuente para desarrollar injertos vasculares de pequefio

diametro.

1.4.2 Descelularizacion de vasos sanguineos

Existe evidencia de la descelularizacion de diversas arterias y venas. Sin embargo, no
hay acuerdo respecto a la mejor técnica de descelularizacion para vasos sanguineos.
Debido a esto en la mayoria de los estudios no se justifica la eleccion de la técnica de

descelularizacion ni del vaso sanguineo elegido para probarla. Ademés, muchos
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estudios son realizados en vasos sanguineos de otras especies animales, como cerdos,
conejos y perros. La informacidn obtenida en estos estudios si bien es util, puede llevar
a interpretaciones erroneas que no son aplicables en la practica clinica debido a que
los vasos humanos pueden diferir en su reaccion al proceso de descelularizacion. (Zilla

etal., 2007)

1.5 Vasos del cordon umbilical

En la actualidad, los vasos umbilicales tienen gran potencial para desarrollo de injertos
vasculares. El cordon 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 cordon umbilical aumenta conforme
aumenta la edad gestacional para ser al final de la gestacion de entre 55 a 60 cm.
Patologias y complicaciones de la gestacion pueden afectar la longitud y morfologia
del cordon umbilical. Los vasos umbilicales no emiten ramas en su trayectoria. (Naeye,
1985) Estas caracteristicas representan ventajas para desarrollar injertos vasculares a

partir de ellos.

Ademés, son faciles de obtener, tienen un didmetro adecuado para ser utilizados como

injertos de pequeiio diametro y no presentan ramificaciones. (Gui et al., 2009;

Hoenicka et al., 2007; Vazquez-Blanco et al., 2011)
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Figura 3. Histologia normal del cordon 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 lamina eldstica interna ni externa claramente definidas.
En su tinica media se observan dos capas de células musculares lisas, una en sentido

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

Durante el periodo 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 circulacion umbilical y la arteria

correspondiente se transforma en un cordon 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 tunica intima es mas delgada al
compararla con las arterias umbilicales. Se pueden distinguir segmentos de la lamina

elastica interna de manera irregular. La tinica media presenta dos o tres capas de
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células musculares con mucopolisacaridos entre ellas. No tienen una clara
organizacion celular en sentido longitudinal o circunferencial, a diferencia de las
arterias umbilicales. Su funcion en el periodo fetal es del transporte de sangre

oxigenada desde la madre al producto.

1.5.3 Obtencion y almacenamiento de vasos umbilicales

Durante el proceso de diseccion se puede alterar el grosor de la pared vascular y por
tanto las propiedades biomecanicas del vaso. Se han descrito dos formas de obtenciéon
de los vasos sanguineos: diseccion manual y automatizada. La principal diferencia
entre ambas es que la diseccion automatizada mantiene el grosor uniforme de la pared
vascular, lo que no afecta su comportamiento biomecanico. (Rodriguez, et al., 2012)
Por lo tanto, la diseccién automatizada es un método que ayuda a mantener las

caracteristicas morfoldgicas y biomecanicas.

Otra variable importante es el almacenamiento de las arterias. Es comun congelarlas
para conservarlas o para procesarlas posteriormente. Sin embargo, este proceso puede
alterar la morfologia de las arterias. Tuan-Mu et al. (2014) realizaron un estudio
comparativo en el que determinaron los efectos de la congelacion. (Tuan-Mu et al.,
2014) Se evalu6 la congelacion en arterias umbilicales “frescas” vs arterias que se
descelularizaron posteriormente con SDS al 1%. Encontraron que la congelacion
reduce la cantidad de los glucosaminoglucanos y crea poros en el vaso. Ademas, el
perfil mecanico se deteriora. Sumado a esto, la descelularizacion se vuelve menos
eficiente. No se consiguid eliminar a las células por completo en estos casos. También
se potencio el dafio a la matriz extracelular y a la biomecénica. Hacen falta maés

estudios de este tipo.
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Seria relevante analizar agentes crioprotectores, ya que no se encontr6 en la literatura
algiin estudio donde se evaluard su uso en vasos umbilicales. Sin embargo, esta
reportado que las arterias femorales humanas criopreservadas tienen un desempefio
biomecanico 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 descelularizacion.

De la misma manera que con las arterias umbilicales, las venas umbilicales pueden ser
obtenidas por diseccion manual o automatizada. La diseccion automatizada es
preferida por muchos autores ya que se obtienen venas con morfologia adecuada y
perfil biomecanico superior. (Daniel et al., 2005; Goktas et al., 2014) Sin embargo
para realizar la diseccion automatiza, es necesario congelar la vena umbilical. El
proceso de congelacion puede alterar el perfil mecénico y la respuesta a estimulos
farmacologicos. (Hoenicka ef al., 2007) Hacen falta mas estudios que analicen los

efectos de la congelacion.

Otra variable estudiada es la manera de aplicar las soluciones para descelularizar. Estan
descritas dos formas: la manera clasica y sistemas de perfusion. La manera clasica
consiste en mezclar la solucion de descelularizacion con los segmentos venosos y dejar
en agitacion. Con el sistema de perfusion, en cambio, las soluciones se hacen circular
constantemente a través de las venas. Montoya et al. (2009) encontraron que un
sistema de perfusion es mas eficiente para remover células y se obtienen venas con
perfil mecéanico superior, comparado con la manera clasica. También estd reportado

que la capacidad de adhesion y division celular es significativamente mejor. (Tosun et
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al.,2011) Sin embargo, con el sistema de perfusion puede dafarse la membrana basal.

Por otro lado, con el método clasico se conserva mas lisa y regular.

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

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

membrana basal.
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CAPITULO 2

ANTECEDENTES

2.1 Descelularizacion 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 carétidas bovinas tratadas con digestion enzimatica. Se
prob¢ y estandarizo la técnica en modelos animales y posteriormente se utilizd en un
ensayo clinico en humanos. Se probd en 17 pacientes con enfermedad arterial
periférica avanzada donde se utilizaron como bypass iliacos y femoropopliteos. Se
encontro que 2 injertos fallaron de manera inmediata, otros dos fallaron a los 2 meses
y medio y a los 7 meses, respectivamente. 8 injertos mas fueron seguidos por 28 meses

y uno fallé.

Schaner et al. evaluaron la técnica de descelularizacion 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 colageno, la elastina, la presion de ruptura y el soporte de la
sutura. Se desarroll6 un modelo canino in vivo donde se descelularizo la vena yugular
del animal y se implanto como un injerto carotideo de interposicion. Se comprob6 que
el protocolo de descelularizacion fue eficaz para remover los componentes celulares y
nucleares. La matriz extracelular conservo su estructura tridimensional. El coldgeno
permaneciod sin cambios y la elastina presentd una disminucion significativa. No

existieron diferencias significativas en la presion de ruptura ni en la fuerza de la sutura.
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El modelo canino se sigui6 por dos semanas mostrandose permeabilidad del injerto sin

presencia de dilatacion, complicaciones aneurismaticas ni ruptura.

