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LISTA DE ABRIEVATURAS 
 
 

mm: milímetros. 
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vs: versus 

Dr: Doctor 
 

UANL: Universidad Autónoma de Nuevo León. 
 

E.: Eleuterio 
 

USA: United States of America. Estados Unidos de América 
 

c/u: cada uno.  

LNP: Lesión de nervio periférico 

NPH: Nervio periférico humano 

HYE: Hematoxilina y eosina 

TCM: Tricrómico de Mason 

PAS: Ácido Periódico de Schiff 

MEC: Matríz extracelular 

CMM: Células madre mesenquimales 

CtS: Células tipo Schwann 

VIH: Virus de Inmunodeficiencia Humana 

RPBI: Residuo Peligroso Biológico Infeccioso 

PBS: Buffer Fosfato Salino 
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I 

 
 

RESÚMEN. 
 
 
 
 

INTRODUCCIÓN. 
 

La lesión de nervio periférico (LNP) humano resulta en una interrupción parcial o 

total de la fisiología normal del nervio y es una de las causas más frecuentes de 

pérdidas sensitiva y motor que impactan negativamente en la productividad de los 

adultos jóvenes. El “gold standard” de tratamiento quirúrgico son los autoinjertos 

de nervio, no obstante éstos se caracterizan por contar con una disponibilidad y 

longitud limitadas,  morbilidades del sitio donante, neuromas e incluso tener 

pérdidas axonales y/o necrosis parcial.  

 
 

OBJETIVO. 
 

Este estudio tuvo el objeto de desarrollar un aloinjerto de nervio 

descelularizado humano. 
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MATERIALES Y MÉTODOS. 
 

Ensayo in vitro: experimental, analítico, longitudinal, prospectivo y 

comparativo. Para este estudio, se obtuvieron siete tejidos de NPH (nervio 

periférico humano), remanentes de procedimientos quirúrgicos de pacientes 

adultos, de al menos 20 mm de longitud, aparentemente sanos, sin distinción 

de género que voluntariamente aceptaron donar su nervio. A cinco nervios se 

les realizo el protocolo de descelularización y dos se procesaron como 

controles. Para el análisis histológico, se trataron mediante la técnica 

histológica convencional, obteniendo cortes longitudinales y axiales de las 

zonas distal y proximal. Se realizaron tinciones de hematoxilina y eosina (HYE), 

Tricrómico de Masson (TCM) y ácido periódico de Schiff (PAS).  

Los cortes histológicos fueron analizados mediante microscopía óptica, 

se tomaron fotografías y fueron procesadas a través del programa Image J, 

para evaluar el proceso de descelularización y analizar el grado de 

conservación de los componentes de la matriz extracelular (MEC). Para el 

análisis estadístico se utilizaron los softwares SPSS, Graph Pad Prism; y 

ANOVA para determinar la diferencia entre las medidas de los diferentes 

grupos. 

 
RESULTADOS. 

 
Al finalizar el estudio se encontraron diferencias entre las tres diferentes 

regiones de las muestras, en las que se observan conservación de polisacáridos, 

conservación de la estructura y disminución de conteo celular.   
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CONCLUSIONES 
 

Las técnicas de descelularización a base de detergentes promueven la 

remoción celular, preservación de polisacáridos y colágeno, necesaria para la 

recelularización del andamio con células tipo Schwann, aunque los resultados son 

favorecedores, se determinó que se es necesaria una mayor remoción celular. 

Para esto, se requieren modificaciones en la técnica de la preparación del 

andamio. 
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II 
 
 
 
 

INTRODUCCIÓN. 
 
 

La lesión de nervio periférico (LNP) resulta en una interrupción parcial o 

total de la fisiología normal del nervio y es una de las causas más frecuentes de 

pérdida sensitiva y motor que impactan negativamente en la productividad de los 

adultos jóvenes1.  

Su prevalencia ha sido descrita del 1.3 al 2.8% en lesiones traumáticas, 

dentro de las que se incluyen las heridas por arma blanca, accidentes viales, 

trauma directo y/o heridas por proyectil de arma de fuego. Principalmente se 

localizan en extremidad superior (61%), extremidad inferior (15%) y cara (14%). 

Las secuelas de estas lesiones representan un problema de salud pública, que 

impacta negativamente a nivel socioeconómico y genera una discapacidad 

funcional en los pacientes2. 

El tratamiento del nervio periférico se clasifica según el tiempo de la 

intervención en relación con el momento de la lesión en agudo (<7 días) o crónico 

(>7 días); además del tipo de reparación3. La neurorrafia primaria consiste en 

coaptar por medio de sutura los cabos nerviosos y se prefiere cuando la lesión 

ocurre por un corte nítido y/o cuando la brecha entre los cabos pequeña. La 

recuperación funcional es de buen pronóstico (80%) cuando la reparación 

quirúrgica ocurre dentro de los 14 días posteriores a la lesión nerviosa; siendo 

relación tiempo-intervención inversamente proporcional a la recuperación de 

función esperada4. Sin embargo, pese al avance microquirúrgico en los años 
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recientes los resultados del grado funcional continúan siendo subóptimos, con 

reportes de pacientes que indican una satisfacción menor al 50% en relación con 

la función motora posquirúrgica5. 

Cuando la distancia entre los cabos de la lesión nerviosa es mayor a 3-5 

cm, o cuando la coaptación de éstos genera tensión; es preferible la 

reconstrucción con “cables” de injertos de nervio. El número de cables nerviosos 

es directamente proporcional al diámetro del nervio lesionado, pudiendo llegar a 

requerirse hasta 3 para los nervios cubital, mediano y radial6.  

El injerto de nervio puede provenir del mismo sujeto (autoinjerto), otro 

individuo de la misma especie (aloinjerto) o incluso de otra especie (xenoinjerto), 

siendo los autoinjertos considerados como estándar de oro. Sin embargo, éstos 

tienen una limitada disponibilidad (nervio safeno cutáneo, cutáneo antebraquial 

medial, cutáneo antebraquial lateral y sural) y longitud, dejando una zona donante 

hipo- o anestésica y pudiendo desarrollar cierto grado de necrosis7.  

Es por ello, hay líneas de investigación dedicadas a alternativas quirúrgicas 

para su reconstrucción8. Los aloinjertos de nervio periférico presentan una 

aplicación terapéutica prometedora, ofreciendo un andamiaje tisular, más 

disponibilidad, e inclusive brindar el mismo calibre y tipo de nervio lesionado en 

caso de obtenerse de donante cadavérico.   

La principal desventaja del aloinjerto radica en el rechazo inmunológico 

debido a la persistencia del complejo de histocompatibilidad9. Por lo que se 

necesitan de medicamentos inmunosupresores cuyos efectos secundarios pueden 

ser contraproducentes disminuyendo la velocidad regenerativa de las células de 

Schwann, además de generar una morbilidad clínica en el paciente10.  
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Ante esta situación, los protocolos de descelularización de nervio base de 

detergentes11 tienen como objetivo eliminar los componentes celulares 

inmunogénicos, conservando la matriz extracelular (MEC) suficiente para la 

regeneración axonal del injerto12-13.  

 

Existe evidencia que recelularizar los aloinjertos descelularizados con células 

derivadas de células madre mesenquimales (CMM) autólogas incrementa los 

factores de crecimiento en el sitio en proceso de regeneración nerviosa y genera su 

velocidad de conducción por efecto sinérgico impactando positivamente los 

resultados funcionales14. Inclusive, se ha reportado estudios sobre la funcionalidad 

y capacidad regenerativa equiparable con la del autoinjerto de nervio15.  

Las MSC provenientes de la fracción vascular estromal del tejido adiposo 

presentan ciertas ventajas como son: su obtención por incisiones mínimas, 

proliferación veloz, diferenciación a células tipo Schwann e incluso efectos 

inmunomoduladores, situándolas como una innovadora área de oportunidad 

clínica y de investigación16. 

Una pérdida de continuidad en el nervio periférico induce la activación de 

las células de Schwann en el cabo distal al igual que un aumento en la expresión 

de receptores para factores de crecimiento que funcionan como una guía 

quimotáctica durante la regeneración del axón17.  

