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RESUMEN

La descelularizacion es el proceso por el cual de remueve por medios fisicos, quimicos y/o
enzimaticos los compontes celulares de un tejidos u organo, dejando solamente la matriz
extracelular (MEC) del tejido. Se realiz6 la descelularizacion de corazones completos de
rata Wistar, empleado tripsina y lavado continuado de SDS al 2% a 37°C analizado a 1, 3, 6
y 12 horas; ademads, se descelularizaron parches cardiacos de rata Wistar de 200 micras
analizados a las 24, 48, 72 y 96 horas. Se determin6 el porcentaje de descelularizacion
mediante tincion de HE y conteo de nucleos celulares. El dispositivo creado permite aplicar
una temperatura constante de 37° C a las soluciones durante todo el proceso de
descelularizacion. Con el uso del detergente SDS al 2% durante el proceso de
descelularizacion, nos permite alcanzar resultados aceptables a las 6 horas de iniciado el
lavado, con un porcentaje entre el 91.42% al 96.14%. La descelularizacion de los parches
cardiacos por medio de agitacion alcanz6é su mayor eficiencia a las 72 horas, con un
porcentaje de descelularizacion del 88.41%, menor a la eficiencia de la descelularizacion en

organo completo por medio de perfusion a temperatura controlada (37° C).



ABSTRACT

Decellularization is the process by which the cellular components of a tissue or organ are
removed by physical, chemical, and/or enzymatic means, leaving only the extracellular
matrix (ECM) of the tissue. Whole Wistar rat hearts were decellularized, using trypsin and
continuous washing with 2% SDS at 37°C, analyzed at 1, 3, 6, and 12 hours; Additionally,
200-micron Wistar rat heart patches were decellularized and analyzed at 24, 48, 72, and 96
hours. The percentage of decellularization was determined by HE staining and cell nucleus
counting. The device created allows a constant temperature of 37°C to be applied to the
solutions throughout the decellularization process. Using 2% SDS detergent during the
decellularization process allowed us to achieve acceptable results 6 hours after the start of
washing, with a percentage ranging from 91.42% to 96.14%. Decellularization of cardiac
patches by agitation reached its highest efficiency at 72 hours, with a decellularization
percentage of 88.41%, lower than the efficiency of whole-organ decellularization by

temperature-controlled perfusion (37°C).



I) INTRODUCCION

Tanto a nivel mundial como nacional, las patologias 6rgano-terminales, generan una gran
carga economia y un gran impacto deletéreo a la calidad de vida, derivado de su alta
incidencia y prevalencia, asi como por el aumento de la prevalencia de patologias
asociadas, que alimentan la falla de 6rgano. En México, la gran demanda de 6rganos es
abrumadora, siendo 2020 un afio de alta necesidad en organos, tales como: cérnea, rifion,
higado y corazén (CENATRA, 2021). La problematica de carencia de 6rganos disponibles
para trasplante es tanta, que diariamente causa la muerte de 17 personas que estan en lista
de espera de algiin 6rgano. A nivel mundial, cada 9 minutos ingresa una nueva persona a

lista de espera de trasplantes (HRSA, 2022).

En México, al cierre del ano 2021, la cifra de pacientes en lista de espera para trasplante de
organo era de 22,819; de los cuales 17,299 esperaban un riiidn, 5,259 coérnea, 238 higado,
54 corazon, 5 higado-rifion, 2 corazdn-rifion, 1 rifion-pancreas y 1 rifion-riiion (CENATRA,

20224a).

La bioingenieria plantea la posibilidad de solucionar la alta demanda 6rganos con fines de
trasplante y una de las vertientes para este fin es la investigacion de andamios celulares
(Sharma et al., 2019), a través de la busqueda de perfeccionar técnicas de xenotrasplantes,

para Organos tales como riiidn, corazon, higado, etc. (Marquez-Diaz, 2020).

En la actualidad, atin no se ha logrado generar un método de descelularizacion idoéneo, que
sea completamente funcional para una 6ptima recelularizacion, debido a la gran cantidad de
factores que interaccionan en los distintos métodos y técnicas, necesarias para que la MEC
preserve sus propiedades fiscas y componentes fundamentales para el crecimiento y la
adhesion celular (Hillebrandt et al., 2019). Esto genera la necesidad de continuar la
investigacion e innovacion en dichas técnicas de bioingenieria, con el uso de los distintos

métodos de descelularizacion.




IT) PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

En México, durante el primer semestre de 2022, el CENATRA cuantifico hasta el 3 de
julio, una cifra de 22,583 pacientes en lista de espera para recibir un 6rgano. Siendo 17,076
pacientes de rifion, 5,192 pacientes de cornea, 248 pacientes de higado, 57 pacientes de
corazon, 6 pacientes de higado-rindn, 3 pacientes de corazén-rifion, 1 paciente de rifidon-

pancreas, y 1 paciente de rifion-rindén (CENATRA, 2022b).

En 2021, en contraste con los 22,819 pacientes que estaban en lista de espera en México, en
ese mismo afo se realizaron 4,410 trasplantes, de los cuales fueron 2,290 de cornea, 1,971
de rifidén, 124 de higado, y 25 de corazon (CENATRA, 2022a). Tanto en México como a
nivel mundial, la desproporcion entre la demanda de 6rganos para trasplante y la cantidad
de pacientes que logran recibir uno, cada vez es mayor. En M¢éxico, hasta el primer
semestre de 2022, se cuantificd que 22,583 pacientes se encontraban en lista de espera y en
ese afio, solo se realizaron 2,827 trasplantes; siendo 1436 de cornea, 1255 de rindn, 120 de
higado, y 16 de corazén (CENATRA, 2022b). Cuando hablamos de ingenieria de tejidos y
organos, una de las principales técnicas de estudios de los andamios celulares es el uso de
técnicas de descelularizacion, de 6rganos completos para generar andamios acelulares que
mantengan integra la MEC, para su posterior recelularizacion, dichos procesos presentan
una gran gama de variantes que magnifican la necesidad de investigacion en estas areas de
la biomedicina (Mendibil et al., 2020). En la actualidad, no se ha logrado generar un
método de descelularizacion que sea completamente funcional para una Optima
recelularizacion, debido a la gran cantidad de factores que interaccionan en los distintos
métodos y técnicas, necesarias para que la MEC preserve sus propiedades fiscas y
componentes fundamentales para el crecimiento y la adhesion celular (Hillebrandt et al.,

2019).




III) JUSTIFICACION

La necesidad de organos para trasplante, como el corazon, esta asociada a patologias
terminales organicas como la insuficiencia cardiaca (IC), misma que es provocada por
patologias como la cardiomiopatia idiopatica en el 72% de los casos y cardiomiopatia
isquémica en 17% (Mascaro, 2022). Otras de las causas de IC es la hipertension arterial
(HTA) (Pina-Pozas et al., 2020). A nivel mundial, se estima que 1280 millones de adultos
de una edad entre 30 a 79 afios presentan HTA, de los cuales, alrededor del 46%
desconocen que la padecen (OMS, 2021). En México, se calcula que uno de cada cuatro

mexicanos padece HTA (Pifia-Pozas et al., 2020).

La necesidad de rifiones para trasplante se asocia a la enfermedad renal crénica (IRC), la
cual tiene multiples causas, siendo la HTA y diabetes mellitus (DM), las mas frecuentes.
Donde la DM es la segunda causa mas frecuente de insuficiencia renal terminal en paises
desarrollados. Asi mismo, otros factores relacionados con la IRC, son las infecciones de
vias urinarias y el uso inadecuado de medicamentos, tales como: analgésicos y
antiinflamatorios (ISB, 2022). Se estima que 1 de cada 10 adultos el mundo, padece IRC.
En vista del progresivo aumento de este padecimiento, se pronostica que la IRC sea la
quinta causa de muerte para 2040 (CNMAC, 2022). En México, se estima que cada afo
aparecen 45,000 casos nuevos de IRC, siendo esta patologia un gran problema de salud
publica (Frias-Cienfuegos, 2022). Los costos derivados de la atencion sanitaria para
pacientes con enfermedad cronica son muy altos. En México, el costo per-capita de dialisis
peritoneal anual es de $465,485.96 pesos, y por tratamiento anual de hemodialisis tiene un
coste per-capita de $783,780.44 pesos, mientras que el costo anual per-capita por trasplante

renal es de $799,374.84 pesos (Sanchez-Cedillo et al., 2020).



IV) ANTECEDENTES

En la actualidad, no se han establecido criterios y parametros claros para definir que una
técnica es buena para la descelularizacion (Isidan et al., 2019). En la literatura cientifica se
definen 3 caracteristicas esenciales para lograr una correcta descelularizacion: la MEC no
debe contener mas de 50 ng de ADN por cada mg de peso seco del tejido; los fragmentos
de ADN no deben tener mas de 200 pb, y; la MEC no deben tener componentes nucleares
visibles en secciones de tejido tefiidas con 4,6-diamidino-2-fenilindol (DAPI) o HE;
adicional a esto, la descelularizacion debe eliminar componentes celulares e
inmunogénicos. Es importante mencionar que la descelularizacion no es posible al 100%
(Crapo etal., 2011). En 2006, se publicd la primera revision de diversas técnicas de
descelularizacion para algunos tejidos y desde entonces, se han desarrollado nuevas
técnicas de descelularizacion de organos completos, empleando diversas metodologias o
conjugaciones de éstas, para buscar el mejoramiento en la MEC obtenida (Crapo et al.,

2011).

Al emplear el término de descelularizacion, es necesario el uso del término de
recelularizacion, el cual puede ser definido como la repoblacion de la MEC acelular,
empleando diversos tipos de células diferenciadas o células madre especificas, con el
objetivo de reconstituir la microanatomia del 6rgano o tejido descelularizado. Los diversos
tipos de células empleados para la recelularizacion requieren tener una correcta interaccion
con la MEC para su adhesion y funcionalidad, por lo que la MEC debe preservar sus
propiedades y componentes (cualidades estructurales), para promover el crecimiento y la
adhesion celular, parte del éxito de la recelularizacion recae en que el proceso de

descelularizacion sea de calidad (Hillebrandt et al., 2019).

Existen diversos métodos de descelularizacion, desde fisicos, quimicos y enzimaticos
aplicados con éxito a diversos tejidos, o conjugacion de los mismos. Actualmente, no sélo
se busca la descelularizacion de tejidos independientes, sino de la descelularizacion de
organos completos (varios tipos de tejidos) para su posterior recelularizacion, lo cual crea

una limitante para algunos métodos de descelularizacion como lo son la electroporacion




irreversible no térmica y las fuerzas mecanicas, ya que son inadecuados para descelularizar

organos completos (Hillebrandt et al., 2019).