En otro estudio, se utiliz6 un protocolo de sodio dodecilsulfato (SDS) para
descelularizar arterias femorales humanas. (Wilshaw et al., 2012) Se evalu6 la
morfologia de la pared, se cuantifico la celularidad, presencia de coldgeno y elastina y
se realizaron estudios de citotoxicidad. Se analizaron ademds la biomecanica de los
vasos. Se demostrd que el protocolo fue efectivo para remover el material celular y
contenido nuclear, respetando los componentes de la matriz extracelular con excepcion
del colageno IV. Los resultados de los experimentos de citotoxicidad demostraron que
los vasos descelularizados no provocan toxicidad. En los estudios biomecanicos no se

encontraron diferencias significativas en los parametros evaluados.

Se sabe que muchos de los genes que codifican componentes de la MEC como los
colagenos y las lamininas se originaron muy temprano en la evolucion 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 histologicas y biomecanicas de los xenoinjertos

descelularizados.

Sylvain et al. analizaron la presion de ruptura, compliancia, propiedades elasticas,
grosor de la pared arterial, diametro transversal de la arteria, e histologia de arterias
car6tidas porcinas izquierdas, descelularizadas con un protocolo a base de Triton X100
y sodio dodecilsulfato. (Sylvain et al., 2011) Se encontré que tras el protocolo de

descelularizacion las arterias sufrieron una disminucion en su grosor y su diametro
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transversal, la presion maxima antes de la ruptura disminuyd, la compliancia suftio
cambios en su comportamiento y existieron cambios en las propiedades elasticas. Los
autores concluyen que a pesar de los cambios demostrados las arterias descelularizadas
muestran ventajas biomecdnicas en materia de compliancia comparadas con las
protesis vasculares, ademds de mostrar presiones de rupturas equiparables con los

vasos creados de novo.

Xiong et al. analizaron el efecto de la descelularizacion y posterior recelularizacion de
arterias safenas de cerdos en un modelo in vivo en conejos. (Xiong ef al., 2013) En su
estudio se utilizd un protocolo de descelularizacion que utilizo Triton X-100/NH4OH
y suero humano. Posteriormente se recelularizaron las arterias con células endoteliales
de la arteria pulmonar del cerdo. Se analiz6 la composicion bioquimica y la
biomecanica de las arterias. Se encontrd que el protocolo de descelularizacion que
utilizaron efectivamente removié todo el material celular y nuclear; el colageno se
conservd sin cambios significativos y la elastina disminuyd. La presion de ruptura
disminuyé pero ain mantuvo un margen 10 veces superior al de las presiones
fisiologicas. En las propiedades biomecanicas se encontrd que la compliancia cambio
su comportamiento normal. Tras la recelularizacién, se observo que las células
endoteliales formaron una mono-capa en la porcioén luminar del injerto. El indice 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 intima o disminucion de la luz del injerto.
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2.2 Descelularizacion de arterias umbilicales

Las arterias umbilicales se han estudiado en el pasado con fines de reconstruccion
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 mas utilizados para descelularizar arterias umbilicales.

2.2.1 Remocion de células y material nuclear

Esta reportado que el SDS al 1% es eficaz para descelularizar arterias umbilicales.
(Rodriguez et al., 2012; Tuan-Mu ef 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 elimind por completo el material celular. El efecto del EGM-2 es producido por
nucleasas que contiene y que potencian la descelularizacion. (Gui ef al., 2010) En un
estudio similar donde se utiliz6 SDS + CHAPS se consigui¢ la descelularizacion
completa.(Mallis et al., 2014) Sin embargo, en su técnica de descelularizacion
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
colageno y la elastina. Estos pueden ser alterados por el agente elegido para la técnica
de descelularizacion. El SDS al 1% puede alterar la estructura y cantidad de fibras de
colageno. (Tuan-Mu et al., 2014) Sin embargo, esta reportado que la combinacion de
SDS + CHAPS no afecta al colageno tipo I [36] ni al tipo IV. (Gui et al., 2009) No se
encontr6 mas informacion con respecto a subtipos de colageno en la literatura
evaluada. Sin embargo, Wilshaw et al. (Wilshaw et al., 2012) encontraron pérdidas del

colageno tipo IV al descelularizar con SDS arterias femorales humanas.

De la misma forma se ha encontrado disminucion de la elastina al descelularizar con
SDS + CHAPS.(Gui et al., 2009) Sin embargo, Mallis ef al., sefialan que se conserva
al utilizar un protocolo de descelularizacion similar.(Mallis et al., 2014) En ningun
caso se evalud cuantitativamente/objetivamente este componente y no puede

establecerse la magnitud del dafio.

La descelularizacion de arterias umbilicales con SDS afecta al coldgeno. Hacen falta
mas estudios para definir la magnitud del dafo en la estructura y cantidad de los
diferentes subtipos de coldgeno. Las diferencias que se reportan entre los estudios
pueden deberse a la concentracion del agente utilizado para descelularizar, el tiempo
de exposicion al mismo o a diferencias intrinsecas del vaso sanguineo. Respecto a la
elastina, no existe suficiente informacion para asegurar su integridad tras la

descelularizacion.
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2.2.3 Perfil mecanico

Las capacidades biomecdnicas son una caracteristica fundamental de los vasos
descelularizados. Estd descrito que las arterias umbilicales descelularizadas tienen un
comportamiento mecanico similar a las arterias frescas. (Gui et al., 2009; Rodriguez
et al., 2012) También hay reportes de alteraciones significativas en las curvas de
tension-deformacion 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

dafio de proteinas de la MEC como la elastina y el colageno.

En las pruebas de presion maxima de ruptura los resultados reportados son variados.
La presion normal a la que estan 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 desempefio. (Stehbens, ef al., 2005) Gui et
al., no identificaron diferencias significativas entre arterias frescas vs descelularizadas.
Se encontrd una presion maxima 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., sefialan que si existen diferencias significativas en la presion de ruptura al
descelularizar las arterias con SDS. (Tuan-Mu et al., 2014) Aun asi, las arterias
descelularizadas soportaron presiones mas elevadas que la presion fisioldgica

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 encontr6é que la arterial umbilical descelularizada cambia su
diametro luminal de 1.5 mm inicialmente a 4.5 mm al ser implantada. (Gui et al., 2009)
Esto se asoci6 con una incidencia alta de trombosis en el sitio de anastomosis proximal.
El aumento en el diametro puede deberse a la diferencia de presion respecto a la que
normalmente estd 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 fisiologicas con un amplio margen de seguridad. Esto permitiria, en
principio, utilizarlas en la practica clinica. Sin embrago, existen reportes de
alteraciones en la compliancia y cambios en el didmetro con remodelacion del vaso.