 

Actualmente se ha comprobado la relevancia de la utilización de las células 

de Schwann en la regeneración neural en dos circunstancias clínicas: 

1) La extracción, cultivo y aplicación de células de Schwann autólogas en 
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reparaciones de nervio brindando resultados favorables a largo plazo mejorando 

sensibilidad, función y disminución de dolor neuropático18. 

2) Estudios recientes describen el empleo de aloinjertos descelularizados 

comerciales (Avance®) recelularizados con CMM derivadas de tejido adiposo 

humano in vitro, generando resultados positivos respecto al crecimiento y 

distribución celular19. 

El equipo de investigación del Banco de Órganos y Tejidos del Hospital 

Universitario se ha interesado en el estudio de la reparación de LNP por medio de 

la aplicación de la terapia celular en conjunto con injertos de MEC. En primera 

instancia lograron diferenciar CMM derivadas de tejido adiposo a células tipo 

Schwann (CtS), inducidos con factores de crecimiento20.  

Subsecuentemente, realizaron un estudio en el que se sometió a un grupo 

de ratas Wistar para reparación de una lesión de nervio ciático de 15 mm con 

interposición de aloinjertos descelularizados con un protocolo modificado21. 

Reportando una mayor mejoría en los grupos de aloinjerto descelularizado en 

relación con el grupo de autoinjerto. 

Dentro de los hallazgos morfológicos, se apreció una re-mielinización en los 

cabos proximales al igual que una superioridad en la re-mielinización de los cabos 

distales del grupo de aloinjerto recelularizado con células tipo Schwann en 

comparación con el grupo de aloinjerto descelularizado22-23.  

Finalmente, se utilizó modelo animal ovino, en el que se evaluó la 

capacidad regenerativa y funcional de un xenoinjerto de origen humano, 

celularizado in vitro con Células tipo Schwann alogénicas lesiones de nervio 

periférico siendo comparadas contra autoinjertos, con evaluación a seis meses. 
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Mostrando una regeneración y función equiparables en ambos grupos24. 
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III 

JUSTIFICACIÓN. 
 

En este estudio, se planteó encontrar un método eficaz de 

descelularización de un aloinjerto humano. Esto con la finalidad de hacer más 

eficiente la terapia con ingeniería de tejidos y que pueda ser aplicada en la clínica 

y pueda ser considerara como una opción terapéutica en las LNP.  

Los pacientes con LNP presentan un compromiso importante en la 

funcionalidad del miembro afectado. Ante esta situación, se pretende proporcionar 

una solución a la incapacidad motora y funcional de la extremidad afectada 

mediante la aplicación las ciencias básicas y clínicas.  

De tal forma que el paciente recupere su bienestar y pueda reincorporarse 

a sus actividades diarias y laborales, por lo que el desarrollo inicial del estudio 

tiene el alcance in vitro. 

 
HIPÓTESIS 

 
A. Hipótesis alterna: Las técnicas de descelularización a base de detergentes 

y condroitinasa promueven una adecuada remoción celular y una adecuada 

preservación de la matriz extracelular, necesaria para la recelularización 

exitosa del andamio con células tipo Schwann. 

B. Hipótesis nula: Las técnicas de descelularización a base de detergentes y 

condroitinasa no promueven una adecuada remoción celular y una 

adecuada preservación de la matriz extracelular, necesaria para la 

recelularización exitosa del andamio con células tipo Schwann. 
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IV 
 
 
 

OBJETIVOS. 
 
 
 
 
A. Objetivo general:  

Evaluar el protocolo de descelularización de nervio periférico ya existente 

en modelos animales (murino y bovino) previamente estudiados por el 

equipo de investigación de Banco de Hueso y Tejidos para lograr una 

descelularización in vitro de nervios periféricos humanos de pacientes del 

Hospital Universitario “Dr. José Eleuterio González” de la Universidad 

Autónoma de Nuevo León. 

 
 
B. Objetivos particulares: 

Determinar el tiempo exposición, la concentración requerida de solventes y 

condroitinasa para lograr una adecuada descelularización in vitro de nervio 

periférico humano. 
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V 

 
 

MATERIALES Y MÉTODOS. 
 
 
 

Se trata de un ensayo in vitro: experimental, analítico, longitudinal, 

prospectivo y comparativo; enfocado en la fase 1 que corresponde a la 

descelularización de nervio periférico humano (NPH). Se efectuó bajo la 

colaboración de los servicios de Ortopedia y Traumatología por medio de su 

división de Banco de Hueso y Tejidos; al igual que con el servicio de Cirugía 

Plástica Estética y Reconstructiva, ambos correspondientes al Hospital 

Universitario “Dr. José E. González”. La evaluación histológica del tejido nervioso 

fue realizada   con la colaboración del Departamento de Histología de la Facultad 

de Medicina, UANL.  

 

Diseño metodológico del estudio. 
 
 

Ensayo in vitro 
 

- Estudio experimental 
 

- Prospectivo 
 

- Longitudinal 
 

- Analítico 
 

- Comparativo 
 

- No ciego 
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Población de estudio. 

 
!  Pacientes que requirieron manejo quirúrgico como tratamiento de LNP 

con una brecha mayor a 3 cm. 

!  Tamaño de muestra fue calculado con base a lo descrito previamente26 y 

según los insumos disponibles en el laboratorio, se determinó que para 

este estudio se emplearán 7 segmentos de nervio periférico de 20 mm de 

longitud (14 segmentos de 10 mm). 

 
 

Criterios de inclusión 
 
! Pacientes mayores de 18 años con diagnóstico de lesión traumática de 

nervio periférico no candidatos a neurorrafia primaria. 

! Ambos géneros. 

!  Nervios periféricos humanos remanentes de cirugías de reconstrucción 

nerviosa con interposición de injertos de nervio sural, antebraquial 

cutáneo medial y/o lateral. 

 
 

Criterios de exclusión 
 
! Antecedente o diagnóstico de neuropatía periférica crónicodegenerativa. 

! Antecedente o diagnóstico de infección por virus de inmunodeficiencia 

humana (VIH). 
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                          Criterios de eliminación 
 
!  Remanente de nervio periférico insuficiente (<20 mm) para el estudio 

! Estado de conservación /preservación de la muestra del nervio periférico 

subóptimo para el estudio.  

 
 

El presente protocolo de investigación científica fue aprobado el Comité de 

Ética en Investigación y por el Comité de Investigación de la Facultad de 

Medicina y Hospital Universitario “Dr. José E. González”, UANL con el número de 

registro OR21-00001.  
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Metodología. 
 
Fase 1: Descelurarización in vitro 

1) Procuración del nervio periférico: Se incluyeron a los pacientes 

que acudieron al Servicio de Cirugía Plástica del Hospital Universitario “Dr. 

José Eleuterio González”, con diagnóstico de lesión de nervio periférico en 

quienes se necesitaba una toma de injerto autólogo de nervio sural e 

interposición de este, para lograr una coaptación de los cabos proximal y distal 

durante el periodo comprendido de febrero del 2022 a febrero del 2023. 

Considerando que  por lo general en este tipo de cirugías suelen desecharse 

remanentes de nerivo periférico de mayores o iguales a 20 mm post-neurorrafia; 

se optó por conservarlos para utilizarse en este estudio in vitro. El tejido se 

manipuló como Residuo Peligroso Biológico Infeccioso (RPBI), bajo la Norma 

Oficial Mexicana (NOM-087-ECOL- SSA1-2002, 2003)27. 

Las muestras de nervio periférico fueron únicamente procuradas de pacientes 

quienes aceptaron participar en el estudio; las cuales sunsecuentemente fueron 

preparadas en cuarto limpio clase 5 y conservadas en Buffer Fosfato Salino 

(PBS) 1x pH 7.4 para su traslado y procesamiento final. 

 
 

2) Consentimiento informado: Cuando el paciente aceptaba participar 

se le explicaba verbalmente y a detalle en qué consistía el estudio, en conjunto 

con las potenciales ventajas al avance de la comunidad científica que podrían 

lograrse al donar el remanente nervioso de su reparación quirúrgica.   

 A los pacientes se les permitió libremente la lectura del 

consentimiento informado sin la presencia de los investigadores y una vez que 
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concluida su lectura;  se les preguntó y aclaró cualquier duda antes de 

proceder a la firma voluntaria del consentimiento informado. 