La creacidon de un nuevo organo funcional, requiere que el 6rgano sometido al proceso de
descelularizacion, indistintamente del tipo de técnica o metodologia de descelularizacion,
mantenga de forma integra su arbol vascular, asi como presentar una MEC 6ptimamente
conservada. Si la finalidad es la descelularizacion de 6rganos completos, el método por
perfusion controlada por presion o flujo es el mas adecuado para mantener la red vascular
integra. Asi mismo, este método de perfusion permite exponer de un modo homogéneo,
todo el 6rgano a los distintos agentes descelularizantes favoreciendo una descelularizacion

optima (Hillebrandt et al., 2019).

4.1 Sistema cardiovascular
El sistema cardiovascular estd conformado por el conjunto de vasos sanguineos y el
corazon. La accion conjunta de estas estructuras permite el transporte de la sangre por todos

los organos y tejidos del cuerpo (Saladin, 2022).

4.1.1 Corazon

En el ser humano, el corazén es un 6rgano de alrededor de 12 cm de largo, 9 cm en su
punto mas ancho, y 6 cm de espesor, con un peso promedio en adultos de 250g (mujer) y
300g (hombre). Esta conformado por el pericardio (externo, pericardio fibroso, pericardio
seroso) y por la pared cardiaca (epicardio, miocardio, endocardio) (Tortora & Derrickson,

2018).



Figura 1. Anatomia del corazén. La figura muestra las capas de la pared cardiaca. (a)

Corte frontal del corazén y sus capas. (b) Pericardio y sus divisiones. Fuente: Saladin,

2022.
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4.1.2 Embriologia cardiaca

La embriologia del corazén es sumamente compleja, el corazén fetal en sus etapas
tempranas de desarrollo, es sometido a una programacion molecular donde participan mas
de cien genes y factores moleculares que son parte integral de su morfogénesis, incluidos
entre estos, el factor inducible por hipoxia, HIF por sus siglas en inglés y homeobox, HOX
por sus siglas en inglés (Cunningham et al., 2021). El desarrollo del corazén se da a partir
del mesodermo (entre los dias 18-19 posterior a la fecundacion), estas células
mesodérmicas se encuentran ubicadas en el polo cefalico del embrion, denominado campo
cardiogénico. Alrededor del dia 22 dia de vida, el tubo cardiaco primitivo se diferencia en
cinco regiones diferentes y a su vez, comienza a bombear sangre: seno venoso, auricula
primitiva, ventriculo primitivo, bulbo cardiaco y tronco arterioso (Tortora & Derrickson,

2018).

4.1.3 Histologia cardiaca

El musculo cardiaco presenta la mismas organizacion y tipo de tejidos que el musculo
esquelético, es decir, que las fibras cardiacas y células musculares cardiacas, presentan
estrias transversales, dentro de las fibras se encuentras unas bandas denominadas discos
intercalares (Ross & Pawlina, 2020). Los cardiomiocitos son las células funcionales del
musculo cardiaco. Los cardiomiocitos son células de tipo mononuclear, es decir que son
células con el nucleo central. Dichas células presentan dimensiones de longitud corta (80 a
100 pm), siendo mas anchas que las células musculares esqueléticas en aproximadamente

15 pm mas (Megias et al., 2022).



Tindo T

Figura 3. Cardiomiocitos de la pared ventricular de un corazon de rata. a) Se observan
los nuacleos de los cardiomiocitos, fibras ramificadas, discos intercalares, estrias
transversales y las fibras miocéardicas cortadas transversalmente Fuente: Megias et al.,
2022. b) Corte longitudinal, donde las flechas sefialan los discos intercalares y la
ramificacion de las fibras miocardicas. 360x componentes estructurales. ¢) Tubulos T del
miocardiocito, con mayor tamafio en comparacién con el musculo esquelético, con una

cubierta de lamina externa. Fuente: Ross & Pawlina, 2020.

4.1.4 Fisiologia cardiaca (Circulacion pulmonar y sistémica)

A nivel organico existen dos tipos de circulaciones interconectadas: circulaciéon mayor o
sistémica y la circulacion menor o pulmonar, ambos tipos de circulaciéon son bombeadas
por el corazén. La sangre venosa con bajo contenido en oxigeno (O2) y un alto contenido
didéxido de carbono (CO2) regresa a la auricula derecha por medio de las venas cavas
superior e inferior y del seno coronario el cual desemboca en la auricula derecha. La sangre
que pasa de la auricula derecha al ventriculo derecho, donde es enviada por la arteria
pulmonar hacia los pulmones, donde se realiza el intercambio de gases (O2 y CO) entre los

capilares y los alveolos pulmonares (Tamargo & Delpon, 2020).



4.1.5 Electrofisiologia cardiaca

Todas las regiones cardiacas del corazén laten en una secuencia ordenada en un estado
fisiologico: siendo la contraccion de las auriculas (sistole auricular) la primera, siguiéndole
la contraccion de los ventriculos (sistole ventricular), finalizando la actividad en la diéstole
donde las cuatro camaras se relajan. La actividad eléctrica cardiaca se genera en un sistema

de conduccion cardiaco especializado y de éste, se propaga a todas las partes del miocardio.

El sistema de conduccion esta conformado por el nodo sinoauricular (nodo SA), el nodo
auriculoventricular (nodo AV), las vias auriculares internodales, el haz de His y sus ramas,
y por ultimo el sistema de Purkinje. El nodo SA es considerado el marcapasos cardiaco
normal, y su velocidad de descarga determina la frecuencia a la que late el corazén. Los
impulsos eléctricos siguen el patréon: inicia en la generandose el impulso en el nodo SA,
pasando luego a través de las vias auriculares hacia el nodo AV, posteriormente llega hasta
el haz de His pasado por las ramas del haz de His para finalizar en el sistema de Purkinje

llegando al musculo ventricular (Barrett et al., 2020).
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Figura 4. Diagrama de la circulacién menor y mayor. Vista del circuito cerrado de la
circulacion pulmonar y la circulacion sistémica, donde el color rojo corresponde a sangre

oxigenada y en azul, a la poco saturada de oxigeno. Fuente: Tamargo & Delpon, 2020.



4.1.6 Patologia cardiaca (Cardiopatia)

Las cardiopatias son el conjunto de enfermedades que afecta el corazon y/o vasos
sanguineos. Los factores de riesgo de las cardiopatias se ven aumentados con el consumo
de tabaco, la presion arterial alta, el colesterol alto, alimentacién no saludable, la falta de
actividad fisica y obesidad. Dentro de las cardiopatias méas comunes se encuentra la
cardiopatia coronaria, que puede producir desde dolor de pecho hasta un infarto de
miocardio o accidente cerebrovascular. Otras cardiopatias de relevancia clinicas son la
insuficiencia cardiaca congestiva, arritmias cardiacas, cardiopatias congénitas y la

endocarditis (NCI, 2022).

4.1.6.1 Insuficiencia cardiaca (IC)

La insuficiencia cardiaca (IC), es la forma final mas comln para la mayoria de las
enfermedades cardiovasculares cronicas, como lo son la HTA, arteriopatia coronaria y
valvulopatia cardiaca. Las guias clinicas de la American College of Cardiology
Foundation/American Heart Association (ACCF/AHA) y la Heart Failure Society of
America (HFSA) definen la IC como un sindrome clinico de caracter complejo, resultante
de cualquier tipo de afectacion estructural o funcional del corrector llenado ventricular o
del correcto bombeo de sangre que conduce a manifestaciones clinicas cardinales tales

como la disnea, fatiga y retencion de liquidos (Givertz & Mehra, 2022).

La IC puede tener dos formas principales de aparicion en relaciona a la duracion de los
sintomas: constante (cronica), o de comienzo repentino (aguda). Los sintomas de la IC son
variados e incluyen: disnea durante una actividad o cuando se estd acostado; astenia y
adinamia; taquicardia o arritmias; edema en las piernas, en los tobillos y en los pies; tos o
sibilancias con moco blanco o rosa manchado de sangre; menor capacidad para hacer
ejercicio; distension del area abdominal; nauseas e hiporexia; dificultad para concentrarse o
menor estado de alerta; aumento de peso rapido por retencion de liquidos; dificultad para

concentrarse; dolor precordial, cuando la IC causa un ataque cardiaco (Mayo Clinic, 2021).
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4.2 Matriz Extracelular (MEC).
El tejido conjuntivo forma compartimientos de forma continua por todo el cuerpo, este tipo
de tejido esta formado de células y MEC. Desde el punto de vista de la embriologia, el

tejido conjuntivo tiene su origen en el mesodermo (Ross & Pawlina, 2020).

La MEC tiene diversos componentes, entre los principales se encuentra el coldgeno, los
proteoglicanos y proteinas como la fibronectina y laminina. Dentro de las MEC las
proteinas forman sitios de union para las demas proteinas y para los receptores de superficie
celular, promoviendo la interaccion de los componentes extracelulares, siendo esta MEC

una red interconectada con la superficie celular (Iwasa & Marshall, 2020).

En los mamiferos incluidos los humanos, la mayoria de las células del cuerpo se encuentran
rodeadas por una MEC, que protege a los 6rganos. Asi mismo, ésta proporciona elasticidad
al tejido u 6rgano cuando es necesario, como en caso de los vasos sanguineos, los pulmones
y la piel que requiere que el tejido y drgano tenga cierta elasticidad para su correcta
funcionalidad. La MEC se encuentra involucrada en una alta gama de procesos, tanto
fisiolégicos como patoldgicos, como lo son los procesos del desarrollo embrionario, la
inflamacion, el cancer, etc. Algunos componentes de la MEC estan involucrados en la
fisiopatologia de padecimientos tales como la artritis reumatoide y la osteoartritis. De igual
modo, la MEC presenta cambios durante procesos fisiolégicos como el envejecimiento

(Botham & Murray, 2019).

4.2.1 Sustancia fundamental de MEC

La MEC esta conformada de fibras como lo son las fibras de colageno y las fibras elésticas,
ademas, contiene la sustancia fundamental, la cual llena el espacio que se da entre las fibras
y las células. La sustancia fundamental estd formada por glucosaminoglicanos,
proteoglucanos y glucoproteinas multiadhesivas, cuando se observa en microscopia es
amorfa, con una consistencia viscosa, transparente, resbalosa al tacto y con un contenido

muy alto de agua (Ross & Pawlina, 2020).
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4.2.1.1 Glucosaminoglicanos (GAG)

Los glicosaminoglicanos (GAG) son macromoléculas y segun la forma del azicar que los
compone, los GAG se clasifican en cuatro familias: heparina/heparan sulfato,
condroitina/dermatan sulfato, queratan sulfato y hialuronato. Las cadenas de GAG estan
unidas a una proteina central denominada proteoglicano (PG), los PG se consideran como
un glicoconjugado de los mas complejos estructuralmente. Los GAG son polisacaridos
anidnicos lineales no ramificados que se encuentran compuestos de 10 a 200 unidades de

disacaridos (Song et al., 2021).