Hacen falta estudios donde se evaliien estos parametros.

2.3 Descelularizacion de venas umbilicales

Las venas umbilicales humanas han sido estudiadas extensamente como alternativas
para procedimientos de revascularizacion. (Johnson & Lee, 2000; Klinkert et al., 2004;
Neufang et al., 2007) Diversas técnicas de descelularizacion han sido probadas en las
venas umbilicales, entre los que destacan los que utilizan soluciones hipertonicas, los

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

Autor Agente Concentracion Efectividad
Goktas et al., 2013 NaCl 2M por 24h v
Mangold et al., 2012 NaCl 3M por 2h X
Uzarski et al., 2012 SDS 1% por 24h v
Van de Walle et al., 2015 SDS 1% por 24h v
Goktas et al., 2013 Triton X-100 1% por 24h v
Uzarski et al., 2012 Triton X-100 1% por 24h v
Triton X-100 + SDS +
Mangold et al., 2012 0.05%%* por 48h X
IGEPAL-CA630
Mangold et al., 2012 Etanol 4%"* X
Etanol + H,O +
Uzarski et al., 2012 60:20:20°% por 24h v
acetona
Etanol + H,O +
Mangold et al., 2012 60:20:20% por 24h v
acetona
Etanol + H,O +
Van de Walle et al., 2015 60:20:20% por 24h v
acetona
Daniel et al., 2015 SDS + Etanol 1%, 75% X

El simbolo v 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; H,O: agua desionizada. 2M: concentracién 2
molar; 3M: concentracion 3 molar. * La concentracion de cada uno de los detergentes fue de
0.05%. * No se especifico el tiempo. ¥ Relacién de la solucion: 60% etanol, 20% agua

desionizada y 20% acetona.

2.3.1 Remocion de células y material nuclear

Esta reportado que con soluciones de cloruro de sodio (NaCl) hipertonicas es posible
lograr la descelularizacion. El tiempo que se aplica y la concentracion de la solucion
de NaCl varian entre los estudios. Es importante considerar estos factores ya que

determinan la efectividad de la descelularizacion.
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Otro método que ha sido probado es el que incluye detergentes como el SDS y el triton
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 atn se aprecian residuos celulares. En estudios que utilizan el detergente triton
X-100 a concentracion del 1 % se encontrd que este detergente es eficiente para
remover cé¢lulas 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 combinacion de detergentes no fue posible eliminar por completo las

células.

Por otro lado, se ha intentado descelularizar con etanol como unico agente. (Mangold
et al., 2015) Este método no es suficiente ya que se observan restos celulares
remanentes. Al agregar acetona al protocolo se alcanzo la descelularizacion completa.
Otros métodos, como la deshidratacion 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 mas 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 hipertonicas no produce
cambios significativos en la MEC. (Mangold et al., 2015) Sin embargo, al agregar
nucleasas al proceso, se encontrd una alteracién importante de colageno, elastina,
laminina y fibronectina. En otro estudio (Uzarski et al., 2013) encontraron que las
soluciones hipertonicas provocan disrupciones en la membrana basal de 5 a 10
micrometros de ancho. Por otro lado, Goktas et al., no reportan alteraciones al utilizar
la misma solucion. (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 encontr6 que
el detergente SDS no provoca dafios 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 triton X-100 es agresivo con la membrana basal, produciendo
disrupciones de la misma. (Uzarski et al., 2013) Ademas, es el agente con mayor

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

Si se combinan detergentes es mayor el dafio a los componentes de la MEC. Mangold
y et al., encontraron que al combinar SDS con Triton e IGEPAL-CA630, se afecta de
manera importante el colageno, elastina, laminina y fibronectina. (Mangold et al.,

2015)
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Por otro lado, la descelularizacion con etanol al 4% afecta en menor medida los
componentes de la MEC. (Hoenicka et al., 2013) Sin embargo, no queda claro si existe

dafio significativo.

Hacen falta estudios que analicen de manera especifica el coldgeno I, IV, y elastina.
La evidencia indica que el triton X-100 es mas 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 mecanico
El método de diseccion y el agente utilizado para la descelularizacion pueden alterar

el perfil mecénico de las venas umbilicales.

Daniels ef al. (Goktas et al., 2014), encontraron que las venas disecadas de forma
automatizada soportan mayor presion 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 retencion de sutura (2.03 = 0.13 N vs 1.68 £ 0.52 N).(Daniel et al., 2005) Sin
embargo, la presion méaxima de ruptura disminuy¢ al descelularizar las venas. Por otro

lado, no alter6 negativamente la compliancia, ni la retencion de la sutura.

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

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

descelularizacion con solucion hipertonica o con solventes no altera significativamente
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este parametro. Sin embargo, cuando se utilizan los detergentes se observa un aumento

significativo. (Mangold et al., 2015)

Dentro del rango fisiologico (80 - 120 mmHg), el mddulo elastico de las venas
descelularizadas es menor que el de las venas fijadas con glutaraldehido (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 s6lo se remueve el endotelio mediante deshidratacion por gas o con

soluciones hipotonicas 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.

31



CAPITULO 3

PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA
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CAPITULO 3

PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Existe una necesidad de injertos vasculares de pequefio didmetro. Las enfermedades
cardiovasculares son un grave problema de salud publica que genera altos costos y la
revascularizacion es el procedimiento invasivo que mas se realiza asociado a estas

enfermedades.

Los injertos autélogos se mantienen como la mejor opcion, pero en ocasiones no es
posible utilizarlos. Ademas, su uso implica un aumento de morbilidad y eleva el tiempo

y costo de hospitalizacion.
La técnica de descelularizacion es una opciodn para proporcionar injertos vasculares de

pequefio didmetro. Sin embargo, no existe consenso sobre cual método de

descelularizacion es mas eficaz para vasos sanguineos humanos.
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CAPITULO 4

JUSTIFICACION
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CAPITULO 4

JUSTIFICACION

La creacion de vasos sanguineos por ingenieria tisular representa una alternativa para

solucionar la necesidad de injertos vasculares.

La técnica de descelularizacion es un método eficaz para obtener conductos vasculares
que pueden ser utilizados posteriormente como injertos. Sin embargo, no es claro cudl

protocolo es el mejor para arterias umbilicales.