 

 La participación o retiro del sujeto de investigación del estudio fue 

completamente voluntaria. Cuando el sujeto de investigación no puede otorgar 

su consentimiento personalmente en forma de rubríca, se le solicitó a un 

familiar inmediato firmar por el paciente después de haberle explicado en qué 

consiste la investigación, siempre y cuando el paciente estuviera de acuerdo. 

En todo tiempo se procuró la presencia de testigos, fueran familiares, personal 

de la salud y/o personal administrativo. (Anexo 3 ) 

 

3) Confidencialidad: La información recabada durante este estudio fue 

recopilada en nuestras bases de datos, evitando el nombre completo y la 

dirección de los sujetos de investigación; manteniendo así su anonimato. Sin 

embargo, si se recopilaban datos como las iniciales del hombre, género, edad y 

padecimientos del sujeto. El recabar esta información tuvo como finalidad 

garantizar la integridad científica del estudio, misma que se resguardó en el 

sitio de investigación y sólo era accesible para los miembros del equipo de 

investigación. 

 
 

4) Descelurarización: La descelularización del nervio fue a base de 

sulfobetainas28-29, y se le adicionó condroitinasa30. La secuencia consistió en 

disecar el nervio donado y almacenarlo a -20°C hasta su procesamiento. Para 

el cual se descongelaron a temperatura ambiente y se lavaron secuencialmente 
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en agitación, con el siguiente método: agua a 4°C por 6 horas, sulfobetaína-10 

125 mM en buffer de extracción (10 mM buffer de fosfatos, pH 7.2 + 150 mM 

NaCl o cualquier solución salina fisiológica) a 25°C por 15 h, sulfobetaína-10 

125 mM fresca en buffer de extracción a 25°C por 6 h, buffer de extracción a 

25°C por 60 min, buffer de enjuague (buffer de fosfatos 10 mM, pH 7.2) a 25°C 

por 60 min, sulfobetaína-16 0.6 mM en buffer de extracción a 25°C por 15 h, 

sulfobetaína-16 0.6 mM fresca en buffer de extracción a 25°C por 6 h, buffer de 

extracción a 25°C por 60 min, buffer de lavado (buffer de fosfatos 10 mM, pH 

7.2) a 25°C por 60 min, condroitinasa ABC 2 U/mL en PBS 1X a 37°C por 16 h, 

buffer de extracción a 25°C por 30 min, buffer de extracción fresco a 4°C por 15 

h, buffer de enjuague a 4°C por 30 min y buffer de enjuague fresco a 4°C por 

3h. Por último, llevar a PBS 1X y almacenar a -20°C (Figura 1). 

 
Figura 1. Preparación diferentes concentraciones de buffer para preservación y descelularización 
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 Los nervios descelularizados fueron comparados con los 2 segmentos de 

nervio no tratados (grupo control), con la finalidad de evaluar el grado de 

descelularización. 

5) Análisis morfológico y morfométrico: Los nervios procesados y no 

procesados (grupo control) se trataron siguiendo la técnica histológica 

convencional: fijación (Anexo 1.1) y procesamiento (Anexo 1.2). Para evaluar 

la eliminación de los componentes celulares y la preservación de los 

componentes de la MEC [fibras de colágeno y lámina externa] en el nervio 

descelularizado, se utilizaron tinciones histológicas (anexos 2.1-2.5) con HYE y 

TCM para su evaluación general al igual que identificación de MEC y colágeno, 

respectivamente. Además, se efectuó un análisis con la tinción de PAS, que 

tiene mayor afinidad por los polisacáridos de la membrana basal  permitiendo 

evaluar la preservación o integridad de su membrana extracelular.  

 

 Las laminillas fueron analizadas por microscopía óptica, con un 

microscopio Nikon Ecplipse 50i. El análisis morfológico fue visual, 

estableciendo mediante escala y porcentaje el grado de descelularización en la 

tinción con HYE (Figura 2). 
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Figura 2. Análisis de los diferentes cortes histológicos para evaluación asistida por microscopía 
 

 

 En el análisis morfométrico realizó la cuantifición de núcleos 

neuronales en las laminillas teñidas con H&E, cuantificando 8 campos al azar 

con un aumento de 40X a usando el software Image J, comparando 3 nervios 

control contra los procesados, para evaluar proceso de descelularización. El 

grado de conservación de la MEC se determinó en las tinciones de PAS y TCM 

en las que se capturaron 8 campos a 40x de cada corte (longitudinal, axial 

distal y proximal) convertidos a archivos de 8bits para y comparar la intensidad 

densitométrica de los grupos controles contra los descelularizados con 

detergentes y condroitinasa.                       .   
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Anexo 1. Técnica histológica convencional 

 

1.1 Fijación del tejido nervioso 

 

Sumergir las muestras en glutaraldehído al 2.5% en buffer de cacodilatos 

por 24h a 4ºC, al cabo de este período cambiar el fijador por PBS 1X pH 

7.4. Enseguida, el tejido se colocó en un cassette de inclusión, se rotuló y 

se dejó en agua destilada. 

 

Glutaraldehído 2.5% 

Glutaraldehído 25%……… 10 mL 

Buffer de cacodilatos……. 90 mL 

 

Buffer de cacodilatos 0.1M pH 7.4 

Solución A Cacodilato de Na ....... 4.28 g 

Agua destilada ......... 100 mL 

 

Solución B 

Ácido clorhídrico… .... 0.5 mL 

Agua destilada ....... 25 mL 

 

Solución de trabajo 

Solución A… ......... 100 mL 

Solución B ................ 5.4 mL 
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1.2 Procesamiento de muestras histológicas 

 

Las muestras se lavaron y mediante un histoquinete se deshidrataron, 

aclararon y se preincluyeron en parafina: 

a) Deshidratar en alcoholes graduales, 1h en cada uno (70, 80, 96, 96, 

100 y 100%) 

b) Transferir a una solución de alcohol-xilol (1:1) por 1h. 

c) Pasar a xilol al 100% por 1h (dos cambios). 

d) Por último, llevar a parafina líquida por 1h (tres cambios). 

 

1.1 Inclusión, microtomía y montaje 

 

Enseguida, los cassettes con las muestras de tejido se llevaran a la 

estación de inclusión y se someterán al baño de calor; el tejido se 

colocará de manera conveniente en un molde de inclusión, se pondrá 

encima la base del cassette y mediante el dispensador de parafina se 

rellenará el molde para hacer los bloques de tejido. Los bloques se 

llevarán a la cámara fría para alcanzar la consistencia necesaria para su 

posterior corte en secciones muy finas mediante microtomo. Por último, 

los cortes histológicos se llevarán a un baño de flotación, se levantarán en 
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laminillas previamente rotuladas y se dejarán secar en la estufa a 60ºC 

por al menos 30min. 

 

1.2 Desparafinado e hidratación 

 

1. Sumergir las laminillas en xilol al 100% por 5min. 

2. Transferirlas a alcohol-xilol (1:1) por 5min. 

3. Llevar a alcoholes graduales, 2 min en cada uno ( 100, 100, 96, 96 y 

80%). 

4. Por último, colocar las laminillas en agua destilada por 2 min. 

5. Realizar la técnica de tinción pertinente. 

1.3 Deshidratación, aclaración y 

montaje Realizar diez inmersiones 

en: 

a) 2 cambios de alcohol al 96% 

b) 2 cambios de alcohol al 100% 

c) alcohol-xilol (1:1) 

d) xilol al 100% 

 

Las laminillas se dejarán secar dentro de la campana de extracción de 

gases. Enseguida, se tomarán las laminillas por un extremo, se sumergirán en 

xilol y se eliminará el exceso para poner una gota de resina Entellan y colocar 

cuidadosamente un cubreobjetos. 
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Anexo 2. Tinciones histológicas 

2.1 Tinción con hematoxilina y 

eosina Cortes: 4 µm 

PROTOCOLO 

 

1. Desparafinar e hidratar preparaciones (anexo 1.2). 

2. Pasar las laminillas a hematoxilina por 2 min. 

3. Lavar con agua corriente, enjuague lento. 

4. Realizar una inmersión rápida en alcohol ácido (5 s). 

5. Lavar con agua corriente, enjuague lento. 

6. Realizar 2 inmersiones rápidas en agua amoniacal 1% (5 s). 

7. Lavar con agua corriente, enjuague lento. 

8. Enjuagar con agua destilada. 

9. Realizar 6 inmersiones en Eosina. 

10. Deshidratar, aclarar y montar (anexo 1.3). 

 

REACTIVOS 

Hematoxilina de Gil 

Agua destilada ................. 730 mL 

Etilenglicol ......................... 250 mL 

Hematoxilina anhídrida ......... 2 g 

Yodato de potasio ................. 0.2 g 

Sulfato de aluminio .............. 17.6 g 

Ácido acético glacial ............. 2 mL 
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La solución se prepara en el orden en que están listado los reactivos y se 

mezclan con ayuda de un agitador magnético a TA durante 1 h. Filtrar (papel filtro 

Whatman® 20-30 µM) la primera vez antes de usar. 