4.2.1.2 Proteoglicanos (PG)
Los proteoglicanos (PG) son un tipo de biomolécula compleja que consisten en un nucleo
de proteina al cual se le unen de forma covalentemente una o mas cadenas de

glicosaminoglicanos (Tzanakakis et al., 2019).
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Figura S. Estructura en la MEC. A) Estructura de proteoglicanos: Vista de un monémero
de proteoglicano y su relacion con otras moléculas de adhesion, como el hialuronato, en la
sustancia fundamental del cartilago. El proteoglicano esta formado por una proteina central,
al cual se unen los GAG por medio de enlaces covalentes. Uno de los extremos de la
proteina central del mondmero de PG, se encuentra interactuando con una proteina de
enlace, que se encargan de fijar al hialuronato para formar un conjunto de proteoglicanos.
B) Glicoproteinas multiadhesivas: Las glucoproteinas multiadhesivas son fundamentales

para estabilizar la MEC y unirla con la superficie celular. Estas glicoproteinas tienen una
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gran variedad de formas y multiples sitios de unidn para otras proteinas como, colagenos,

proteoglicanos y GAG. Fuente: Ross & Pawlina, 2020.

4.2.1.3 Glucoproteinas

Las glucoproteinas, forman puentes entre diversas moléculas estructurales de la MEC, asi
mismos puentes entre estas mismas proteinas estructurales de la MEC y las células (Megias
etal.,, 2019). Estas glucoproteinas multiadhesivas, si bien son un grupo pequefio de
proteinas, son fundamentales por su gran niimero de sitios de unidon, uniendo componentes
de la MEC como colagenos, proteoglucanos y GAP. Asi mismo, estas glicoproteinas
interactiian con receptores presentes en la superficie celular, como lo son los receptores de
integrina y laminina. Dentro de las glucoproteinas multiadhesivas encontramos:
fibronectina, laminina, tenascina, osteopenia y entactina también llamada nidégeno (Ross

& Pawlina, 2020).

4.2.1.3.1 Fibronectina

La fibronectina es una proteina con un arreglo lineal de bloques para cada polipéptido,
presenta una construccion modular, cada molécula de fibronectina se forma a partir de una
secuencia de alrededor de 30 modulos plegables de manera independiente. Cada una de las
dos cadenas polipeptidicas que forman la estructura de la fibronectina, contienen sitios de
unién para muchos componentes de la MEC, como las fibras de colageno, proteoglicanos y
sitios de unidn para receptores que se localizan en la superficie celular. Estas areas de union
sirven para fijar de una manera estable la MEC a las células (Iwasa & Marshall, 2020). Las
fibronectinas presentan un peso molecular de 250-280 kDa, su composicion molecular es
dada por una molécula dimérica, que esta formada por un par de péptidos similares, que
estan unidos por un enlace disulfuro. Las fibronectinas estan presentes en la MEC de un
gran nimero de tejidos, sus funciones no so6lo incluyen la adhesion celular, sino también
intervienen en la migracion celular; presenta sitios de fijacion/unién para las integrinas,

colageno tipo IV, heparina y fibrina (Ross & Pawlina, 2020).
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4.2.1.3.2 Laminina

Las lamininas son uno de los principales elementos que componen la lamina basal. Su
estructura proteica estd formada por 3 cadenas de aminoacidos altamente glicosiladas, que
estan unidos por puentes disulfuros (Megias et al., 2019). La molécula de laminina presenta
una forma de X, donde las cadenas de péptidos son una de cadena o y dos de cadena 3, el
peso molecular de la laminina oscila entre 140 a 400 kDa, éstas se encuentran presentes en
las laminas basales de todas las células epiteliales y en las laminas externas de células
musculares, adipocitos y células de Schwann. Sus principales funciones incluyen la fijacion
de las superficies celulares a la lamina basal; por sus sitios de union se fija, coldgeno tipo
IV, heparan-sulfato, heparina, entactina, laminina y receptores de integrina que estdn en la

superficie celular (Ross & Pawlina, 2020).

4.2.1.3.3 Entactina

La entactina, también llamada nidégeno, es un tipo de glicoproteina multiadhesivas, con un
peso molécula de 150 kDa, la entactina es un tipo de proteina especifica de la 1amina basal,
conformada por una glucoproteina sulfatada monocatenaria en forma de varilla, esta
glucoproteina se encarga de vincular la laminina y el colageno tipo IV, asi mismo, la

entactina presenta sitios de union para el perlecano y fibronectina (Ross & Pawlina, 2020).

4.2.1.3.4 Tenascina

La tenascina presenta una composicion molecular de una proteina gigante formada por seis
cadenas conectadas por enlaces disulfuros, con un peso molecular de 1680 kDa. La
tenascina se encuentra presente en el mesénquima embrionario, pericondrio, periostio,
uniones musculo-tendinosas, heridas y tumores. La tenascina presenta varias funciones
como: la modulacién de las adhesiones celulares a la MEC; asi mismo, presenta sitios de
fijaciéon para fibronectina, heparina, factores de crecimiento similares a factores de
crecimiento epitelial (EGF), integrinas y moléculas de adhesion celular (Ross & Pawlina,

2020).
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4.2.1.3.5 Osteopontina

Es un tipo de glucoproteina multiadhesivas ubicadas en el hueso, con un peso molecular de
44 kDa, conformada por un polipéptido glucosilado monocatenario, sus funciones incluyen:
unirse a osteoclastos, asi mismo presenta sitios de fijacion para calcio, hidroxiapatita y

receptores de integrina presente en la membrana del osteoclasto (Ross & Pawlina, 2020).

4.2.2 Fibras proteicas de la MEC

Dentro del tejido conjuntivo podemos encontrar distintos tipos de fibras proteicas, siendo
las principales, fibras de coldgeno, fibras reticulares y fibras eldsticas. Cada tipo de fibra se
genera en los fibroblastos, estas fibras son compuestas de cadenas peptidicas largas (Ross
& Pawlina, 2020). Las fibras se encuentran inmersas en la sustancia fundamental de la
MEC, donde brindan elasticidad y resistencia a la traccion. Cabe mencionar que
tradicionalmente las fibras reticulares con consideraras como un grupo separado de las
fibras elasticas y de colageno, las fibras reticulares son en realidad fibras de colageno tipo
III, y el termino de fibras reticulares se conserva tanto por razones histoldgicas
estructurales, asi como la finalidad de diferencias 6rganos, cuya composicidon es abundante

en fibras de coldgeno tipo III (Gartner, 2021).

4.2.2.1 Fibra de coligeno o colagena

Las fibras de coldgeno son el componente mas abundante de tipo estructural del tejido
conjuntivo. Las fibras de colageno son flexibles, asi mismo, presentan una gran resistencia
tensora. El tamafio de las fibras de coldgeno varia, en el caso de tejidos en desarrollo o
tejidos inmaduros presentan un didametro de no mas de 15 o 20 nm, mientras que, en el caso
de tejidos conjuntivos densos regulares, encontrados en tendones o en tejidos que son
sometidos a una gran tencion el didmetro de las fibras puede ser de hasta 300 nm, estas
fibras de colageno tienen un patron de bandas transversales de 68 nm (Ross & Pawlina,

2020).

Las fibras de coladgeno, estas formadas por coldgeno, esta proteina es dura, firme e
inelastica, de alta abundancia en el cuerpo humano (25-30%), el coldgeno que es la

subunidad de fibra de coldgena es denominada tropocolageno, dicha proteina estd formada
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de tres cadenas a entrelazadas. Existen al menos 30 tipos de colageno que forman fibras
con propiedades diferentes que estdn localizadas en distintos tejidos organicos con mayor
abundancia en algunos tejidos que en otros. Los 30 tipos de colageno se clasifican en:
formador de fibrillas; asociado a fibrillas; formador de redes; y colagenos transmembrana,
dentro de los colagenos formadores de fibrillas, se encuentran los coldgenos de tipo I, II,

III, V y XI (Gartner, 2021).

4.2.2.2 Fibras elasticas

Las fibras elasticas de la MEC se encargan de brindar gran parte de la elasticidad del tejido
conectivo. La diferencia principal entre las fibras elésticas y las fibras de colageno en la
MEC, es su adaptabilidad y la cualidad de las fibras elasticas de poder alargar su longitud
en 1.5 veces su longitud inicial sin romperse, regresando a su estado inicial al liberar la
fuerza. Las fibras elésticas pueden ser encontradas en abundancia en el ligamento amarillo
de la columna vertebral, en paredes de vasos sanguineos, como en el caso de la aorta donde

el 50% de peso seco de la misma corresponde a fibras elasticas (Gartner, 2021).

4.2.2.2.1 Elastina

Las fibras elasticas son producidas en los fibroblastos del tejido conjuntivo, también son
sintetizadas por cé€lulas del musculo liso presente en vasos sanguineos. La composicion de
las fibras elasticas es de elastina, fibrilina [ y fibulina 5, asi como de colageno tipo VIII
(Gartner, 2021). La elastina es una proteina con una concentracion amplia de residuos de
glicina, lisina, alanina, valina y prolina, sin hidroxilisina, la elastina es derivada del
precursor denominado tropoelastina (Gartner, 2021). La elastina como su nombre lo indica
proporciona elasticidad, esta propiedad molecular se relaciona con el esqueleto
polipeptidico de la elastina, el cual es poco habitual, este esqueleto genera el enrollamiento
aleatorio de la elastina. Esta proteina de alrededor de 72 kDa de masa molecular, presenta
una gran cantidad de regiones hidrofobas (més del 80% de su estructura molecular),

alternadas con regiones hidroéfilas (Ross & Pawlina, 2020).
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La proteina elastina esta codificada por el gen de la elastina (ELN), siendo uno de los genes
mas grandes presentes en el genoma humano, con una longitud de 48 kilobases de DNA

genomico del cromosoma 7 (Ross & Pawlina, 2020).
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Figura 6. Fibras de colageno y elasticas. A) Fibra de colageno tipo I: Se observa de
forma creciente la estructura de una fibra de coldgeno tipo I. a) nuestra una fibrilla de
colageno y sus bandas con una distancia de 68 nm entre cada una; b) Cada fibrilla de
colageno es autoensamblada en forma escalonada a partir de moléculas de colageno, unidas
por enlaces covalentes con residuos de lisina e hidroxilisina; c¢) la molécula de colageno
tiene una longitud de 300nm y 1.5 nm de diametro; d) contiene una triple hélice de unién
cruzada por varios enlaces de hidrogeno entre glicinas y proteinas; e) la tripe hélice
presenta tres cadenas o, donde cada tercer aminoacido es una glicina. B) Micrografia fibras
de colageno y elésticas: Se muestra una micrografia de mesenterio expandido, tefiido con
resorcina fucsina 200x. Donde por lo delgado del tejido se pude enfocar todo el espesor del
tejido. La simbologia corresponde a: E) Fibras elasticas; FC) Fibras de coldgeno, éstas son
mas gruesas que las fibras elasticas, las fibras de coldgeno se entrecruzan, pero no se

ramifican. Fuente: Ross & Pawlina, 2020.
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4.2.2.3 Fibras reticulares

El colageno de tipo III, también es conocido como fibra reticular, este tipo de colageno es
un tipo de coldgeno formador de fibrillas, las cuales forman el entramado estructural de
algunos 6rganos como higado, ganglios linfaticos, bazo, pulmoén y andamiaje de algunos

tejidos como, el tejido muscular y el tejido adiposo (Gartner, 2021).