En nuestra Facultad de Medicina y Hospital Universitario “Dr. José Eleuterio
Gonzalez” existe un Banco de Huesos y Tejidos, lo que facilitaria la obtencion,
conservacion y distribucion de injertos vasculares y genera la posibilidad de

proporcionar el material para su implementacion en la practica clinica.
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CAPITULO 5

ORIGINALIDAD
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CAPITULO S

ORIGINALIDAD

Se utilizaron las arterias umbilicales para determinar el mejor método de
descelularizacion de vasos de pequefio calibre. Estas arterias son un recurso poco

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

Ademas, existe informacion limitada sobre los efectos de la descelularizacion 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 Triton
X-100. Nosotros comparamos las dos técnicas utilizando las concentraciones de 0.1%
y 1% para el SDS y de 1% para el Triton con el fin de determinar cudl técnica es la

mas Optima para descelularizar arterias umbilicales humanas.
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CAPITULO 6

HIPOTESIS
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CAPITULO 6

HIPOTESIS

1.- El protocolo de descelularizacion con SDS tendra mayor efectividad que el de

Tritén X-100 en eliminar el material celular de arterias humanas de pequefio calibre.
2.-La matriz extracelular de arterias humanas de pequefio didmetro sufrird menos

dafios con el protocolo de descelularizacion de SDS en comparacion con el protocolo

de Triton X-100.
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7.1 Objetivo general

7.2 Objetivos especificos

CAPITULO 7

OBJETIVOS
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CAPITULO 7

OBJETIVOS

7.1 Objetivo general

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

7.2 Objetivos especificos
a) Obtener muestras de arterias umbilicales.
b) Evaluar las caracteristicas morfologicas de las arterias umbilicales.
¢) Demostrar el efecto de la descelularizacion de las arterias umbilicales mediante
los protocolos de sodio dodecilsulfato (SDS) y Triton X-100.
d) Evaluar y comparar las caracteristicas morfoldgicas de los conductos

vasculares descelularizados.
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CAPITULO 8

MATERIAL Y METODOS

8.1 Tipo de estudio
8.2 Disefio de estudio
8.3 Consideraciones éticas
8.4 Caracteristicas y criterios de la poblacion
8.4.1 Criterios de inclusion
8.4.2 Criterios de exclusion
8.4.3 Criterios de eliminacién
8.5 Tamafio de la muestra
8.6 Lugar de referencia
8.7 Obtencion de arterias umbilicales
8.8 Caracterizacion morfoldgica de los segmentos arteriales
8.8.1 Técnica histologica
8.8.2 Tinciones
a) Hematoxilina y Eosina
b) Tricrémico de Masson
¢) Método de Verhoeff + Tricromico de Van Gieson
d) Tincion de Acido Peryédico de Schiff (PAS)
e) Tincion de DAPI
f) Inmunohistoquimica para colageno I y IV

g) Inmunohistoquimica para presencia de laminina
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8.9 Descelularizacion de arterias umbilicales
8.10 Analisis morfologico
8.11 Evaluacion morfométrica

8.12 Analisis estadistico
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CAPITULO 8

MATERIAL Y METODOS

8.1 Tipo de estudio

Experimental

8.2 Diseiio de estudio

Transversal y comparativo

8.3 Consideraciones éticas

El protocolo de investigacion fue sometido y aprobado por el comité de ética e
investigacion de la Facultad de Medicina y Hospital Universitario “Dr. José Eleuterio
Gonzalez” con la clave de aprobacion AH15-006.

Los cordones umbilicales fueron obtenidos de forma anénima y no se recolectd ningiin

tipo de informacion de la paciente o el producto.

8.4 Caracteristicas y criterios de la poblacion

Se disecaron 14 arterias umbilicales obtenidas de 7 cordones umbilicales obtenidos del
servicio de obstetricia del Hospital Universitario Dr. José Eleuterio Gonzalez. Se
utilizé técnica de microdiseccion manual llevada a cabo en el laboratorio de anatomia
macroscopica del Departamento de Anatomia Humana de la Facultad de Medicina de

la UANL.
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8.4.1 Criterios de inclusion

Se incluyeron arterias umbilicales procedentes de cordones umbilicales de embarazos
normoevolutivos, sin complicacién alguna en la madre o el producto durante la
gestacion o el parto y con una edad gestacional de término (37-42 semanas de

gestacion contadas desde la fecha de ultima menstruacion).

8.4.2 Criterios de exclusion
Se excluyeron los cordones umbilicales si se encontraba alguna alteracion estructural

en la placenta o cordon umbilical o si requeria estudio patologico adicional de la pieza.

8.4.3 Criterios de eliminacion
Se eliminaron las arterias que se lesionaron durante el proceso de diseccion del cordon
umbilical o cuando se cometiera algun error en el procesamiento de descelularizacion

o de técnica histologica.

8.5 Tamaiio de la muestra

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

8.6 Lugar de referencia

El presente estudio se llevo a cabo en el Laboratorio de Anatomia Macroscopica
(LAM) “Dr. med. Ramiro Montemayor Martinez” del Departamento de Anatomia
Humana de la Facultad de Medicina de la Universidad Autonoma de Nuevo Leon
(UANL) en conjunto con el Laboratorio de Histologia y el Servicio de Obstetricia del

Hospital Universitario Dr. José Eleuterio Gonzalez de la misma institucion educativa.
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8.7 Obtencion de arterias umbilicales

Los cordones umbilicales fueron obtenidos en el servicio de Obstetricia del Hospital
Dr. José Eleuterio Gonzalez de la Facultad de Medicina de la UANL y transportados
de inmediato al Laboratorio de Anatomia Macroscopica para ser procesados sin
exceder 24 horas en almacenamiento. Se utilizé técnica de diseccion 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 dividian en 4 segmentos de aproximadamente 5 centimetros y luego se
almacenaron tres de ellos en PBS (pH 7.4) a 4° centigrados para procesamiento
posterior y el segmento restante fue almacenado en paraformaldehido (PFH) al 4%

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

Figura 4. Cordon umbilical antes de la diseccion. Se visualiza un cordéon umbilical

integro para su diseccion 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 patron tortuoso posterior a retirar la gelatina de Wharton.

Figura 6. Separacion 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 Caracterizacion morfolégica de los segmentos arteriales

8.8.1 Técnica histologica

Fijacion. Este proceso implica la detencion de los procesos de autolisis que se llevan
a cabo mediante las enzimas hidroliticas del tejido obtenido durante la toma de la
muestra, ademas de detener la autolisis. El fijador utilizado es uno de los méas comunes,
el formaldehido, el cual se utiliza en diluciones variadas y en combinacion con otras
sustancias quimicas y amortiguadores. Este preserva la estructura general de la célula
y de los componentes extracelulares al reaccionar con los grupos amino de las
proteinas (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 proteinas, por lo que estas conservan su capacidad de reaccionar
con anticuerpos especificos, esta propiedad es vital para las tinciones de
inmunohistoquimica, este compuesto es un mal fijador de membranas, debido a que

no reacciona con los lipidos.