 

Eosina 

Eosina amarillenta ................. 1 g 

Agua destilada .................... 20 mL 

Alcohol 96º .............................. 80 mL 

 

De esta solución concentrada, tomar una parte y agregarla en tres partes de 

alcohol 80º. Antes de usar, agregar 0.5 mL de ácido acético glacial por cada 

100 mL de colorante preparado, agitar. 

 

Solución de Alcohol-Ácido 

Ácido clorhídrico concentrado. ............ 1 mL 

Alcohol 70º .......................................... 99 mL 

 

Solución de Agua Amoniacal 

NaH4OH. ...................... 1 

mL 

Agua destilada ........... 99 mL 
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RESULTADOS 

 

Núcleos: azul violeta 

Citoplasma y fibras de colágeno: rojo-rosado 

 

2.2 Tinción con Tricromico de Masson modificado (M-TCM). 

 

Cortes: 4 µm 

PROTOCOLO 

 

1. Desparafinar e hidratar preparaciones (anexo 1.2). 

2. Usar como mordente el fijador de Bouin por 60 min a 60ºC. Al cabo de 

este tiempo, dejar enfriar por un par de minutos, lavar con H2O corriente 

hasta que el color amarillo desaparezca y dar un enjuague final con H2O 

destilada. 

3. Pasar a la solución de Hematoxilina férrica de Weigert durante 

15 min, enseguida lavar con H2O corriente hasta que ésta deje de 

teñirse y dar un enjuague final con H2O destilada. 

4. Pasar los cortes a la solución de Ácidos Fosfomolíbdico-Fosfotúngstico   

durante 10 min y enjuagar brevemente con H2O destilada. 

5. Colorear con la solución de Azul de Anilina durante 15 s y lavar 

con H2O corriente hasta eliminar el exceso de colorante. 

6. Pasar al Ácido Acético- acuoso por 2 min. 
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7. Deshidratar, aclarar y montar (anexo 1.3). 

2.3 Tinción con Acido Periódico-Schiff (PAS) Cortes: 4 µm 

PROTOCOLO 

 

1. Desparafinar e hidratar preparaciones (anexo 1.2). 

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

Enjuagar en H2O corriente. 

3. Sumergir los cortes en el reactivo de Schiff por 25 min a 60ºC y lavar 

con H2O corriente. Revisar que tomen el color rosa pálido. 

4. Diferenciar los cortes en baño sulfuroso (inmersión rápida). Enjuagar 

en H2O corriente. 

5. Contrastar con hematoxilina de Harris o de Gill por 2min. Enjuagar en H2O 

corriente. 

6. Decolorar en alcohol ácido (inmersión rápida) y lavar con H2O corriente. 

7. Virar con H2O amoniacal y lavar con H2O corriente. 

8. Deshidratar, aclarar y montar (anexo 1.3). 

 

REACTIVOS 

 

Solución del ácido peryódico al 0.5%. 

Agua destilada ...... 100 mL 
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Ácido periódico… ....... 0.5g 

 

Solución de baño sulfuroso 

Agua destilada ....................... 100 mL 

Ácido clorhídrico (HCl) 1N .......... 5 mL 

Metabisulfito sódico al 10%. ...... 6 mL 

 

Solución de metabisulfito al 10% 

Disolver 10 g del reactivo en 100 mL de agua destilada 

 

Solución de ácido clorhídrico 1N 

Disolver 8.35 mL del ácido en 91.65 mL de agua destilada. 

 

Solución del reactivo de Schiff 

Reactivo comercial (Sigma-Aldrich®, 3050 Spruce Street, St. Louis, MO 63103 

USA).  

RESULTADOS 

Núcleos: Violeta, negro 

Polisacáridos simples (glucógeno), mucopolisacáridos neutros, 

mucoproteínas, LE, glucolípidos: rosa a violeta-púrpura 

2.4 Tinción con Klüver-Barrera 

(KB) Cortes: 7 µm 
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PROTOCOLO 

 

1. Desparafinar las preparaciones , llevándolas sólo hasta alcohol al 80% 

2. Pasar las laminillas a solución de luxol fast blue 0.1% y dejar toda la 

noche a TA o en estufa a 60ºC durante 90 minutos. 

3. Enjuagar en alcohol 96º para remover el exceso de colorante. 

4. Lavar en agua destilada hasta que deje de teñirla. 

5. *Revisar al microscopio y revisar el grado de sobrecoloración. 

6. Diferenciar enseguida por medio de una inmersión rápida en 

solución de carbonato de litio 0.05% (5-10s). 

7. Lavar con agua destilada. 

8. Sumergir las laminillas en solución de Violeta de Cresilo 0.1%, 5 - 10 min. 

9. Enjuagar y diferenciar con una inmersión rápida en 2 cambios de alcohol 96º. 

10. Deshidratar, aclarar y montar , a partir de alcohol absoluto (anexo 1.3). 

 

REACTIVOS 

 

Solución de Luxol Fast Blue al 0.1% 

Luxol F.B. (Merck o Sigma)… .. 0.1 g 

Alcohol 96º… ......................... 100 mL 

 

Disolver el colorante en el alcohol adicionar 0.5 mL de ácido acético al 10% 
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previamente preparado, por cada 100 mL de solución estable. 

 

Solución de Violeta de Cresilo al 0.1% 

Violeta de Cresilo q.p. ................ 0.1 g 

Agua destilada ....................... 100 mL 

 

Después de preparada se adicionan 10 gotas de ácido acético glacial o concentrado 

y la solución se filtra. 

 

Solución de Carbonato de Litio al 0.05% 

Carbonato de Litio. ............... 0.05 g 

Agua destilada .................. 100 mL 

 

RESULTADOS 

 

Mielina: azul intenso 

Células nerviosas y gliales: rosa a violeta 

2.5 Tinción con Marsland-Glees-Eriksson 

(MGE) Cortes: 10 µm 

PROTOCOLO 

 

1. Desparafinar e hidratar preparaciones (anexo 1.2). 

2. Lavar en agua destilada 3 min, 2 cambios. 

3. Realizar una inmersión en nitrato de plata por 45 min a 37ºC. 
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4. Lavar en formalina al 10% por 15 s. 

5. Colocar en AgNO3 amoniacal por 90 s. 

6. Lavar en formalina al 10% por 1 min. 

7. Enjuagar con agua destilada 3 min, 2 cambios. 

8. Fijar la reacción con tiosulfato de sodio al 5% durante 5 min. 

9. Enjuagar con agua destilada por 3 min. 

10. Deshidratar, aclarar y montar (anexo 1.3). 

 

REACTIVOS 

 

Solución de Nitrato de Plata (AgNO3) al 

20% AgNO3. ................ 6 g 

Agua destilada ........... 30 mL 

 

Proteger la solución de la luz. 

 

Solución de AgNO3 amoniacal 

AgNO3 al 20%. ............. 30mL 

Etanol Absoluto. ........... 20 mL 

 

A la solución anterior se le adiciona Hidróxido de Amonio (NH4OH) concentrado gota a 
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gota, hasta que se forme un precipitado café. Éste se continua adicionando hasta 

que el precipitado se disuelva y finalmente se agregan 5 gotas más. 

 

Solución de 

Tiosulfato de 

Sodio al 5% 

Tiosulfato de 

Sodio. ........................... 5 g 

Agua destilada .......... 100 mL 

 

RESULTADOS 

Axones: marrón, oscuro.
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Anexo 1. Formato de Consentimiento Informado 
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MÉTODOS DE EVALUACIÓN. 
 
 

- Los datos se vaciaron y analizaron en el programa Excel® v14.7.2. 
 