" Fibras de
coldgena

CITOPLASMA Filamento
de actina

Figura 7. Matriz extracelular. A: Componentes de la MEC; B: Micrografia de tejido
conectivo laxo donde se observan: 1) Fibras de coldgena, 2) Espacios ocupados por la
sustancia fundamental, 3) Vasos sanguineos, 4) Cé¢lulas. Fuente: Saavedra & Dominguez,

2014.

4.3 Ingenieria tisular y Descelularizacion

El término de ingenieria tisular, comenzo6 a aplicarse hace aproximadamente tres décadas,
para referirse al tipo de ingenieria interdisciplinaria, centrada en la regeneracion de nuevos
tejidos, empleado células, biomateriales y factores de crecimiento. La finalidad de la
ingenieria tisular es buscar un nuevo tipo de terapéutica para solventar los problemas del
desarrollo de o6rganos artificiales en la actualidad, asi como el trasplante de 6rganos. Si bien

la ingenieria tisular actualmente ha tenido una interaccion minima en pacientes, se ha
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empleado en tejidos tales como: la piel, hueso, cartilago, periodontal y tejido capilar

(Sharma et al., 2019).

En busca de la resolucién de la alta demanda de 6rganos, y tejidos para uso clinico en
humanos, se han encontrado avances relativamente recientes, los cuales se pueden agrupar
en dos grupos: organos producidos por modificaciones genéticas en animales como el
cerdo, y el grupo de obtencion, creacion, impresion 3D, y uso de andamios celulares, asi

como su repoblacion celular (Sharma et al., 2019).

Los xenotrasplantes, son los trasplantes de o6rganos derivados de alguna otra especie
diferente a la humana, como es el caso de los cerdos, para trasplantes de organos de
corazon, higado, pulmoén y rifidn, etc., por su tamafio similar a los 6rganos humanos, dichos
organos son generados en cerdos transgénicos, los cuales son producto de la inseminacion
artificial en la madre porcina, con un espermatozoide porcino de ADN humano introducido

por un vector (Marquez-Diaz, 2020).

Los avances en la ingenieria tisular han permitido la creacién de dos tipos de andamios,
para el cultivo celular de tejidos y 6rganos, el primero es el uso de andamios acelulares
derivadas de la MEC nativa de ciertos tejidos y o6rganos, a las cuales se les retira las células
nativas. Este tipo de andamios favorece la repoblacion celular por medio de sefiales
moleculares, pero asi mismo, genera algunas limitantes tales como su potencial riego de
infeccion e inmunogenicidad al usar andamios acelulares de especies distintas entre si.
Estas limitantes entre otras, generan la necesidad de investigacion en el segundo tipo de
andamios, donde estos son fruto de biomateriales sintéticos, que por lo regular son de
elastina y fibronectina de coldgeno, en conjunto con células madre pluripotentes que son

inducidas por humanos hiPSC (por sus siglas en inglés) (Sharma et al., 2019).

El término de descelularizacion se refiere a la eliminacion de componentes celulares de
tejidos u Organos para producir una MEC que mantenga sus proteinas estructurales activas.
Dichas MECs pueden utilizarse en la ingenieria de tisular. Existe una gran cantidad de
métodos y técnicas de descelularizacion, cuya eficacia varia de acuerdo con el tipo de

tejidos y 6rganos, y sus factores estructurales, tales como el tipo de cé€lula, densidad celular,
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grosor del tejido y el contenido de lipidos en el tejido, las MECs sirven como molde para

organos y tejidos (Rabbani et al., 2021).

Un proceso de descelularizacion eficaz incluye la eliminacion completa de células, ADN y
otros antigenos celulares, para evitar las respuestas inmunes. La remocion de estos
componentes se debe realizar manteniendo la estructura principal y las propiedades

mecanicas de la MEC (Mousavi et al., 2021).

Figura 8. Descelularizacion de érganos. Se observan diversos Organos de rata Wistar
(Corazédn, Pulmoén, Higado, Rifion), sometidos al proceso de descelularizacion. Fuente:

Beltran & Gonzalez, 2016.

4.3.1 Métodos de Descelularizacion

Para los procesos de descelularizacion de 6rganos, generalmente se usa la combinacion de
diferentes técnicas fisicas, quimicas y enzimadticas, todo en funcion de tejido especifico.
Potencialmente, cada técnica puede comprometer la MEC, en funcion de los compuestos
utilizados y la composicion de la MEC. En la siguiente tabla en mencionan las principales
técnicas y métodos de descelularizacion, asi como su mecanismo de accidon y los efectos

adversos para la MEC en base a lo mencionado por Mendibil et al., en 2020.
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Congelacion

Los cristales creados en el
proceso de congelacion
destruyen la  membrana

celular.

La estructura

proteica

general de la MEC puede

verse comprometida.

Fuerza

La presiéon mecanica puede
ser suficiente para inducir la

lisis en algunos tejidos.

Limitado a tejidos duros, ya
que puede dafiar gravemente

la estructura de la MEC.

Agitacion

Facilita la infiltraciéon de
agentes quimicos e induce

lisis celular.

Los procesos agresivos
como la sonicaciéon pueden

dafiar gravemente el MEC.

Descelularizacion asistida

por vacio (VAD)

Permite que los agentes
quimicos lleguen a las partes

mas internas del tejido.

No es un método de
descelularizacion sino un
facilitador.

Presion hidrostatica

Aplica alta presion al tejido

e induce la lisis celular.

La presion excesiva puede

dafar la estructura.

Acido-Base

Solubiliza los componentes
citoplasmaticos, altera los

acidos nucleicos.

Dana el colageno y los

glicosaminoglicanos (GAG)




Tritén X-200

Soluciones hipertonicas e

hipotdnicas.

Similar a su contraparte X-
100. Muy eficaz en algunos
tejidos.

Propiedades de los
detergentes i6nicos y no

16nicos.

Presion osmotica para hacer

explotar la membrana.

Debe combinarse con un
detergente i6nico hibrido
para que sea eficaz. Dafia la
MEC de forma similar a

SDS.

Dano similar al reportado

con Tritén X-100.

Gran cantidad de desechos
celulares en la MEC

restante.
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EDTA, EGTA Rompe la adhesion celular a | En realidad, no mata las

. la matriz, suele combinarse | células.
(Agentes descalcificantes)

con tripsina.

Pepsina Actia en los enlaces | Causa un gran dafio en las

peptidicos, degradando | proteinas de la MEC si se

proteinas. deja por mucho tiempo.

Las técnicas y métodos de descelularizacion son empleados y conjugados dependiendo del
tipo de tejido que se pretende descelularizar. Para la descelularizacion de arterias
umbilicales, se ha empleado protocolos de descelularizacion de SDS y Triton X-100 con
varios niveles de concentracion (Garza, 2019). Para érganos como el rifion de rata Wistar,
se han empleado protocolos de descelularizacion, semejantes, empleado SDS y Triton X-

100 con varios niveles de concentracion y tiempo de lavado (Pérez-Salazar, 2020).

4.4 Birreactores en ingenieria tisular
Los biorreactores, cada vez son mas frecuentes de usar en la ingenieria de tejidos, la razon
del aumento de su uso es que estos dispositivos permiten recrear el microambiente nativo

de células/tejidos (Castro et al., 2020).
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Figura 9. Disefio de biorreactor de perfusion para descelularizacion de érganos. Se

muestran los componentes basicos de un bioreactor. Fuente: Beltran & Gonzalez, 2016.

Los biorreactores se emplean para mantener y controlar las condiciones fisioldgicas
necesarias durante la descelularizacion y recelularizacion, las determinantes como: pH;
presion de perfusion; presion circundante o las velocidades de flujo de perfusion, influyen
directamente en el resultado de la descelularizacion de 6rganos completos. En el caso del
proceso de recelularizacion, los biorreactores fungen como un sistema de control y
monitoreo en tiempo real de las variantes fisiologicas necesarias tales como: pH, pO2,
pCO,, temperatura, concentracion de electrolitos, glucosa o lactato, parametros de

perfusion, como la presion de perfusion y los caudales (Hillebrandt et al., 2019).

Existe una gran variedad de biorreactores, cuyos componentes son distintos en funcioén de
su uso. Dentro de la ingenieria tisular existen varios tipos de bioreactor, con cualidades
particulares dependiendo del tipo de tejido u 6rgano a trabajar, un ejemplo de esto son los
biorreactores magnéticos, los cuales incorporan el uso de fuerzas magnéticas y el uso de
andamios magnetoeléctricos, el uso de estos es una técnica novedosa en el campo de bio-

ingenieria de tejidos (Castro et al., 2020).
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Figura 10. Disefio de biorreactor electromagnético. Se observa el funcionamiento de un
biorreactor magnetoeléctrico, a partir del uso de controles eléctricos y mecénicos para
producir un campo magnético alterno y de este modo, estimular los andamios

magnetoeléctricos y, por consiguiente, las células. Fuente: Castro et al., 2020.

Dentro de la gama de biorreactores en procesos de descelularizacion se opta de forma
regular por biorreactores de baja perfusion (Mousavi et al., 2021). Esta propiedad de baja
perfusion de los biorreactores también estd incluida en las técnicas novedosas al igual que
los biorreactores magnéticos (Castro et al., 2020). El proceso de recelularizacion, presentan
una definicién clara, a diferencia del concepto de descelularizacion. La recelularizacion se
define como la repoblacion de la MEC acelular con diversos tipos de células diferenciadas
o células madre especificas, con el objetivo de reconstituir la microanatomia de un dérgano.
Existen diversos tipos celulares empleados para la recelularizacion, las cuales requieren
tener interacciéon con la MEC para su adhesion y funcionalidad, por lo que la MEC debe
preservar sus propiedades fisicas, asi como componentes para promover el crecimiento y la
adhesion celular, por esta razoén el proceso de descelularizacion debe ser de calidad

(Hillebrandt et al., 2019).
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Para lograr crear un neo-6rgano funcional, se requiere que el 6rgano sometido a alguna
técnica de descelularizacion mantenga intacto su arbol vascular, asi mismo que presente
una MEC optimamente conservada. Si la finalidad es la descelularizaciéon de organos
completos y no so6lo un tejido de éste, el método por perfusion controlada por presion o
flujo es el mas adecuado, ya que este método permite exponer de un modo homogéneo, a
todo el organo a los distintos agentes descelularizantes (Hillebrandt et al., 2019). La
versatilidad de las variables necesarias para la descelularizacion ideal, crea la necesidad
investigar e innovar nuevas formas para logar una descelularizacién dptima y una posterior

recelularizacion, pero dichas innovaciones deben ser con un sistema de baja perfusion.