Inclusion. Se utiliza un centro de inclusion. 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 infiltracion con un medio que provea cierta dureza ante el filo
de una navaja. Estos medios son conocidos como medios de inclusion, 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 deshidratacion, por el cual se elimina toda el agua junto con

el medio fijador utilizado. Este paso es vital para que el medio de inclusion actué de
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forma adecuada y alcance la dureza requerida. Para esto, se utilizan liquidos
deshidratadores en los cuales se sumergen las muestras. Debido a que utilizamos
parafina como medio de inclusidon, las muestras se deben deshidratar en bafios
sucesivos de concentraciones crecientes de alcohol etilico. Para nuestras muestras, los
siguientes pasos deben realizarse:

1.- Alcohol etilico al 70% 12 horas

2.- Alcohol etilico al 70% 12 horas

3.- Alcohol etilico al 95% 1 hora

4.- Alcohol etilico al 95% 1 hora

5.- Alcohol etilico al 100% 1 hora

6.- Alcohol etilico al 100% 1 hora

Después de que las muestras se hayan deshidratado completamente, continta la
aclaracion, 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 inclusion se utiliza la parafina (hidrocarburos saturados provenientes de la
destilacion de petréleo) la cual es solida a temperatura ambiente y hierve a los 300° C,
emitiendo vapores inflamables. La penetracion de la parafina al interior de los tejidos
se efectia cuando estd en su estado liquido, que se obtiene manteniendo la parafina en
una estufa de inclusioén con temperatura 2 - 4° C por encima de temperatura ambiente.
La parafina se coloca en 3 recipientes y se pasan los tejidos por estos para asegurar
una infiltracion Optima. Para nuestras muestras, se recomiendan los siguientes

tiempos:
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1.- Primer bafio de parafina 1 — 1.5 horas
2.- Segundo baio de parafina 1 — 1.5 horas

3.- Tercer bano de parafina 1 — 1.5 horas

La formacion de bloques se efectia empleando moldes (metalicos o de plastico) en el
cual se coloca la muestra de tejido, orientada correctamente para facilitar la obtencion
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 congelacion para formar bloques de parafina listo para

Su uso.

Microtomia. El proceso de microtomia se lleva a cabo utilizando un micréotomo 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 micrétomo tiene varios sistemas para asegurar y
controlar la posicion 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 microtomo 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 bafio de flotacion

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

coloracidn.
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8.8.2 Tinciones

a) Hematoxilina y Eosina.

La tincion de Hematoxilina y Eosina (HyE) es la cominmente usada en tinciones
histoldégicas. Su popularidad se basa en su simplicidad comparativa y capacidad de
demostrar claramente un enorme nimero y arreglo de diferentes estructuras de tejidos,
dandole una alta capacidad de contraste entre los componentes nucleares y

citoplasmaticos.

El procedimiento para la tincion 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 inmersion répida en el alcohol acido

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

7.- Proceder a hacer 2 inmersiones rapidas 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 tifie de azul-negro-violeta el nicleo mostrando buenos detalles
intranucleares mientras que la eosina tifie el citoplasma celular y tejido conectivo en

varias tonalidades de rosa, rojo y naranja.

b) Tricrémico de Masson.

La tincidn de Tricroémico de Masson se utiliza para identificar y diferenciar las fibras
que conforman el tejido conjuntivo, principalmente las de coldgeno, y permite
diferenciarlas de las fibras musculares en algunos tumores o también es posible

detectar crecimiento fibrotico en parénquima, dando el lugar a una patologia.

El procedimiento para la tincion de Tricromico de Masson es el siguiente:
1.- Desparafinar en horno 56-60° 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 56° 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 solucion de Hematoxilina férrica de Weigert durante 10min. (es un
colorante anidnico)

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

8.- Enjuagar con agua destilada

9.- Tenir con la solucién Fucsina-Escarlata de Biebrich por 1 min (es un
colorante anidnico)

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

11.- Observar al microscopio la intensidad de coloracion. Volver a repetir pasos
9 y 10 si es necesario

12.- Colocar en solucién de Acidos Fosfomolibdico-Fosfotiingstico durante 10
min (solucidn aniodnica, actiia como mordiente y diferenciador)

13.- Enjuagar con agua destilada

14.- Tefiir con azul de Anilina por 1 min

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

16.- Observar al microscopio la intensidad de coloracion. 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 solucion Acido 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 entellan

Los nucleos se tifien de color morado oscuro. El citoplasma y las fibras musculares de

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

¢) Método de Verhoeff + Tricromico de Van Gieson

La tincidon de Verhoeff-Van Gieson es utilizada para identificar las fibras eldsticas de
manera especifica en un tejido biologico. Forma enlaces catidnicos, anidonicos y no
16nicos con la elastina, el constituyente principal del tejido eléstico fibroso. La elastina
tiene una afinidad fuerte por el complejo hierro-hematoxilina formado por los
reactivos en la tincion y por lo tanto la retendrd mucho mdas tiempo que otros
componentes del tejido, por lo que aparecera tefiida, mientras los otros elementos
aparecen poco coloreados. El uso de tiosulfato de sodio remueve el exceso de iodo y

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

El procedimiento para la tincion de Verhoeff-Van Gieson es el siguiente:
1.- Desparafinar y llevar los cortes hasta agua destilada
2.- Introducir los cortes en la solucion de tincidon por 15-30 min

3.- Lavar en agua corriente
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4.- Diferenciar en la solucion acuosa de Cloruro Férrico al 2% por 1-2 min, o
hasta que las fibras aparezcan en color negro sobre un fondo grisaceo pero
muy palido

5.- Enjuagar en agua destilada

6.- Lavar en alcohol al 96% por 1min para remover cualquier coloraciéon o
residuos de iodo

7.- Contrastar en Eosina haciendo 6 inmersiones, o con la solucion de Van
Gieson por 5 min

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

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

Las fibras elasticas y los nucleos celulares se tifien de negro en la técnica de Verhoeft
original. Cuando se utiliza como contra-tincion la técnica de Van Gieson es posible
diferenciar al coldgeno de los otros tipos de tejido conectivo logrando asi que las fibras
de colageno se observen de color rojo, fibras elasticas de color negro, otros elementos
del tejido incluyendo fibras musculares y el citoplasma de color amarillo y los ntlicleos
de color negro o marrén Evaluaciéon de presencia de fibras elasticas mediante

visualizacion directa en microscopia de luz.

d) Tincion de Acido Peryédico de Schiff (PAS)

La tincidén de acido peryddico de Schift se utiliza para demostrar la presencia de
polisacaridos simples a complejos y polisacaridos fuertemente sulfatados. La técnica
se basa en la oxidacion de los grupos hidroxilos en los carbohidratos mediante el dcido

peryodico (HsIOg) lo cual lleva a la formacion de aldehidos libres y el rompimiento
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del enlace carbono-carbonos adyacentes para que posteriormente estos grupos

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

El procedimiento para la tinciéon de Acido Peryodico de Schiff es el siguiente:

1.- Hidratar los cortes hasta agua destilada

2.- Sumergir los cortes en solucion del acido peryoddico 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 palido

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 4cido 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 polisacaridos se observan de color rosa-magenta.

e) Tincion 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 repeticion A=T en los
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cromosomas. Ademas, no es visible cuando se utiliza con un microscopio de luz. Puede
ser utilizado en células vivas o fijadas. La técnica de tincion con DAPI es
especialmente adecuada para el recuento celular.