- Los datos obtenidos se procesaron utilizando los softwares estadísticos 

SPPS y Graph Pad Prism 7.  

 
- Los datos de medición se expresaron como media ± desviación estándar.  

 
- Para los casos de comparaciones múltiples se efectuó un análisis de 

varianza (ANOVA) y prueba de Barlett (p < 0.05). 
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VI 
 
 

RESULTADOS 
 
 

En el presente estudio se incluyeron un total de 7 muestras de nervio 

sural donados de 7 diferentes pacientes (Figura 1). Los tejidos se preparararon 

en un cuarto limpio clase 5 manteniendose en buffer PBS 1x pH 7.4 para 

posteriormente ser congelados para su conservación.  

 
Figura 3. Izquierda: Remoción de tejidos blandos adyacentes y división de nervio sural por grupo 
Derecha: Bloque de parafina con nervio sural en disposición longitudinal, axial proximal y axial distal 
para generación de laminillas 

 
 

 

Una vez procuradas las 7 muestras se inció el protocolo de 

decelularización a base de sulfobetainas (Figura 3), y se le agregó condroitinasa, 

la decelularización se realizó en 5 muestras y 2 muestras no fueron tratadas.  

 

     El análisis morfológico se llevó a cabo en las laminillas de cortes 

longitudinales de 1 mm con un aumento microscópico de 40x, bajo las tinciones 

de HYE, TCM y PAS. De cada una de las tinciones mencionadas se analizó un 
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control de nervio periférico sural no descelularizado contra la muestra 

descelularizada con el protocolo descrito en la secciones anteriores. En la figura 

4, se aprecia en la tinción de HYE una disminución del número de núcleos 

neuronales en la muestra descelularizada (B) en comparación con su control (A), 

lo que corresponde con el objetivo principal del estudio.  

 
 
Figura 4. Se presentan cortes longitudinales de nervio sural con diversas tinciones (organizadas 
por columnas): HYE (A, B); TCM (C, D); PAS (E, F). Se señala en el grupo control: A) nucelos 
(flecha morada), C) el colágeno (flecha azul), E) los polisacáridos (flecha magenta). 
 

Así mismo, en las columnas C-D se presentan el control y muestra teñidos con 

TCM en la que se visualiza la presencia de colágeno ambos cuadros. El control y 

muestra bajo tinción de PAS, se representan en la columna E-F, en la que se 

identifica la persistencia de polisacáridos en ambos segmentos. Estos hallazgos 

muestran la persistencia del andamiaje de la membrana extracelular posterior a 

la descelularización, lo cual es otro de los objetivos del estudio. 
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     El conteo celular para el análisis morfométrico se llevó a cabo 

seleccionando 8 campos aleatórios los cortes longitudinal, axiales proximal y 

distal teñidos con HYE a una amplificacion de 40x  de segmentos de muestra 1 y 

muestra 1.2 descelularizados versus y el control HYE por medio del software 

Image J (Figura 5). 

 

 



43  

 

Figura 5. Se presentan cortes axial distal, proximal y longitudinal de nervio sural descelularizado 
bajo tinción HYE en un aumento 40X, divididos en campos mediante el programa Image J. 
 

     Se comparó el contéo de nucleos neuronales de los 3 grupos (control, 

muestra 1 y muestra 1.2) en sus 3 respectivos cortes (axial proximal, axial distal 

y longitudinal) por medio de una prueba de análisis de varianza (ANOVA) de una 

vía, resumido en Tabla 1. 

 

T. ANOVA  Lng SC GD MC ANOVA 1v Long C. Núcleos 

Tratamiento 72.47 2 36.23 Valor P <0.0001 

Residual 364.7 117 3.117 Grupos 3 

Total 437 119  F 11.62 

    R2 0.16 

      

T. ANOVA AxP SC GD MC ANOVA 1v AxP C. Núcleos 

Tratamiento 44.2 2 22.11 Valor P 0.0039 
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Residual 445.4 117 3.807 Grupos 3 

Total 489.6 119  F 5.80 

    R2 0.09031 

      

T. ANOVA AxD SC GD MC ANOVA 1v AxP C. Núcleos 

Tratamiento 126.8 2 63.41 Valor P <0.0001 

Residual 451.8 117 3.861 Grupos 3 

Total 578.6 119  F 16.42 

    R2 0.2192 

Tabla 1. Resumen de tablas y resultados de ANOVA de una via para grupos HYE 
descelularizados longitudinal (Lng), axial proximal (AxP) y axial distal (AxD) comparados su 
respectivo control no descelularizado. T=Tabla, SC (Suma de los cuadrados), GD (Grados de 
libertad), MC (media de los cuadrados), ANOVA (Análisis de Varianza), 1v (de una vía),  

 
 
     Los grupos descelularizados presentaron una diferencia estadísticamente 

significativa (p<0.001) en comparación con sus controles, apreciable en las 

gráficas de la Figura 6. 
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Figura 6. Resultados de prueba ANOVA de una via del número de células por celda de 1.5mm2. 
Conteo axial Proximal (izquierda), conteo axial distal (centro), conteo longitudinal (derecha) 
 
 
     La tripleta de columnas a la izquierda corresponde al número de células en el 

corte axial proximal, siendo de 4.5 células por campo de 1.5mm2 en el grupo 

control, 2.25 en el grupo de la muestra 1 (M1) y 1.925 en el grupo de muestra 1.2 

(M1.2). En tercia de columnas centrales representan el conteo celular en el corte 

axial distal, resultando de 3.35 en el control, 2.45 en el grupo M1 y 1.87 en el 

grupo M1.2. La cuenta de células de los cortes longitudinal del grupo control fue 

de 3.5, 2.65 en el grupo M1 y 1.6 en el grupo M1.2, apreciable en las tres 

columnas de la derecha. 
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     La intensidad densitométrica de los polisacáridos de la membrana basal fue 

otro parámetro evaluado dentro del análisis morfométrico, para lo cual se  

tomaron capturas de ocho campos de cortes longitudinal, axiales proximal y 

distal bajo tinción de PAS a una amplificacion de 40x de segmentos de muestra 

1 y muestra 1.2 descelularizados vs el control en tinción de PAS (Figura 7).  

 

Figura 7. Ejemplo de captura campos (corte longitudinal) de nervio sural descelularizado bajo 
tinción PAS en un aumento 40X. 
 

    Estos se conviertieron en un archivo de 8 bits (escala de grises) para calcular 

la intensidad densitrométrica por medio del software Image J y el GraphPad 

Prism; se presentan el área, media, desviación estándar, mínimo, máximo e 

intensidad de los campos teñidos con PAS en las tablas 2-4. 
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Valores en Cortes Axiales Distales de Tinción PAS 

Control Axial Distal PAS 

  Area Mean D. Est Min Max IntDen RawIntDen 
1 63.599 208.394 27.524 104 255 13253.668 1024296458.000 
2 63.599 209.764 30.299 102 255 13340.835 1031033117.000 
3 63.599 206.636 28.015 104 255 13141.901 1015658697.000 
4 63.599 209.970 29.118 104 255 13353.907 1032043316.000 
5 63.599 218.465 26.145 104 255 13894.193 1073798848.000 
6 63.599 214.027 25.771 99 255 13611.926 1051984054.000 
7 63.599 211.892 26.194 99 255 13476.146 1041490503.000 
8 63.599 210.386 27.371 92 254 13380.405 1034091218.000 
Muestra 1. Corte Axial Distal PAS 

  Area Media D. Est Min Max IntDen RawIntDen 

1 63.599 198.590 25.902 104 251 12630.195 976111972 

2 63.599 195.166 24.843 92 249 12412.406 959280377 

3 63.599 193.455 24.102 84 247 12303.590 950870614 

4 63.599 193.340 24.141 98 249 12296.296 950306933 

5 63.599 192.933 23.545 95 247 12270.414 948306680 

6 63.599 192.010 24.447 92 250 12211.660 943765894 

7 63.599 197.823 23.090 96 253 12581.389 972340054 

8 63.599 195.480 25.863 87 250 12432.358 960822371 

Muestra 1.2 Corte Axial Distal PAS 

  Area Media D. Est Min Max IntDen RawIntDen 

1 63.599 147.149 26.261 57 211 9358.536 723265111.000 

2 63.599 152.724 22.091 68 213 9713.124 750669057.000 

3 63.599 155.816 21.995 57 219 9909.791 765868320.000 

4 63.599 156.412 19.000 71 225 9947.684 768796827.000 

5 63.599 154.347 21.700 73 209 9816.321 758644530.000 

6 63.599 157.974 19.728 72 218 10047.012 776473304.000 

7 63.599 158.269 19.164 69 214 10065.789 777924418.000 

8 63.599 158.111 18.783 71 210 10055.714 777145817.000 

 

Tabla 2. Valores extrapolados de los 8 campos axiales distales 8bit de grupos control, muestra 1 

y muestra 1.2 en tinción de PAS.  D. Est=Desviación estándar, min=mínimo, max=máximo, 

IntDen=Intensidad densitométrica. 