4.5 Radiacion Ultravioleta (UV)

La radiaciéon UV, es un tipo de radiacion no ionizante, la cual es emitida por el sol y
algunas fuentes artificiales, como las camas bronceadoras, luces de haldgeno, algunos
laseres, etc., La radiacion UV se puede clasificar en tres tipos principales: Ultravioleta A
(UVA); Ultravioleta B (UVB); Ultravioleta C (UVC). Dicha clasificacion se debe a la
medida de su longitud de onda, la cual es medida en nanémetros (nm= 0.000000001 metros
o 1x10” metros), presentando una longitud de onda de: 315-399 nm la UVA; 280-314nm la
UVB; y 100-279 nm la UVC (Centers for Disease Control and Prevention [CDC], 2021Db).
La radiacion UV interactia con los distintos tipos de organismos vivos tanto
favorablemente como desfavorablemente, dependiendo de la duracion de exposicion y el
tipo de UV (CDC, 2021b). La irradiacion ultravioleta se utiliza en los entornos sanitarios
como un modo alternativo de desinfeccion en estos entornos, aunque en este caso,
normalmente se emplea la irradiacion a través de un sistema automatizado, permitiendo una

menor exposicion al personal que la emplea (Beauduy & Winston, 2019).

La luz ultravioleta (UV) que es emitida en un rango de longitud de onda entre 240 a 280 nm
es absorbida por acidos nucleicos, causando daiio genético (Ryan & Sherris, 2021). La
aplicabilidad de la luz ultravioleta con fines de esterilizacion es limitada por la poca

capacidad de penetracion de ésta (Ryan & Sherris, 2022).

La radiacion UV presenta una longitud de onda variedad que va de los 328 nm a 210 nm, es

decir de 3280 a 2100 A (Angstrom). El maximo bactericida de la luz ultravioleta (UV) se
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produce en una longitud de onda de 240-280 nm. La inactivacién de los microorganismos
es dada por la destruccion de acidos nucleicos, a través de la induccion de dimeros de
timina. La luz ultravioleta elimina con mayor facilidad las bacterias y los virus que las
esporas de origen bacteriano. Este efecto no solo es influenciado por la longitud de onda,
sino también por: materia orgdnica, tipo de suspension, temperatura, tipo de
microorganismo ¢ intensidad UV, la cual es dada por la distancia entre la fuente UV y el

area a irradiar (CDC, 2016).

La irradiacion ultravioleta con un fin germicida, también abreviada con las siglas UVGI,
emplea la energia ultravioleta (UV) para matar organismos de tipo viral, bacteriano y
fingico. Los dispositivos UVGI producen radiacion ultravioleta de tipo UV-C, la cual
presenta longitudes de onda més cortas que los rayos UV-A y UV-B, siendo la UVC mas
penetrante y de menor riesgo para la salud humana, su uso en este concepto se remonta al
afio 1950, donde fue utilizada para la eliminacion de microorganismos en el aire y en

superficies (CDC, 2021a)
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V) HIPOTESIS

Se desarrollard una nueva técnica de descelularizacion con UV y manejo de temperatura,
mediante baja presion hidrostatica en corazon de rata Wistar, que mejorard las
caracteristicas finales de la MEC obtenida en términos de descelularizacion, para

posteriores procesos de recelularizacion.

VI) OBJETIVOS

6.1 Objetivo general
Desarrollar una técnica de descelularizacion en prototipo de dispositivo Multi-
descelularizador-UV empleando baja presion hidrostatica en corazén de rata Wistar, para la

obtencion de una MEC 6ptima.

6.2 Objetivos especificos
1. Desarrollar el método de descelularizacion en prototipo dispositivo Multi-
descelularizador-UV de 6rganos densos (Corazén) en rata Wistar.
2. Disefiar y fabricar un dispositivo de descelularizacion de multiples organos, con
baja presion y luz ultravioleta.
3. Desarrollar el manual operativo para el uso del prototipo Multi-Descelularizador-

UV.

28



VII) MATERIALES Y METODOS

7.1 Disefio de estudio:

El presente trabajo fue un estudio de tipo experimental, con un muestreo no probabilistico,
con el uso de ratas Wistar macho Anexo 1. Manipulacion de Ratas Wistar (A), a las cuales
se les extrajo o6rganos densos (corazon). Los experimentos siguieron los lineamientos de la
Norma Oficial Mexicana de Secretaria de Agricultura, Ganaderia, Desarrollo Rural, Pesca y
Alimentacion (SAGARPA), NOM-062-Z00-1999, se evit6 el sufrimiento innecesario a los
animales de experimentacion. En experimento se dividi6 en dos tipos de 6rganos: Corazon

Control (Sin Descelularizar) y Corazén Experimental (Descelularizado).

7.2 Corazéon Control (No Descelularizado) y Corazén Experimental (Descelularizado)

Uso de ratas Wistar machos (Rattus norvegicus), para la extraccion de o6rganos (corazon).
El grupo organo-control (No Descelularizado) se formd con el andlisis histoldgico de tres
corazones, asi mismo para el grupo de érgano-experimental (Descelularizado) también se
analizaron histologicamente tres corazones de rata Wistar, con la finalidad de obtener

resultados por triplicado.

7.2.1 Extraccion de 6rganos en ratas

Para la extraccion de los corazones tanto del grupo de oOrgano control y oOrgano
experimental, se tomo y registro el peso corporal de cada una de las ratas, y en base a esto,
se administré por via peritoneal pentobarbital soédico al 6.5% a dosis 60 mg/Kg (dosis
eutanasia). Se verifico la anestesia a través de una puncion con aguja hipodérmica en la
cola de la rata, habiendo pasado 5 minutos tras la aplicacion del pentobarbital, al no
presentar respuesta motora (estimulo doloroso), se procede a verificar la eficiencia de la
anestesia presiono las patas inferiores de las ratas, para realizar la primer incision Anexo 1.
Manipulacion de Ratas Wistar (B), se procedid6 con una toracotomia Anexo 1.
Manipulacion de Ratas Wistar (C-D), al estar expuesto los organos y aun latiendo el
corazon de la rata, se administr6 por via central heparina a dosis de 100 Ul/kg, se esperd un
lapso de 5 minutos para garantizar la plena distribucion de la heparina en todo el corazon,

se procedid a extraer el corazon, salvaguardado los vasos mayores cardiacos. Posterior a la
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exanguinacion, se introdujo el corazon en PBS para garantizar la exanguinacion total y
quitar los residuos de heparina. Dependiendo del uso que se les dio a los 6rganos, se
sumergieron en paraformaldehido (PFA) al 4% en el caso del 6rgano control para su
procesamiento histologico (Hematoxilina y eosina, Tricromica de Masson), los érganos
control para la cuantificacion de DNA, se congelaron a -20° hasta su analisis respectivo. En
el caso del grupo experimental, se canalizo por la aorta con un catéter periférico corto del
19 G, sujetandolo con hilo se sutura, luego fueron congelados a -20° C hasta que fueron

sometidos al proceso de descelularizacion.

7.2.2 Descelularizacion de Corazon de Rata Wistar en Prototipo de Dispositivo Multi-

Descelularizador-UV

El dispositivo siguié un protocolo propio en vista de ser un dispositivo creado para tales
fines, contemplado en el manual de uso del dispositivo. Los pasos fueron: Lavar con agua 'y
jabon neutro la camara de o6rganos, empleando abundante agua, procurando evitar residuos
de jabon, se repitio el tipo de lavado en las camas de organo. Una vez que las piezas
estuvieron plenamente lavadas, se aplicé alcohol al 70% isopropilico en la camara y en las
camas, asi como en el exterior del dispositivo, siguiendo los principios de asepsia y se
esperd hasta que se volatizd el alcohol en su totalidad. Se activé la luz UV por 15 minutos
antes de su uso, el procedimiento de la luz UV se realiz6 dentro de la campana de flujo
laminar. Los organos se descongelaron a temperatura ambiente y se conectaron al sistema
de perfusion (Equipo de venoclisis de tipo normogotero), previamente purgado (pre-
cargada), con equipos por separado para cada 6rgano. La manipulacion de los contenedores
de organos fue posterior a la desinfeccidn con alcohol isopropilico al 70%, con una
manipulacion de campo estéril y uso de técnica cerrada de guantes para la manipulacion y
colocacion de los organos en las camas de descelularizado. Se colocaron los 6rganos en una
posicion anatdmica, siguiendo este principio para la direccionalidad de la canalizacion del
organo. Se monitorizd la perfusion de los drganos, realizado el céalculo de las presiones y

velocidades de flujo.

Los organos experimentales fueron sometidos a los lavados de soluciones de

descelularizado en el siguiente orden: lavado con Tripsina y EDTA al 0.025% (diluida en
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PBS a 37° C) durante 30 minutos, lavado con PBS 5 minutos, lavado con SDS al 2% a
temperatura 37° C durante periodos de 12 horas, 6 horas, 3 horas y 1 hora. Durante el
lavado de SDS se usaron periodos de irradiacion UV de 20 minutos de duracion cada una, a
la mitad de cada periodo de tiempo (12 horas, 6 horas, 3 horas y 1 hora). Tras finalizar el
proceso de descelularizacion, los d6rganos se almacenaron en condiciones particulares
dependiendo del tipo de analisis al que se sometid. Los 6érganos experimentales que fueron
usados para el analisis histologico (Hematoxilina y Eosina, Tricromica de Masson), fueron
almacenados en paraformaldehido al 4%. Los organos experimentales que fueron usados

para la cuantificacion de DNA, fueron almacenados congelados a -20° C.

7. 3 Descelularizacion de parches Cardiacos

La extraccion de corazon para parches cardiacos, se realizd siguiendo los mismos pasos de
sacrificio de las ratas para la descelularizacion de 6rganos completos, una vez realizada la
extraccion de los corazones fueron sometidos al proceso de crioproteccidn, para la cual los
corazones son sometidos a un tren de sacarosa de 15%, 20% y 30% a temperatura de 4° C.
Las soluciones de sacarosa se prepararon usando 3 gramos de sacarosa, aforados a 20 ml de
agua tridestilada para la solucion de sacarosa al 15%, 4 gramos de sacarosa, a aforados a 20
ml de agua tridestilada para la solucion de sacarosa al 20%, y 6 gramos, aforados a 20 ml
de agua tridestilada para la solucion de sacarosa al 30%. La duracion del corazon en cada
paso es variada, la duracion depende del tiempo en que se de la precipitacion del 6rgano. El
corazon se coloca en la solucion al 15% después de que éste se precipita, se traspasa a la
solucion al 20% hasta que vuelva a precipitar, para ser pasado finalmente a la solucion al
30% para nuevamente precipite. Anexo 2. Crioproteccion de corazén de rata Wistar en
sacarosa, es almacenado en solucion de PBS a una temperatura no mayor de 4° sin
congelacion. Una vez crioprotegidos los corazones, se procede a la realizacion de cortes de
200 micras de grosor en un criostato, congelando los corazones por medio de hielo seco

Anexo 3. Cortes de Parches Cardiacos de Rata Wistar.