DAPI emite luz azul para marcar cromosomas.

f) Inmunohistoquimica para colageno Iy IV

Analizar por inmunohistoquimica el colageno tipo I y IV. Se sigui6 el protocolo para
realizar inmunohistoquimica con anticuerpos monoclonales contra colageno tipo I, en
un titulo de 1:50 y colageno tipo IV en un titulo de 1:50. La omision del anticuerpo
fue considerado control negativo y se utilizé 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 siguio el protocolo para realizar inmunohistoquimica con anticuerpos monoclonales
en un titulo de 1:20. La omision del anticuerpo se considerd control negativo y se
utilizé piel humana como control positivo. Se usaron anticuerpos de control IgG1 e

IgG2 para verificar la especificidad de los anticuerpos.

8.9 Descelularizacion de arterias umbilicales

Las arterias umbilicales fueron descelularizadas utilizando métodos similares a otros
descritos previamente. Se realizod una revision de la literatura con el que se determin6
utilizar los detergentes SDS a concentracion de 0.1% y 1%; y Triton X 100 a

concentracion de 1%. (Figura 7)
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Descelularizacion SDS Descelularizacion Triton X-100

1) 2 Ciclos en Buffer Hipoténico 1) Solucién de tritén al 1%
En PBS y suplementado con 1% de
|: Buffer hipotonico (10mM tris; pH 8.0) a 4°C penicilina/estreptomicina y 2% de
por 24 h. anfotericina por 24 horas.

II: Buffer hipoténico con 0.01% 6 1% de SDS a

37°C por 24 h + inhibidores de proteasa 2) Lavado
(Aprotinin, 10 KIU mLy 0.1% EDTA). Tres lavados en DPBS, cada uno de 30

minutos de duracion.

2) Incubacién
En Buffer (50 mM tris-Hel, 10mM MgCl., 50 mg 3) Incubadacién

albomina de suero bovino) con DNAasa (50 En Buffer (50 mM tris-Hel, 10mM MgCl-_;.

UlmL) y RNAasa (1U|mL) por tres horas. 50 mg albumina de suero bovino) con

DNAasa (50 UlmL) y RNAasa (1U|mL)

3) Lavado Hiperténico por res horas.

Buffer hipertonico (1.5 NaCl en 0.05M tris-HCI)
por 24 ha 37°C,
4) Lavado final

4) Lavado Final

Figura 7. Pasos clave de los protocolos de descelularizacion con SDS y Triton X-

100.

Brevemente, el protocolo de SDS consistio en sumergir las arterias en tubos Falcon de
50 ml con buffer hipoténico (10 mM tris; pH 8.0) a 4°C por 24h y posteriormente a un
ciclo en buffer hipotonico (pH 7.4) con 0.1% 6 1% (peso/volumen) de SDS a 37°C por
24 h, con agitacion 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 seguia con incubacién 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 albimina de suero bovino, a pH de 7.6) por 3h a 37°C. Después
de esto cada uno se sumergian en un buffer hipertonico (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
solucion salina amortiguada con fosfato de Dulbecco (DPBS) a 4°C por 30 minutos,

en agitacion constante y seguido de dos lavados de 24 h. El protocolo de Tritén X-100
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se realizaba sumergiendo las arterias en PBS en constante agitacion con 1% de triton
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 MgCI2, 50 microgramos * mL-1
albiimina 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 agitacion constante y por ultimo dos lavados
de 24 h. Al finalizar los protocolos de decelularizacion, las arterias eran almacenadas

en PFH al 4% para procesamiento posterior.

8.10 Analisis morfologico

Los resultados obtenidos con las tinciones de hematoxilina y eosina, tricromico de
Masson, Verhoeft Van-Gieson y PAS fueron evaluados cualitativamente por
microscopia optica con ayuda del software Qcapture para Windows 10 para la

visualizacioén y toma de microfotografias.

Las laminillas tefiidas con DAPI se evaluaron de forma cualitativa mediante el uso de
microscopia de fluorescencia con ayuda del software Qcapture para Windows 10 para

la visualizacion y toma de microfotografias.

Las muestras tefiiddas para inmunofluorescencia de colageno tipo IV y tipo I se
evaluaron de forma cualitativa con el uso de microscopia de fluorescencia con ayuda
del software Qcapture para Windows 10 para la visualizaciéon y toma de

microfotografias.
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8.11 Evaluacion morfométrica

Las morfometrias fueron realizadas con el software Image]J. Se evalu6 el diametro
(Figura 8) del vaso y el grosor (Figura 9) de la pared vascular. Se tomaron cinco
medidas y se calculd la media en cada caso. No se tomd en cuenta la adventicia, por

encontrarla muy irregular.

Figura 8. Medicion de diametro del vaso. Imagen representativa de las lineas que se
trazan en multiples ejes hasta la tunica media, utilizando el software Imagel, para

calcular la media del diametro total del vaso debido a su forma irregular
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Figura 9. Medicion del grosor de la pared. Imagen representativa de las lineas que
se trazan en multiples ejes sobre la tinica intima y media, utilizando el software

ImagelJ, para calcular la media del didmetro total del vaso debido a su forma irregular

8.12 Analisis estadistico

Los resultados de la microscopia dptica y de fluorescencia fueron evaluados de forma
cualitativa por dos observadores. Para las morfometrias se tomo el valor promedio de
las cinco mediciones y se realizo la prueba de Kolmogorov-Smirnoff para determinar
la normalidad y en base a esto se decidi6 utilizar la prueba T de student para buscar

diferencias tomando como significativo un valor de p de <0.05.
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CAPITULO 9

RESULTADOS

9.1 Caracteristicas morfoldgicas

Las arterias umbilicales del grupo control fueron tefiidas para evaluar la presencia de
material celular y nuclear, fibras de coldgeno, fibras elasticas y GAGs de la matriz
extracelular (MEC) (Figura 10). Al descelularizar las arterias umbilicales con SDS al
0.1%, SDS al 1% y Triton X-100 al 1% no se distinguia material celular ni nuclear
remanente, observandose poros donde estaban previamente las células. Sin embargo,
se encontraron restos nucleares en las arterias descelularizadas con Triton X-100 con

la técnica de fluorescencia DAPI (Figura 11).