     

Valores en Cortes Axiales Proximales de Tinción PAS 

Control Axial Proximal PAS 

 C Area Mean D. Est Min Max IntDen RawIntDen 
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1 63.599 203.665 32.191 93 255 12952.908 1001052507.000 
2 63.599 201.675 33.498 82 254 12826.353 991271857.000 
3 63.599 201.016 31.422 94 254 12784.446 988033134.000 
4 63.599 205.011 34.803 90 255 13038.553 1007671497.000 
5 63.599 195.740 32.847 80 254 12448.901 962100846.000 
6 63.599 197.831 34.779 92 255 12581.906 972380041.000 
7 63.599 198.101 31.904 76 254 12599.085 973707676.000 
8 63.599 189.565 37.162 79 255 12056.186 931750276.000 
Muestra 1. Corte Axial Proximal PAS 

 C Area Media D. Est Min Max IntDen RawIntDen 

1 63.599 190.151 24.434 84 245 12093.458 934630780.000 

2 63.599 191.187 22.694 94 247 12159.367 939724540.000 

3 63.599 191.811 24.508 85 244 12198.997 942787320.000 

4 63.599 192.690 24.613 91 253 12254.909 947108357.000 

5 63.599 194.086 23.668 96 246 12343.712 953971410.000 

6 63.599 193.483 22.814 99 244 12305.376 951008696.000 

7 63.599 197.351 21.456 96 241 12551.394 970021916.000 

8 63.599 195.367 24.127 91 243 12425.195 960268770.000 

Muestra 1.2 Corte Axial Proximal PAS 

 C Area Media D. Est Min Max IntDen RawIntDen 

1 63.599 151.121 23.545 74 210 9611.169 742789606.000 

2 63.599 149.305 21.461 73 210 9495.679 733864093.000 

3 63.599 153.722 20.807 68 208 9776.624 755576571.000 

4 63.599 157.427 18.793 77 203 10012.240 773785922.000 

5 63.599 158.586 18.269 78 216 10085.924 779480539.000 

6 63.599 148.675 20.972 73 209 9455.611 730767413.000 

7 63.599 156.236 18.470 78 234 9936.506 767932896.000 

8 63.599 155.364 18.676 74 220 9881.036 763645961.000 

 

Tabla 3. Valores extrapolados de los 8 campos axiales proximales 8bit de grupos control, 

muestra 1 y muestra 1.2 en tinción de PAS.  C=Campo, D. Est=Desviación estándar, 

min=mínimo, max=máximo, IntDen=Intensidad densitométrica. 

Valores en Cortes Longitudinales de Tinción PAS 

Control Longitudinal PAS 

 C Area Mean D. Est Min Max IntDen RawIntDen 
1 63.599 170.609 38.567 74 255 10850.616 838579028.000 
2 63.599 179.020 32.219 65 254 11385.544 879920345.000 
3 63.599 180.858 35.758 71 253 11502.412 888952379.000 
4 63.599 177.023 36.163 71 255 11258.521 870103563.000 
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5 63.599 176.283 44.213 68 253 11211.482 866468137.000 
6 63.599 181.341 44.469 72 255 11533.153 891328160.000 
7 63.599 183.667 36.249 85 249 11681.063 902759254.000 
8 63.599 181.907 41.015 72 255 11569.149 894110086.000 
Muestra 1. Corte Longitudinal PAS 

 C Area Media D. Est Min Max IntDen RawIntDen 

1 63.599 186.799 24.750 92 248 11880.265 918154365.000 

2 63.599 184.782 22.536 92 246 11751.970 908239239.000 

3 63.599 184.529 25.092 72 244 11735.892 906996684.000 

4 63.599 187.491 23.639 85 249 11924.307 921558145.000 

5 63.599 186.898 24.410 93 245 11886.565 918641328.000 

6 63.599 184.460 24.604 89 247 11731.486 906656171.000 

7 63.599 191.850 25.316 73 249 12201.486 942979676.000 

8 63.599 188.963 25.778 89 248 12017.876 928789542.000 

Muestra 1.2 Corte Longitudinal PAS 

 C Area Media D. Est Min Max IntDen RawIntDen 

1 63.599 154.567 19.205 72 211 9830.362 759729712 

2 63.599 144.213 21.197 65 218 9171.859 708837942 

3 63.599 143.709 22.913 57 212 9139.803 706360508 

4 63.599 149.473 19.896 66 201 9506.386 734691531 

5 63.599 147.376 20.540 57 209 9373.012 724383855 

6 63.599 150.307 20.783 58 204 9559.375 738786703 

7 63.599 151.253 20.272 59 207 9619.599 743441121 

8 63.599 152.685 20.420 66 207 9710.628 750476183 

 

Tabla 4. Valores extrapolados de los 8 campos longitudinales 8bit de grupos control, muestra 1 y 

muestra 1.2 en tinción de PAS.  C=Campo, D. Est=Desviación estándar, min=mínimo, 

max=máximo, IntDen=Intensidad densitométrica. 

 

   

   Se comparó la intensidad densitométria de los 3 grupos (control, muestra 1 y 

muestra 1.2) en sus 3 respectivos cortes (axial proximal, axial distal y 

longitudinal) por medio de una prueba de análisis de varianza (ANOVA) de una 

vía, resumido en Tabla 5. 
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T. ANOVA  Lng SC GD MC ANOVA 1v Lng C. Núcleos 

Tratamiento 2.558e+007 2 1.279e+007 Valor P < 0.0001 

Residual 1.095e+006 21 52119 Grupos 3 

Total 2.667e+007 23  F 245.4 

    R2 0.9590 

      

T. ANOVA AxP SC GD MC ANOVA 1v AxP C. Núcleos 

Tratamiento 3.927e+007 2 1.963e+007 Valor P < 0.0001 

Residual 1.243e+006 21 59186 Grupos 3 

Total 4.051e+007 23  F 331.7 

    R2 0.9693 

      

T. ANOVA AxD SC GD MC ANOVA 1v AxP C. Núcleos 

Tratamiento 5.386e+007 2 2.693e+007 Valor P < 0.0001 

Residual 940502 21 44786 Grupos 3 

Total 5.480e+007 23  F 601.3 

    R2 0.9828 

Tabla 5. Resumen de tablas y resultados de ANOVA de una via para grupos PAS 
descelularizados longitudinal (Lng), axial proximal (AxP) y axial distal (AxD) comparados su 
respectivo control no descelularizado. T=Tabla, SC (Suma de los cuadrados), GD (Grados de 
libertad), MC (media de los cuadrados), ANOVA (Análisis de Varianza), 1v (de una vía),  

 
 
     Los grupos descelularizados presentaron una diferencia estadísticamente 

significativa (p<0.001) en comparación con sus controles, apreciable en la gráfica 

de la Figura 8. 
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Figura 8. Resultados de prueba ANOVA de una via para cuantificación de intensidad 
desnitométrica. Conteo axial Proximal (izquierda), conteo axial distal (centro), conteo 
longitudinal (derecha) 

 

     La tripleta de columnas a la izquierda corresponde la intensidad 

densitométrica de los componentes de polisacáridos de la membrana 

extracelular teñidos bajo tinción de PAS en el corte axial proximal, siendo de 

12,661.04 en el grupo control, 12,291.55 en el grupo de la muestra 1 (M1) y 

9,781.84 en el grupo de muestra 1.2 (M1.2). En tercia de columnas centrales 

representan la intensidad densitométrica en el corte axial distal, resultando de 

13,431.62 en el control, 12,392.28 en el grupo M1 y 9,864.24 en el grupo M1.2. 