Una vez realizados los cortes se procede con la descelularizacion, para lo cual los parches

se colocaron en 35 ml de SDS al 2%, en tubos para centrifuga de 50 ml de capacidad,

31



dichos tubos se colocaron en un agitador a 126 rpm Anexo 4. Preparacion de
Descelularizacion de Parches Cardiacos. El tiempo de agitacion fue constante, se realizd
cambios de solucion (SDS al 2%) cada 24 horas, los puntos de corte para la toma de
resultados a las 24 horas, 48 horas, 72 horas y 96 horas Anexo 5. Parches Cardiacos
descelularizados. Una vez sometidos al proceso de descelularizacion en los distintos cortes
de tiempo se almacenaron en paraformaldehido al 4% para los posteriores andlisis
histolégicos y otras muestras se congelaron en seco a -20°C para posteriores analisis de

cuantificaciones de DNA.
7.4 Analisis de la Matriz Extracelular

7.4.1 Tinciones histologicas

Para determinar el porcentaje de eliminacion celular derivado de la descelularizacion, se
evaluara por microscopia Optica, procesando las imagenes de las tinciones histoldgicas
tefiidas con hematoxilina y eosina (H-E) por medio del conteo de nucleos, y por medio de

la Tricrémica de Masson, se analizaron las fibras de coldgeno de la MEC.

7.4.1.1 Procesamiento de las muestras histologicas con H-E y Tricromica de Masson

Los organos y los parches cardiacos se mantuvieron en paraformaldehido al 4% a
temperatura ambiente, la preparacion de la muestra para la inclusion en parafina se realizéd
en el deshidratador de muestras automatizado Leica TP1020. Una vez deshidratada, la
muestra fue colocada en parafina, acomodando el 6rgano en un molde de inclusiéon donde
se verti parafina liquida, utilizando el incluidor Leica EG1160. Los 6rganos y los parches
cardiacos se orientaron en el histocasette, se completo el llenado con parafina liquida hasta
conformar un bloque so6lido. Después de ser solidificada la parafina, se montaron las
muestras en el microtomo Leica RM2135, realizando cortes histologicos de Sum de grosor.
Los cortes histologicos de Hematoxilina-eosina y Tricromica de Masson se montaron en
portaobjetos, con ayuda de una estufa de bafio maria. Para desparafinar las tinciones se
colocaron las muestras en una incubadora durante 4 horas a una temperatura de 45°C.

Posteriormente, en la campana de flujo laminar se realizo la hidratacion de las muestras a
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través de un tren de alcoholes y posteriormente, se colocaron en el tren de tinciones
especifico de Hematoxilina-Eosina y Tricrémica de Masson, dependiendo de la muestra.

Al finalizar las tinciones, las muestras fueron fijadas con dos gotas del medio de montaje,
se colocd un cubreobjetos y evitando la formacion de burbujas. Las tinciones histologicas
de hematoxilina-eosina y Tricrémica de Masson fueron observadas de forma preliminar en
un microscopio Leica ICC50 Anexo 6. Toma de Micrografias (A). La toma de las
micrografias de las tinciones se realizd en un microscopio Leica DM 500 Anexo 6. Toma
de Micrografias (B), las observaciones y micrografias se realizaron con amentos de 4X,

10X, 40X para la realizacion del conteo de celular.
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VIII) ASPECTOS BIOETICOS

8.1 Generalidades de bioética

La presente tesis sustentd sus resultados en el uso de animales de experimentacion (ratas
Wistar Ratus norvegicus), el manejo bioético de dichos organismos se basd en los
lineamientos comprendidos en la Norma Oficial Mexicana NOM-062-Z0O0-1999,
Especificaciones técnicas para la produccion, cuidado y uso de los animales de laboratorio,
donde se estipula la categoria de experimentacion en funciéon de las actividades
experimentales de acuerdo al grado de invasidon, molestia o dafio producido sobre los
animales de laboratorio, en vista de que el experimento realizado para la presente tesis
generd la muerte de los animales de experimentacion, se clasifico en tipo A “Experimentos
utilizando invertebrados de baja escala: Uso de huevos, protozoarios u otros organismos
unicelulares. Uso de metazoarios. Uso de cultivo de tejidos u 6rganos obtenidos después
del sacrificio del animal en el rastro o necropsia” (SEGOB, 2001). Los procesos de
sacrificio de los animas, se realizd tras una correcta anestesia de los mismos, y una
posterior verificacion de esta, dicha verificacion consistié en someter a las ratas a estimulos

dolorosos en la cola, y de este modo se evitd el sufrimiento innecesario de los animales.

8.2 Dictamen de Comité de Bioética institucional

La presenta se basa en el protocolo de investigacion el cual cuenta con un dictamen
aprobatorio por parte del Comité de Bioética de la Facultad de Medicina de la Universidad
Auténoma de Queretano, con fecha de 12 de mayo de 2022 Anexo 7: Carta de Dictamen
del Comité de Bioética, mismo que posteriormente fue registrado ante la direccion de
posgrado e investigacion de esta casa de estudios Anexo 8. Registro de protocolo de

investigacion.
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IX) RESULTADOS

9.1 Diseiio y creacion del prototipo Multi-descelularizador-UV
El prototipo esta conformado de: Sistema de perfusion; Cama de descelularizacion; Camara

de descelularizacion; Fuente de luz ultravioleta (UV); Sistema de drenaje.

Figura 11. Prototipo de Multi-descelularizador-UV. Prototipo de Multi-
descelularizador-UV. A) Muestra el prototipo con la fuente de luz UV apagada; B) Luz UV
encendida; 1) Sistema de perfusion; 2) Camara de descelularizado; 3) Camas de
descelularizado; 4) Sistema de drenaje; 5) Fuente de Luz UV. Fuente: Herndndez-Carrillo

Diego A., 2022.

Sistema de perfusion; Contenedor de plastico transparente de 4 litros de capacidad, con
una llave valvula de cuerda de plastico, en un lateral inferior, unida a equipo de venoclisis
tipo normogotero y este a llave de tres vias con extension, el cual ingresa por el orificio de

la parte posterior de la cdmara de descelularizado hasta la cama de descelularizacion.
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Figura 12. Sistema de perfusion. A) sistema de drenaje de la cadmara de descelularizado,
donde: 1) Contenedor de plastico; 2) Llave valvula 3) Equipo de venoclisis tipo
normogotero. B) Sistema de drenaje dentro de cdmara de descelularizado, la flecha blanca

sefiala el nivel del sistema de perfusion. Fuente: Hernandez-Carrillo Diego A., 2022.

Cama de descelularizacion: La cama de descelularizacion se fabrico en tres tantos, dichas
camas son montables en la camara de descelularizacion. Rectangulos de 21 cm de alto por
14 cm de ancho de acrilico transparente, de 5 mm, con un orificio rectangular interno de 14
cm de largo por 9 cm de ancho, con una malla de pléastico en dicha area de las mismas
dimensiones, en la parte superior de la cama tiene una jaladera tipo boton con 3.5cm de

diametro.
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Figura 13. Cama de descelularizacion. A) Cama individual de descelularizado; B) Camas
de descelularizacion colocadas dentro de la camara de descelularizacion, la flecha blanca
sefala el angulo de inclinacion de la cama de descelularizado. Fuente: Hernandez-Carrillo

Diego A., 2022.

Camara de descelularizacion: La camara de descelularizado tiene una forma de prisma
rectangular, en acrilico transparente de 5 mm de espesor, una base de 34 cm por 20 cm, con
una altura de 18 cm, con seis orificios en la cara posterior con un diametro de 1.5 cm cada
uno, en la cara anterior presentan dos ventosas de plastico, para sujetar la fuente de luz UV,
en la parte superior presenta una tapa movible con bisagras del mismo material con las
medidas de la base, y un asa de aluminio. En el centro de la base se encuentra un orificio de
% pulgada, que conecta con el sistema de drenaje. La cdmara de descelularizacion presente
un refuerzo en las todas las aristas incluidas las de la tapa, hecho de dngulo de aluminio de
2 cm. La base de la cama de descelularizacion tiene en cada vértice un tope de aluminio,

para darle mas altura a la base y espacio para el sistema de drenaje.
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Figura 14. Disefio Camara de descelularizacion. A) Vista superior de la camara de
descelularizado. B) Vista lateral de la camara de descelularizado, con fuente UV encendida,
la flecha blanca sefala uno de seis orificios, donde entra la parte terminal del sistema de

perfusion. Fuente: Hernandez-Carrillo Diego A., 2022.

Fuente de luz ultravioleta (UV): Lampara cilindrica horizontal de cristal de cuarzo con 25
cm de longitud, la potencia de esta es de 11W de potencia, la longitud de onda de 254 nm
(Luz Ultravioleta de tipo LUV-C/UVC), con un alcance de 1 metro.
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Figura 15. Fuente de luz ultravioleta (UV). Vista de distintos dngulos de la ubicacion de
la fuente de luz UV, las flechas blancas la sefialan. Fuente: Hernandez-Carrillo Diego A.,
2022.

Sistema de drenaje: Tubo de CPVC de "2 pulgada de diametro, en forma de “L”, con las
medidas de 23 c¢cm por 25 cm, unido con un codo de CPVC al orificio en la base de la
camara de descelularizado, en la parte final de la “L” tiene un conector hembra de CPVC
de 2 pulgada. El sistema de drenaje en “L” esta fijado a la parte inferior de la base de la
camara de descelularizacion. El sistema de drenaje tiene una parte montable que se une al
conector hembra por medio de conector macho de CPVC de !4 pulgada de didmetro, unido
a una manguera industrial transparente de 2 pulgada de didmetro de una longitud de 1

metro.

Sistema de calentado de soluciones: Formado de una cubeta de plastico rigido
transparente de 7 litros de capacidad, con un tubo de CPVC de 2.5 pulgadas de diametro,

con multiples orificios tinico a la base interna de la cubeta en dngulo de 90°, presente un
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orificio en la tapadera de la cubeta por el cual ingresa una resistencia de agua de 11W, la
cubeta en los laterales de la cubeta en la parte superior dos orificios por los cuales ingresan
las lineas del sistema de perfusion. La resistencia se encuentra conectada a un termostato
que lo enciende razén de la temperatura indicada en el mismo, conectado en paralelo a una
luz roja que se enciende al mismo tiempo que la resistencia se encuentra encendida, unida a
una base de madera que da base para la luz, y el termostato, de dicha base sale un cable

conector hacia el tomacorriente. El sistema usa agua del grifo para calentar las soluciones.