La tincién de Tricromico de Masson mostrd que el colageno de la MEC se conserva
en las arterias umbilicales tras la descelularizacion, aprecidndose atenuado en las
arterias tratadas con Triton X-100 (Figura 10). Al analizar mediante
inmunohistoquimica el coldgeno tipo [ y colageno tipo IV se confirmé la persistencia
de estos tras la descelularizacion (Figura 12), con una afectacién apreciable en las
arterias tratadas con Triton-X100. La tincion de inmunohistoquimica para laminina

evidencio persistencia de esta proteina al descelularizar las arterias umbilicales.

Con respecto a la elastina, se evalud la presencia de fibras elasticas con la tincidon de
tricromico de Van Gieson tras descelularizar las arterias umbilicales. Se encontrd una
atenuacion apreciable de las fibras eldsticas en las arterias descelularizadas respecto a

las arterias del grupo control, que parece ser mayor en las arterias tratadas con Triton
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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).

Triton 1%

Figura 10. Tinciones histologicas con microscopia de luz. Las técnicas histologicas
se dividen por filas. Las arterias umbilicales se tifien con hematoxilina y eosina (H &
E), Tricromico de Masson (MT) (el coldgeno se tifie de azul), Tricromico de Van
Gieson (TVQ), y la histoquimica con &cido peryodico Shiff (PAS, glicosaminoglicanos
complejo son tefiidos de rosa). Los grupos se dividen por columnas como control,
sodio dodecilsulfato (SDS) 0,1%, SDS 1% y Triton X-100 1%. Microscopia de luz a

10x de potencia.
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Control SDS 0.1%

Triton 1%

Figura 11. Tincion de inmunofluorescencia con DAPI. en los grupos control y
descelularizacion. Tincion de inmunofluorescencia DAPI (los restos nucleares se tifien
de azul brillante). Microscopia de fluorescencia a 10x de potencia. Las flechas blancas

muestran nacleos o restos nucleares.

65



Control SDS 0.1% SDS1% Triton 1%
B =
- .
g =)
3 z
(&)
‘-a; 2 1 - I:’ 'y ",“' :
OV )/ )y "
> B G \\R | ad 2/ i 4
= './‘. ‘ ! A e S5
g A : AOA N
3162 e e
&R N IR O AR
oo O o )
.\ N :-) )\ i 4 o v
X ‘ :
J E e /: v
R/
S )
5|5 ’
1 Y N
o |

Figura 12. Inmunohistoquimica de coldgeno y laminina. Las inmunohistoquimicas
fueron divididas por filas para colageno tipo I (collag I), coldgeno tipo IV (collag IV)
y laminina. Los grupos se dividen por columnas como control, sodio dodecilsulfato
(SDS) al 0.1%, SDS al 1% y Tritéon X-100 al 1%. Microscopia de luz a 40x de potencia.

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

nucleares; * indica el lumen arterial.

9.2 Morfometrias

Los diametros luminales de las

significativas una vez descelularizadas (Tabla 2). El didmetro promedio de las arterias

arterias umbilicales no mostraron diferencias




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 Triton 1%,

respectivamente.

Por otro lado, se encontré una disminucion significativa en el grosor de la media al

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

El grosor promedio de la tinica media de las arterias del grupo control fue de827.9 +

48.14 micrémetros vs 664.42 + 32 micrdmetros; 664.5 + 81.59 micrometros; y 694.3

+ 86.6 micrémetros de los grupos SDS 0.1%, SDS 1% y Triton X-100,

respectivamente.

La base de datos de morfometrias se encuentra en la seccidn de anexos.

Tabla 2. Morfometria de las arterias umbilicales en grupos control y descelularizacion.

Parametro Control SDS p SDS p Triton p
0.1% 1% 1%
Diametro 1.87 1.83 1.9 1.86
0.59 0.781 0.81
M £DE +0.12 +0.10 +0.13 +0.14
Grosor 827.9 664.42 664.5 694.3
0.012* 0.015* 0.02*
M+ SD +48.14 +74.32 +81.59 + 86.6

Didmetro expresado en milimetros (mm), grosor en micrometros (um); M: Media; DE:
Desviacion estandar, mm: milimetros; pm: micrémetros; *: valor estadisticamente

significativo (p <0.05).
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CAPITULO 10

DISCUSION

Los vasos del cordon umbilical son una fuente potencial para desarrollar injertos
vasculares. Las venas umbilicales han sido ampliamente estudiadas con diferentes
métodos de descelularizacion. Por otro lado, aunque las arterias umbilicales se han
estudiado en el pasado con fines de reconstruccion microvascular, (Hwa-Shain et al.,
1984) solo recientemente se ha estudiado la posibilidad de utilizarlas como injertos

vasculares.

En el presente estudio se decididé comparar la eficacia de dos protocolos de
descelularizacion distintos, ambos con buena evidencia de eficiencia en la literatura.
Son los detergentes SDS y Triton X-100, en concentracion de 0.1% y 1%,

respectivamente.

Encontramos que, con respecto a la celularidad de las arterias umbilicales, los nlicleos
fueron eliminados con ambas concentraciones de SDS (0.1% y 1%). Sin embargo,

cuando se utilizo Triton X-100 (1%) aun se aprecian nucleos 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 Triton-X100 en las arterias umbilicales.
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La persistencia de material nuclear en los segmentos arteriales tratados con Triton X-
100 se corrobord al utilizar la tincidon 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. Esté 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 asi en el caso de triton, que aun es posible reconocer material nuclear

remanente.

El colageno es abundante en las arterias umbilicales. Encontramos que
cualitativamente la tincidon se aprecia con menor intensidad al descelularizar las
arterias, y en mayor medida al utilizar triton. Estan reportados dafios en el coldgeno al
utilizar SDS al 1%.(Tuan-Mu et al., 2014) Sin embargo, esto es controversial ya que
estd reportado que la combinacion de SDS + CHAPS no afecta al colageno tipo I ni al
tipo IV. No se encontré mas informacion con respecto a subtipos de coladgeno en la
literatura evaluada. Sin embargo, Wilshaw et al., (Wilshaw ef al., 2012) encontraron
pérdidas del coldgeno tipo IV al descelularizar con SDS arterias femorales humanas.
Nosotros describimos una pérdida similar en las fibras de coldgeno tipo 1V, que

coinciden con los resultados de Wilshaw et al.