La intensidad densitométrica de los cortes longitudinal del grupo control fue de 

11,373.99, 11,891.23 en el grupo M1 y 9,488.84 en el grupo M1.2, apreciable en 

las tres columnas de la derecha. 

      

Otro de los componentes evaluados dentro del análisis morfométrico fue la 
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intensidad densitométrica del colágeno de la membrana basal. Por lo que 

nuevamente, se  tomaron capturas de ocho campos de cortes longitudinal, 

axiales proximal y distal bajo tinción de TCM a una amplificacion de 40x de 

segmentos de muestra 1 y muestra 1.2 descelularizados versus y el control TCM 

(Figura 9). 

 

Figura 9. Ejemplo de captura campos (corte axial distal) de nervio sural descelularizado bajo 
tinción TCM en un aumento 40X 

Estos se conviertieron en un archivo de 8 bits (escala de grises) para calcular la 

intensidad densitrométrica por medio del software Image J y el GraphPad Prism; 

se presentan el área, media, desviación estándar, mínimo, máximo e intensidad 

de los campos teñidos con TCM en las tablas 6-8. 

Valores en Cortes Axiales Distales de Tinción TCM 

Control Axial Distal TCM 

  Area Mean D. Est Min Max IntDen RawIntDen 
1 63.599 166.900 45.767 62 250 10614.693 820345956 
2 63.599 162.684 48.095 61 248 10346.582 799625214 
3 63.599 171.650 45.890 64 249 10916.774 843691938 
4 63.599 186.779 43.503 63 253 11879.009 918057304 
5 63.599 172.493 40.878 66 252 10970.385 847835208 
6 63.599 171.353 44.278 66 252 10897.887 842232292 
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7 63.599 163.379 43.227 59 254 10390.771 803040340 
8 63.599 161.940 42.338 62 252 10299.233 795965907 
Muestra 1. Corte Axial Distal TCM 

  Area Media D. Est Min Max IntDen RawIntDen 

1 63.599 173.293 42.872 61 254 11021.286 851769075 

2 63.599 176.535 41.841 68 254 11227.506 867706588 

3 63.599 163.716 38.788 64 252 10412.230 804698754 

4 63.599 169.522 44.565 54 255 10781.443 833233052 

5 63.599 171.284 42.021 59 251 10893.503 841893492 

6 63.599 179.073 39.475 62 253 11388.873 880177646 

7 63.599 172.785 40.401 57 254 10988.957 849270550 

8 63.599 171.960 40.713 54 255 10936.543 845219826 

Muestra 1.2 Corte Axial Distal TCM 

  Area Media D. Est Min Max IntDen RawIntDen 

1 63.599 63.599 174.615 36.879 65 253 11105.395 

2 63.599 63.599 169.274 38.321 58 252 10765.714 

3 63.599 63.599 178.427 33.719 71 251 11347.805 

4 63.599 63.599 177.418 34.285 66 255 11283.617 

5 63.599 63.599 173.149 36.305 66 252 11012.119 

6 63.599 63.599 179.440 34.292 72 253 11412.218 

7 63.599 63.599 180.992 34.127 67 252 11510.970 

8 63.599 63.599 183.155 33.750 54 254 11648.492 

 

Tabla 6. Valores extrapolados de los 8 campos axiales distales 8bit de grupos control, muestra 1 

y muestra 1.2 en tinción de TCM.  D. Est=Desviación estándar, min=mínimo, max=máximo, 

IntDen=Intensidad densitométrica. 

     

Valores en Cortes Axiales Proximales de Tinción TCM 

Control Axial Proximal TCM 

 C Area Mean D. Est Min Max IntDen RawIntDen 
1 63.599 151.306 50.941 53 252 9622.963 743701054 
2 63.599 150.659 48.537 55 251 9581.773 740517752 
3 63.599 158.886 49.069 61 249 10105.035 780957544 
4 63.599 157.726 47.077 54 246 10031.263 775256100 
5 63.599 157.514 47.885 57 248 10017.745 774211427 
6 63.599 160.166 46.040 62 248 10186.415 787246887 
7 63.599 163.174 43.458 70 253 10377.751 802034138 
8 63.599 153.593 45.348 46 254 9768.387 754939983 
Muestra 1. Corte Axial Proximal TCM 
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 C Area Media D. Est Min Max IntDen RawIntDen 

1 63.599 176.012 42.392 66 255 11194.221 865134196.000 

2 63.599 178.074 39.106 64 254 11325.350 875268335.000 

3 63.599 171.626 41.473 65 254 10915.302 843578164.000 

4 63.599 176.976 40.090 57 254 11255.532 869872498.000 

5 63.599 182.091 36.015 52 255 11580.834 895013179.000 

6 63.599 182.243 35.263 82 255 11590.507 895760766.000 

7 63.599 185.901 37.290 70 255 11823.180 913742677.000 

8 63.599 183.654 36.493 74 255 11680.271 902698101.000 

Muestra 1.2 Corte Axial Proximal TCM 

 C Area Media D. Est Min Max IntDen RawIntDen 

1 63.599 173.511 39.197 59 252 11035.172 852842252.000 

2 63.599 161.826 38.412 53 252 10292.006 795407416.000 

3 63.599 153.615 43.424 41 244 9769.775 755047264.000 

4 63.599 168.533 43.055 50 248 10718.577 828374495.000 

5 63.599 159.248 41.386 54 249 10128.015 782733521.000 

6 63.599 156.225 37.885 47 253 9935.772 767876232.000 

7 63.599 154.203 42.376 43 249 9807.211 757940510.000 

8 63.599 163.529 39.588 52 246 10400.286 803775668.000 

 

Tabla 7. Valores extrapolados de los 8 campos axiales proximales 8bit de grupos control, 

muestra 1 y muestra 1.2 en tinción de TCM.  C=Campo, D. Est=Desviación estándar, 

min=mínimo, max=máximo, IntDen=Intensidad densitométrica. 

Valores en Cortes Longitudinales de Tinción PAS 

Control Longitudinal TCM 

 C Area Mean D. Est Min Max IntDen RawIntDen 
1 63.599 127.752 44.704 46 251 8124.955 627929055 
2 63.599 152.266 48.849 51 248 9684.005 748418613 
3 63.599 157.586 43.502 54 252 10022.345 774566885 
4 63.599 138.525 43.655 54 248 8810.099 680879699 
5 63.599 127.606 43.641 47 246 8115.637 627208886 
6 63.599 147.712 48.266 44 248 9394.366 726034184 
7 63.599 143.291 48.553 54 253 9113.218 704305936 
8 63.599 144.850 47.381 49 250 9212.331 711965823 
Muestra 1. Corte Longitudinal TCM 

 C Area Media D. Est Min Max IntDen RawIntDen 

1 63.599 163.276 41.871 54 251 10384.214 802533606 

2 63.599 162.767 42.839 55 255 10351.875 800034339 

3 63.599 162.549 43.974 41 254 10338.008 798962632 
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4 63.599 166.623 43.017 44 254 10597.065 818983602 

5 63.599 161.762 40.990 56 253 10287.912 795090985 

6 63.599 167.782 40.682 54 252 10670.781 824680631 

7 63.599 166.449 41.431 59 254 10585.996 818128142 

8 63.599 170.598 40.191 56 251 10849.913 838524688 

Muestra 1.2 Corte Longitudinal TCM 

 C Area Media D. Est Min Max IntDen RawIntDen 

1 63.599 178.847 32.399 69 253 11374.529 879069128 

2 63.599 175.543 35.034 44 251 11164.424 862831332 

3 63.599 173.955 36.373 59 253 11063.367 855021276 

4 63.599 176.430 34.325 58 250 11220.829 867190563 

5 63.599 175.404 34.957 67 251 11155.550 862145521 

6 63.599 175.529 35.374 52 251 11163.515 862761120 

7 63.599 171.927 35.266 65 249 10934.429 845056429 

8 63.599 169.723 36.497 58 249 10794.252 834222971 

 

Tabla 8. Valores extrapolados de los 8 campos longitudinales 8bit de grupos control, muestra 1 y 

muestra 1.2 en tinción de TCM.  C=Campo, D. Est=Desviación estándar, min=mínimo, 

max=máximo, IntDen=Intensidad densitométrica. 