Figura 16. Anexo del dispositivo. A) Sistema de drenaje: Vista lateral del tubo de CPVC
unido a la parte inferior de la cama de descelularizado. B) Manguera del sistema de drenaje:
Se observa la manguera de 2 pulgada de didmetro, que se conecta a la “L” de tubo, para
completar el sistema de drenaje. C) Sistema de calentamiento de soluciones. 1) Recipiente
donde se calientan las soluciones mediante resistencia eléctrica y control térmico por
termostato; 2) Foco de aviso de encendido de la resistencia; 3) Termostato. Fuente:

Hernéndez-Carrillo Diego A., 2022.
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9.2 Resultados organo control
Se analizé el corazon de rata Wistar por triplicado de forma macroscopica, donde se
pudieron observar caracteristicas morfologicas iguales, con una coloracién rojiza y

coloracién azul-morado en el vaso de la aorta.

. Pis

Figura 17. Corazén Control de Rata Wistar. Se muestran los 3 corazones de rata Wistar

empelados en las tinciones de organo control en HE y Tricromica de Masson. Fuente:

Hernandez-Carrillo, Diego A., 2022.
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Fuente: Hernandez-Carrillo, Diego A., 2022.
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Figura 18. Tincion con HE de Corazén Control. Cortes de ventriculo izquierdo de Rata
Wistar tefiidos con HE de 5 micras de espesor. A) Corte histologico visto a 4 X. B) Corte
histologico visto a 10 X. C) Corte histologico visto a 40 X. Fuente: Hernandez-Carrillo

Diego A., 2022.

Figura 19. Tincién para fibras de colageno en el corazon control. Tincion Tricrémica de
Masson en rebanadas de 5 micras de espesor en ventriculo izquierdo de rata Wistar. A)
Corte histolégico visto a 4 X. B) Corte histologico visto a 10 X. C) Corte histologico visto
a 40 X. Fuente: Hernandez-Carrillo Diego A., 2022.
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9.3 Resultados organo Experimental Descelularizado

Organo Control | Descelularizacion con SDS 2%
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Figura 20. Time-lapse de descelularizacion cardiaca. Micrografias tefiidas con HE en
cortes de 5 micras de espesor que muestran el proceso de descelularizacion con SDS al 2%.
La perfusion se realizé a 37°C, observando disminucion progresiva del numero de células

en relacion al tiempo de lavado. Fuente: Hernandez-Carrillo Diego A., 2023.

Organo Control | Descelularizacion con SDS 2%
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Figura 21. Fibras de coligeno en el proceso de descelularizacion. Las micrografias
muestran cortes descelularizados tefiidos con tincion Tricromica de Masson en cortes de 5
micras de espesor, durante el proceso de descelularizacion con SDS al 2%. Paulatinamente,
son mas visibles las fibras de coldgeno conforme avanza el proceso. Fuente: Herndndez-

Carrillo Diego A., 2023.
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9.4 Resultados Parches Cardiacos Descelularizados

Organo Control | Descelularizacion con S0 2%

12 Horas

Figura 22. Descelularizacion en parches cardiacos. Las micrografias muestran cortes de
200 micras de parches de tejido cardiaco, tefiidos con HE. La secuencia muestra el avance
del proceso de descelularizacion con SDS al 2%, en agitacion constante y a temperatura
ambiente. A partir de las 3 horas se visualiza la disminucion del niimero de células

cardiacas. Fuente: Hernandez-Carrillo Diego A., 2023.

Organo Control Descelularizacion con SDS 2%

24 Horas 48 Horas T2 Horas 96 Horas

Figura 23. Fibras de colageno en parches cardiacos descelularizados. Micrografias de
cortes de 200 micras de espesor, tefiidas con Tricromica de Masson de durante el proceso
de descelularizacion. Los parches de tejido cardiaco fueron tratados con SDS al 2%, con
agitacion constante y a temperatura ambiente. Se observa que las fibras de colageno se

preservan. Fuente: Hernandez-Carrillo Diego A., 2023.
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9.5 Resultados en Conteo Celular

CURVA DE DESCELULARIZACION
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Figura 24. Curva de descelularizacion cardiaca. La grafica muestra el aumento del
porcentaje de descelularizacion de corazon de rata Wistar macho conforme pasa el tiempo,
tratadas con SDS al 2%, a 37° C, tefiidos con HE. Fuente: Hernandez-Carrillo Diego A.,
2023.
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Figura 25. Curva de descelularizacion de parches cardiacos. La grafica muestra el
aumento del porcentaje de descelularizacion en parches cardiacos conforme pasa el tiempo,
tratados con SDS al 2% a 37° C, tefiidos con HE. Fuente: Hernandez-Carrillo Diego A.,
2023.
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Fuente 26. Comparacion de la descelularizacion de organo completo y parches
cardiacos. Grafica comparativa del porcentaje de descelularizacion de corazén completo y
parches cardiacos en relacion con el tiempo de lavado, tratados con SDS al 2%, tefiidos con

HE. Fuente: Herndndez-Carrillo Diego A., 2023.
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9.6 Divulgacion

Se ha participado en algunos seminarios, foros y coloquios donde se ha obtenido constancia
de participacion Anexo 9. Constancia como potente Foro de Investigacion, Anexo 10.
Constancia como potente en el Segundo coloquio en Ciencias Biomédicas y Diagnostico
Molecular, mayo 2022, Anexo 11. Constancia como potente en el Tercer Coloquio en
Ciencias Biomédicas y Diagnostico Molecular mayo 2023, asi mismo se logroé obtener el
3er lugar en el tercer coloquio en Ciencias Biomédicas y Diagnostico Molecular mayo 2023
en la categoria nivel maestria, Anexo 12. Reconocimiento de 3er lugar en el Tercer
Coloquio en Ciencias Biomédicas y Diagnostico Molecular mayo 2023. Se realizd una
publicacion en una revista de divulgacion cientifica divulgacion bajo el titulo de
Descelularizacion de 6rganos: posible solucion a la demanda de 6rganos, publicado en una
revista indexada titulada Sin Contrasefias con ISSN:2992-8702, n° 7, pag 14-18 de la
Universidad Virtual del estado de Michoacan Anexo 13. Articulo de divulgacion

“Descelularizacion de drganos: posible solucion a la demanda de 6rganos™.
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X) DISCUSION

En actualidad, no existe una definicion universal para describir plenamente el proceso de
descelularizacion, la principal razéon de esto es en gran medida a la gran variedad de
técnicas y métodos para la descelularizacion, en especial la descelularizacion de organos
completos (Isidan et al., 2019). Por tal motivo, es fundamental continuar con la

investigacion relacionada con estos procesos.

Dependiendo del tipo de 6érgano que serd sometido a la descelularizacion se debe considerar
un protocolo especifico que busque que la MEC no presente componentes nucleares (Crapo
et al., 2011), sino que también mantenga una microanatomia del 6rgano tratado, para lo
cual es fundamental la descelularizacion por perfusion controlada por presion o flujo
(Hillebrandt et al., 2019). Para los procesos de descelularizacion de 6rganos completos se
requiere el uso de varios tipos de técnicas y métodos descelularizaciéon para lograr un
correcto proceso el cual dependerd del tipo de tejido que se pretende someter a la

descelularizacion (Mendibil et al., 2020).

El presente trabajo tomando en consideracion las ventajas y desventajas de los distintos
métodos de descelularizacion (Mendibil et al., 2020). Se aplic6 la combinacidn de tres tipos
de métodos de descelularizacion fisicos (congelacion a -20°C), quimico-enzimatico (lado
con tripsina con EDTA al 0.025%, lavado con SDS al 2%), para la descelularizacion de

organos completos, por medio de un proceso de perfusion controlado.

En el presente protocolo de descelularizacion de corazon de rata Wistar macho se
perfundieron las distintas soluciones a una temperatura controlada fisioldgica de 37°C, se
obtuvo una descelularizacion del 91.42% en 6 horas y 96.14% en 12 horas en contraste en
tiempo con otros reportes (Torres-Osornio, 2020), donde se emplearon los mismo tipos de
descelularizacion pero sin una temperatura de perfusion controlada donde obtuvo entre

90.83% y 97.49% de descelularizacion en un tiempo promedio de 36 horas.

En el presente trabajo se realizaron otros protocolos de descelularizacion con la finalidad

comparar tiempo y porcentajes de descelularizacion, siendo estos la descelularizacion de
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parches cardiacos de 200 micras de grosor en un cridstato previamente crioprotegidos con
distintas concentraciones de sacarosa (15%, 20% y 30% a temperatura de 4° C), empleando
métodos quimicos como el SDS al 2% y métodos fisicos, al realizar lavados en SDS al 2%

un agitador a 126 rpm en intervalos de 24 horas, 48 horas, 72 horas y 96 horas.

El uso de sacarosa como agente crioprotector se emplea debido a que la sacarosa es un
agente crioprotector de tipo no penetrante, en razoén que es una sustancia con un alto peso
molecular que permite una rapida deshidratacion celular, ya que se forman puentes de
hidrogeno con el agua, lo que reduce la actividad de esta, es decir que no sigue la ley de
Raoult, permitiendo una congelacién rapida de tejidos sin dafiarlos (Avila-Portillo et al.,

2006).

Los parches cardiacos son ampliamente utilizados en términos clinicos, ya que los mismos
permiten una opcion terapéutica de enfermedades cardiovasculares complejas como el
infarto agudo a miocardio o insuficiencia cardiaca entre los principales tipos de parches
cardiacos estan los de hidrogel, los cuales pueden estar fabricados de MEC descelularizada

entre otros materiales (Liu et al., 2024).

En la descelularizacion de parches cardiacos existen una gran gama de técnicas y métodos
de descelularizacion, donde se usan agentes como SDS, EDTA, Tripton X-100, Tripsina,
ADNasa, con distintos niveles de concentracion, aplicados a tejidos cardiacos de distintos
organismos (porcino, ovino y roedores), con una gran variedad de resultados (Akbarzadeh

et al., 2023).

En el presente trabajo se emplearon cortes de 200 micras para la experimentacion de
descelularizacion de parches cardiacos, espesor similar en a los parches cardiacos
experimentado 300 micras de espesor descelularizados con SDS y Triton X-100 de
(Blazeski et al., 2015). Respecto a la descelularizacion de parches cardiacos de rata Wistar,
no se empled la combinacion de distintos agentes quimicos sino solamente se empled SDS
al 2%, debido a su alta eficiencia en términos de descelularizacion, asi como la capacidad
para perseverar las caracteristicas fisicos-quimicas de la funcionalidad de la MEC

resultante, a pesar de grandes espesores de tejidos, como lo demostraron los resultados
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obtenidos en los experimentos de descelularizacion de parches cardiacos de origen porcino

de 2000 micras con SDS (Ye et al., 2016).