Las arterias umbilicales no cuentan con laminas elasticas interna ni externa claramente

definidas. Encontramos que las fibras elasticas se aprecian cualitativamente

disminuidas al utilizar los detergentes para descelularizar, en mayor medida con SDS
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al 1% y Triton. Hay reportes en la literatura de disminucion de la elastina al
descelularizar con SDS + CHAPS. (Gui et al., 2009) Sin embargo, Mallis et al.,
seflalan que se conserva al utilizar un protocolo de descelularizacion similar. (Mallis

etal., 2014)

Las arterias umbilicales son ricas en GAGs. Estos disminuyen al descelularizar con
cualquiera de los métodos, pero de manera mas notoria con los protocolos de SDS al
1% y Tritobn 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 encontro preservada principalmente con SDS
al 0.1. Con SDS al 1% y con tritdn en cambio no se apreciaba claramente. No hay mas
reportes sobre este componente en la literatura por lo que hacen falta mas estudios para

evaluar cuantitativamente esta proteina.

Con respecto a las morfometrias en arterias umbilicales, no se encontraron diferencias
en el diametro al comparar entre grupos. Por otro lado, el grosor se encontro
disminuido significativamente tras aplicar la descelularizacion con SDS y con Triton.
Estos resultados no hablan de que la estructura morfolégica tridimensional de las
arterias umbilicales se conserva tras la descelularizacion. Por otro lado, la disminucion
en el grosor de la media puede ser a causa de la desaparicion de las células musculares.
Sin embargo, es posible que también sea debido a un dafio en las proteinas

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

claramente su integridad estructural.
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CAPITULO 11

CONCLUSIONES

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

1. Las arterias umbilicales contienen abundante coldgeno y glucosoaminoglicanos

(GAGs), y menor proporcion de elastina.

2. El detergente sodio dodecilsulfato (SDS) a concentracion de 0.1% es el més eficaz
para eliminar material celular, respetando en mayor medida la matriz extracelular

(MEQ).

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

MEC, dafiando al colageno y elastina, y en mayor medida a los GAGs.

4. El Triton 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 dafio a la MEC aumenta en relacion con la concentracion de los detergentes.
Esto es crucial para mantener el equilibrio entre eliminacion de células y dafio a la

MEC.

6. Los detergentes utilizados en el estudio no afectan el didmetro 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 morfologica al sitio donde se va a

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

8. Por otro lado, se encontré una disminucion significativa del grosor de la pared
vascular de las arterias umbilicales, que podria ser explicado en parte por la

eliminacion de células musculares.

9. Concluimos que el protocolo de descelularizacion con SDS al 0.1% es superior
que los protocolos de SDS al 1% y Triton X-100 al 1%, con respecto a la
eliminacion de material celular y respeto de los componentes principales de la

MEC.
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There is an increasing demand of small-diameter vascular
grafls jor treatment of circulatory pathologies. Decellular-
ization offers the possibility of using human blood vessels
as scaffolds 1o create vascular graits, Umbilical vessels have
great potential because of their availability and morphologi-
cal characteristics. Various decellularization techniques have
been used in umbilical vessels, but consensus on which is the
mast appropriate has not yet been reached. The objective of
this review is lo analyze the morphological and biomechani-
cal characteristics of decellularized human umbilical arteries
and veins with different techniques. Evidence indicates that
the umbifical vessels are a viahle option 1o develop small-
diameter vascular graits. Detergents are the agents most often
wsed and with most evidence. However, further studies are
needed 1o accurately analyze the components of the extracel-
Tular matrix and biomechanical characteristics, as well as the
capacity for recellularization and in vive functionality, ASAIO
Journal 2018; 64:575-580.

Key Words: vascular grait, decellularization, umbilical arfery,
umbslical vein, tissue engincering

C.mhovascuhr diseases are the leading cause of death
worldwide and ate estimated 1o hold this position by 20307
Atherosclerosis and endothelial dysfunction are the maln etiol-
ogy.” * When circulatory obstruction is present, surgscal revas-
cularization procedures such a5 stent placement, angloplasty,
or vascular grafting are performed. A graft redirects blood cir-
culation, bypassing an obstruction, They are classified accord-
Ing 1o their origin as autologeus. allogeneic, xenogeneic, of
prosthetic.* When the diameser is less than 6mm, they are
considered srall-caliber grafts” When selecting a wraft, it is
Impontant to consider morphological similarity between the
gratt and the vessel whare it will be placed to optimize long-
term perreability.” Anologous grafts repeesent the mest efiec.
tive option foe small-diameter vessels. However, they are not
always available or do not have the required characteristics.*
In these cases, vascular prostheses are of linke use because
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of thelr high Incidence of thrombogenic events due to the
absence of endothelium.™ Therefore, the search for an ideal
graft for smali-diameter vessels is still ongoing.

Different medhods have been proposed 10 develop subisy-
tutes for smalb-diameter vessels. Synthetic prostheses coated
with endathelial cells, vascular collagen analogs, biodegrad-
able polymer condults, and deceliularized blood vessels are
examples.”! Decellularized blood vessels maintain their three-
dimensional structure and have reduced imsmunogenicity. Their
biomechanical properties are superior 1o synthesic materials,
with bottor functionality and adaptation. ' '* These advantages
have Increased the interest in the use of this method.

The purpose of decellularization is to remove all cellular
and nuclear malerials from the blood wesel without causing
damage 1o the extracellular mateix (ECM)L" ECM is entical for
cell adhesian. migration, and prolderation, as well as adap-
tive tissue responses.' It has the potential 1o serve as a scaf-
fold to develop a vascular graft. Decellularization techniques
may invohe physical," ' biological, ™ and chemical meth.
ods, %™ often combining different parts of these.

Physical methads include freezethaw cycles, agitation, and
mechanical pressure. These ate meely sufficiont by themselves,
but they faciliate cell membrane rupture. Biological ey,
onzymes) and chemical (e.g., detergents) techniques end 10
damage the cell membrane and break down intra- and extra-
cellular bonds."” The ideal technique varies depending on the
type of tissue and the species of oeigin®’

There is no agreement on which is the best decellufarization
technique for blood vessels. In most studies, the decellulariza-
tion technique or blood vessel selection i not warranted. In
addition, many studies use blood vessels onginating from other
animal species, which may lead to misinserpeotations of results
that may not be applicable 1o clinical peactice. For instance,
it has been described that prosthetics and saphenous grafts
used in humans do not undergo re-endothelization becauso of
their length. Animal models use shart-length vessels that can
undergo remodeling due 1o trans-anastomotic re-endathelial-
ization, a phepomenon absent in hurman vessels.™®

Umbilical vessels are a promising option for the develop-
ment of vascular grafts, They have a diametor suitable to be
used as small-diameter grafts, and lack branches, """ They
are easy to obtain and highly available. Most centers dispose
of tho umbilical cords as biological tissue. In 2015, almost 4
million births were registered in the United States alone. ™ This
makes vessels an easily obtainable resource,

A comparison of the difierent decellularization technigques
far human blood vessels is therefore needed to aid in the tech-
nique selection. The abjective of this review is to analyze the
morphology and bsomechanics of decellularized umbilical
vessels with different sechniques
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