 

        Se comparó la intensidad densitométria de los 3 grupos (control, muestra 1 y 

muestra 1.2) en sus 3 respectivos cortes (axial proximal, axial distal y longitudinal) 

por medio de una prueba de análisis de varianza (ANOVA) de una vía, resumido 

en Tabla 9. 

T. ANOVA  

Lng 

SC GD MC ANOVA 1v Lng C. Núcleos 

Tratamiento 1.776e+007 2 8.878e+006 Valor P < 0.0001 

Residual 3.779e+006 21 179962 Grupos 3 

Total 2.154e+007 23  F 49.33 

    R2 0.8245 
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T. ANOVA AxP SC GD MC ANOVA 1v AxP C. Núcleos 

Tratamiento 9.504e+006 2 4.752e+006 Valor P < 0.0001 

Residual 2.575e+006 21 122632 Grupos 3 

Total 1.208e+007 23  F 38.75 

    R2 0.7868 

      

T. ANOVA 

AxD 

SC GD MC ANOVA 1v AxP C. Núcleos 

Tratamiento 914027 2 457014 Valor P < 0.0001 

Residual 3.046e+006 21 145032 Grupos 3 

Total 3.960e+006 23  F 3.151 

    R2 0.2308 

Tabla 9. Resumen de tablas y resultados de ANOVA de una via para grupos TCM 
descelularizados longitudinal (Lng), axial proximal (AxP) y axial distal (AxD) comparados su 
respectivo control no descelularizado. T=Tabla, SC (Suma de los cuadrados), GD (Grados de 
libertad), MC (media de los cuadrados), ANOVA (Análisis de Varianza), 1v (de una vía),  

 

     Los grupos descelularizados presentaron una diferencia estadísticamente 

significativa (p<0.001) en comparación con sus controles, apreciable en la gráfica 

de la Figura 10. 
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Figura 10. Resultados de prueba ANOVA de una via para cuantificación de intensidad 
desnitométrica. Conteo axial Proximal (izquierda), conteo axial distal (centro), conteo 
longitudinal (derecha) 
 
     La tripleta de columnas a la izquierda corresponde la intensidad 

densitométrica de los componentes de colágeno de la membrana extracelular 

teñidos bajo tinción de TCM en el corte axial proximal, siendo de 9,961.41 en el 

grupo control, 11,420.64 en el grupo de la muestra 1 (M1) y 10,260.85 en el 

grupo de muestra 1.2 (M1.2). En tercia de columnas centrales representan la 

intensidad densitométrica en el corte axial distal, resultando de 10,789.41 en el 

control, 10,956.29 en el grupo M1 y 11,260.79 en el grupo M1.2. La intensidad 

densitométrica de los cortes longitudinal del grupo control fue de 9,059.61, 

10,508.22 en el grupo M1 y 11,108.86 en el grupo M1.2, apreciable en las tres 

columnas de la derecha. 

   Finalmente se realizó un Test de Barlett para evaluar la homocedasticidad de 

los grupos del conteo celular, integridad de polisacáridos de membrana basal en 
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PAS e integridad del colágeno de la membrana basal en TCM comparando grupo 

control versus grupo descelularizado longitudinal, axial proximal y axial distal, 

resumido en la tabla 10.  

Grupo Corte Barlett 

C. 

Valor p P < 0.05 

C. 

Núcleos 

Long 7.487 0.0237 Si 

 A. Prox 17.97 0.0001 Si 

 A. Dist 16.70 0.0002 Si 

PAS  Long 1.654 0.4374 No 

 A. Prox 3.390 0.1836 No 

 A. Dist 1.575 0.4550 No 

TCM Long 15.13 0.0005 Si 

 A. Prox 1.797 0.4071 No 

 A. Dist 3.204 0.2015 No 

Tabla 10. Resultado de contraste de igualdad de varianzas. Barlett C.= Barlett Corregido, C. Núcleos 
= Contéo de Núcleos, Long = Longitudinal, A. Prox = Axial Proximal, A. Dist = A. Distal. 

 

Además, se cuantificó la intensidad densitométrica para evaluar la 

integridad de la MEC.  
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En este análisis, se presentaron diferencias entre las tres diferentes 

regiones de las muestras del NPH, en la que se observa conservación de 

polisacáridos. Se cuantificó la intensidad densitométrica para evaluar la 

integridad de la MEC con sus componentes de colageno con la tinción de TCM. 

Se observó que el tejido estaba respetado y tenía buena organización. 

 
Se cuantificó la intensidad densitométrica para evaluar la integridad de la 

MEC con sus componentes de polisacáridos con la tinción de PAS y colágeno 

con la tinción de TCM. Se encontraron diferencias entre las tres diferentes 

regiones de las muestras del NPH, en la que se observa conservación de 

polisacáridos y colágeno, además de la estructura de la muestra.  
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VII 
 
 

DISCUSIÓN. 
 
 

La reparación de lesiones nerviosas con injertos de nervio periférico re-

celularizados con células tipo-Schwann derivadas de células madre 

mesenquimales ha tenido resultados óptimos en modelos animales, superando 

incluso al convencional autoinjerto nervioso22. 

 

Para ello, es fundamental lograr la eliminación de núcleos neuronales con la 

mayor preservación de los componentes de andamiaje del nervio periférico; por lo 

que se han escalado progresivamente los modelos animales para el protocolo de 

descelularización y re-celularización25. En los que el detergente principal 

empleado para la remoción celular fue el tritón X-100 de tipo aniónico. 

 

En este trabajo se utilizaron detergentes de tipo anfotérico siguiendo el 

protocolo US Patient “Justia”31. Obteniendo resultados que apoyan nuestra 

hipótesis de que las técnicas de descelularización a base de detergentes 

promueven la remoción celular, con cierta tendencia de preservación de 

polisacáridos y colágeno de la membrana basal según la prueba de Barlett. Sin 

embargo, aunque los resultados del ANOVA fueron favorables en cuestión del 

conteo celular e integridad de poliscacáridos fueron estadísticamente 

significativos y solo tendencia hacia la preservación del colágeno de la membrana 

basal.  
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 Al comparar nuestros resultados de deselularización con detergente 

anfotéro (condroitina) contra el detergente aniónico X-100; aunque favorables la 

preservación de andamiaje fue estadísticamente significativa solo en ocasiones 

dentro de los subgrupos TCM y no en todos como en el X-100.  

 

Estas variaciones pueden deberse al tipo de nervio periférico, dado que para 

el actual estudio se usó nervio sural que es principalmente sensitivo. No así como 

el nervio ciático que tiene axones tanto motores como sensoriales, además de la 

importante diferencia de calibre y número de axones.   

 

Otro factor relevante va en relación con Hudson et al, en el que mencionan 

que "Los nervios humanos procesados por el método de Hudson et al. mostraron 

sustancialmente más residuos celulares que los informados para los nervios de 

rata.”31. Por lo que estamos haciendo modificaciones en la técnica de la 

preparación del andamio, para poder obtener el porcentaje adecuado de 

descelularización en el nervio periférico humano. 

 

Ultimadamente, los resultados del análisis indican que las técnicas de 

descelularización a base de detergentes y condroitinasa promueven la remoción 

celular, necesaria para la recelularización del andamio con células tipo Schwann; 

sin embargo, aunque los resultados son favorecedores, se determinó que se 

buscaría una mayor remoción celular por medio de cambios en la concentración 

del buffer.  
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VIII 
 
 

CONCLUSIÓN 
 
 
 
 
De acuerdo con lo observado en este estudio, la técnica de descelularización a 

base de detergentes y controitinasa es un método efectivo en nervios periféricos 

humanos in vitro: 

• El cual permite reducir su número de núcleos neuronales, lo cual es necesario 

para evitar rechazo tisular en modelos in vivo. 

• Es capaz de conservar componentes clave del andamiaje neuronal como son 

los polisacáridos y colágeno de la membrana basal. 

 

Se sugiere lograr una descelularización mayor a 90 por ciento del conteo de 

núcleos preservando polisacáridos y colágeno extracelulares antes de progresar 

esta línea de investigación al protocolo de recelularización in vitro con células tipo 

Schwann derivadas de adipocitos; por lo que hay que hacer modificaciones en la 

técnica de la preparación del andamio.   
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