La descelularizacion de parches cardiacos en SDS al 2% es ampliamente usada, al obtener
los resultados en porcentaje de descelularizacion a 72 horas de agitacion fue de 88.41% y
mientras que el porcentaje de descelularizacion a las 96 horas fue de 80.96%, lo cual es
inconstante con los principios de descelularizacion por medio de agitacion. Tedricamente, a
mayor tiempo de agitacion se genera una mayor descelularizacion, lo cual sugiere la
posibilidad que el tipo de agitador utilizado para la descelularizacion de parches no es el
mas adecuado. En la industria de laboratorios existen agitadores mas complejos en la
dindmica de flujo que generan, por tal motivo seria prudente en investigaciones futuras
realizar la descelularizacion de parches cardiacos con las mismas metodologias, con
diversos tipos de agitadores. La determinacion del porcentaje de descelularizacion solo se
pudo obtener por conteo de nucleos celulares en tinciones de HE, mientras que en la
literatura se menciona la contabilizacion de nucleos celulares no solo por este medio sino
también por DAPI, asi mismo la cuantificacion de DNA (Crapo et al., 2011). En este
sentido seria prudente que, en investigaciones futuras, se realizara nuevamente el
experimento tanto en descelularizacién del 6rgano completo como de parche cardiacos y
complementar la obtencion de resultados de porcentaje de descelularizacion tanto de por
conteo de nucleo celular en DAPI como con cuantificacion de DNA, para determinar por

comprobacion de otros métodos el porcentaje de descelularizacion.
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XI) CONCLUSIONES

El dispositivo disefiado y creado, permite controlar la temperatura de las soluciones para
mantener una temperatura constante durante todo el proceso de descelularizacion (37° C).
El uso de los detergentes (SDS al 2%) a una temperatura de 37° C, en el proceso de
descelularizacion se alcanz6 una descelularizacion aceptable desde las 6 horas de haber
iniciado el lavado con un porcentaje de 91.42% y un 96.14% a las 12 horas, porcentaje que
se obtuvo comparado el conteo de nucleos promedio del grupo organo control. La
descelularizacion de los parches cardiacos por medio de agitacion alcanzé su mayor
eficiencia a las 72 horas, con un porcentaje de descelularizacion de 88.41% siendo menor
su eficiencia en comparacion con el método de descelularizacion por medio de perfusion a
temperatura controlada (37° C), asi mismo el tiempo de descelularizacion es superior en el
método de descelularizacion de parches que el método de descelularizacion por perfusion a

teperatra controlada, lo cual es una clara mejoria en términos de eficiencia.
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XIII) ANEXOS

Anexo 1. Manipulacion de Ratas Wistar. A) Ratas Wistar Macho. B) Verificacion de
sedacion en Ratas Wistar. C) Realizacion de toracotomia en Rata Wistar. D) Extraccion de

corazdn de Rata Wistar. Fuente: Hernandez-Carrillo Diego A., 2022.
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Anexo 2. Crioproteccion de Corazon de Rata Wistar en Sacarosa. A) Corazén de Rata
Wistar en proceso de crioproteccion con agua tridestilada con Sacarosa antes de precipitar.
B) Corazon de Rata Wistar en proceso de crioproteccion con agua tridestilada con Sacarosa

después de precipitar. Fuente: Hernandez-Carrillo Diego A., 2023.
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Anexo 3. Cortes de Parches Cardiacos de Rata Wistar. A) Corazones de Rata Wistar
previamente crioprotegidos, siendo congelados con hielo seco. B) Cortes de corazén de
Rata Wistar por criotomo con un grosor de 200 micras. Fuente: Hernandez-Carrillo Diego

A., 2023.
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Anexo 4. Preparacion de Descelularizacion de Parches Cardiacos. A) Parches cardiacos
de 200 micras en 35 ml de SDS al 2%, antes de ser descelularizados. B) Inicio de

descelularizacion de Parches cardiacos en agitador a 126 rpm. Fuente: Hernandez-Carrillo
Diego A., 2023.
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4

I2HORAS = 96 HORAS

Anexo 5. Parches Cardiacos descelularizados. A) Parches Cardiacos de Rata Wistar tras
24 horas en agitacion con SDS al 2%. B) Parches Cardiacos de Rata Wistar tras 48 horas en
agitacion con SDS al 2%. C) Parches Cardiacos de Rata Wistar tras 72 horas en agitacion
con SDS al 2%. D) Parches Cardiacos de Rata Wistar tras 96 horas en agitacion con SDS al
2% Fuente: Hernandez-Carrillo Diego A., 2023.
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Anexo 6. Toma de Micrografias. A) Uso de microscopio Leica en el instituto de
neurobiologia de la UNAM. B) Uso de microscopio Leica en la Facultad de Medicina de la
UAQ. Fuente: Hernandez-Carrillo Diego A., 2023.
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Desarrollo de una técnica de descelularizacién en bioreactor con baja presién para érganos densos,
para la produccion de matriz extracelular funcional para la recelularizacion

Que ha turnado a este Comité de Bioética:

Cubre con requisitos

Con base en lo anterior el dictamen Correspondiente es de:

APROBADO

“EDUCO EN LA VERDAD Y EN EL HONOR”
“POR LA VIDA'Y LA SALUD"

. - Ve
Dr. Carlos Francisco Sosa Ferreyra
Presidente del Comité de Bioética
Facultad de Medicina

Facultad de Medicina

Clavel No. 200, Col. Prados de la Capilla, Sontiago de Querélaro, Qro. México C.P. 76170

SOMOSUAQ Tel 01 (442]192 12 73 y O {442) 192 12 00 Ext. 6200

EDUCAR CRECER CONSOUDAR

Anexo 7: Carta de Dictamen del Comité de Bioética. Carta de Dictamen del Comité de

Bioética, obtenida por la facultad de medicina de UAQ. Fuente: Hernandez-Carrillo Diego

A., 2022.

65



2 TONT 3F o8 )|

= OF QUERETARD
o  WUCRE
ON Y POSGRAD
5 ‘ POSGRADD
e ’
-, & :
i __Registro del Protocolo de Investigacion del Estudiante de Posgrado
¥

i Nueovo registro ( X ) { Cah\bihai(' )

| Fecha de Registro™: 1« NOVIEMBRE -0 i :
! No. Registro de Proyecto”. |50 & | ¢ =
 Borbutthdvs, cutmdi ol SOl 2D — W el T |
| Fecha de inicio de proyecto: 1 de | Fecha de término de proyecto: 14 de diciembre |
 agosto de 2021 | de 2024 | E=0 !
£33k () excisan para In Oirwcodn de Inestigsciény Posgrada o T =

1. Datos del solicitante: l
No. de expediente: 308348 =

Nombre: NS O VTS ReACY
Hernéndez SO i O, . DiegoAmando
Apellido Paterno Apellido Materno Nombre(s)
Direccion:

Boulovard Posadas Ocampo #37  San Cristobal 38900
Calle y nimero Colonia CP.
Guanauato 4061059289 diegoarmandohe@gmall.com
Estado “TYelbfono Correo electrnico
2. Datos del proyecto:
[Facultad: | Faculiad de Medicina i
{Programa: | Maesidaen Ciencies en Blomedigna
| Tema especifico | Desarmolio de una tecnica de Gescolulanizacion on borreacior con bajs presin
i del proyecto: | para érganos densos, para la produccion de matriz extracelular funcional para
i e fECOIUIOIZOCIEN

3. Nombres y firmas de:

1

Dr. Hebert Luis Hernéndez
Montiel | Co-director o Cofirectora
Director de Tesis

o’
7 '. |
Diego Armando Herna \ i
C:m?to ez Dr. Rodrigo llquI Gonzélez fala |
Sanch Director de Vestl ovacion |
Al Al ‘ 4
umno o Alumna | DirectordelaFacultad | yPosgrado

et

Anexo 8. Registro de protocolo de investigacion. Registro de protocolo de

investigacion, ante la Direccion de Investigacion y Posgrado de la UAQ. Fuente:

Hernéndez-Carrillo Diego A., 2023.

66



¥ EDUCACION INVESTIGACION

CONTINUA PREGRADO

2 S aVairay ek b de sl o

a: Diego Armando Hernandez Carrillo.

Proyecto titulado: Desarrollo de una téenica de descelularizacion en po dispositivo multi=
descelularizador=uv con baja presion para drganos densos (corazén), para la produccion de
matriz extracclular funcional para recelularizacion.

Director/a: Hebert Luis Hernandez Montiel.
Colaboradores:

por su valiosa participaciéon como PONENTE en modalidad GALERIA en el Foro de

Investigacion y Posgrado de la Facultad de Medicina realizado del 27 al 29 de
marzo del 2023. Valor curricular de 15 hrs.

4
\ PP o 0 o
&’ ul

or. \m Calderén Drmmndalup:?‘l 5‘ flageLarrea
Jefatura de o3 acién y Fosgrade Dis evror @ e lsfavutiad de dedivisa

Bigegaica et e (\3 UAQ CENBZOM %biolek Bcceso

Anexo 9. Constancia como potente Foro de Investigacion. Constancia como

UNIVERSIDAD AUTONOMA DE QUERETARD
3 FACULTAD DE MEDICINA —'5'

Tsl  COURUNACIONDE
~'  EDUCACONMEDICA &

Fargalihs ws.
Lt Foje B1-A,
fobo 81 Oweos __clou
Ackuelad dn Fliesvitn Wasca o 15723,

Focha s Ragebe 08 de mayo 2023

potente Foro de Investigacion de la Facultad de medicina de la UAQ. Fuente:

Hernandez-Carrillo Diego A., 2023.



Maestria en Quimica Clinica Diagnésti
Moestria y Doctorado en Ciencias en Biomedicina
Especiolidod en Bioquimica Clinica
Maestria en Ciencias en Neurometabolismo

Universidad Auténoma de Querétaro
Facultad de Medicina y Facultad de Quimica

Otorgan el presente

RECONOCIMIENTO

A:
DIEGO ARMANDO HERNANDEZ-CARRILLO

Por su destacada participacion con el trabajo titulado

Desarrollo de una técnica de descelularizacion en
bioreactor con baja presion para 6rganos densos, para la
produccién de matriz extracelular funcional para
recelularizacion.

Presentado en el Segundo Coloquio en Ciencias Bio-medicas y Diagnaostico
Molecular. Realizado en Querétaro, Qro. el 5 y 6 de Mayo del 2022.

Dra. Guadalupe Zaldivar Lelo de Lorreo Dra. Silvia Lorena Amayo Uano
Direcioro de lo Focullod de Medicing Directoro de lo Facvltod de Quimica

Dra. Ma. Gt dolupe Flavio Loorca Pifio
Directora de (0 Secretoria de lavestigacién,
Innovocién y Posgredo

Anexo 10. Constancia como potente en el Segundo coloquio en Ciencias
Biomédicas y Diagnostico Molecular Mayo 2022. Constancia como potente
en el Segundo Coloquio en Ciencias Biomédicas y Diagnostico Molecular
Mayo 2022 de la Facultad de medicina de la UAQ. Fuente: Herndndez-
Carrillo Diego A., 2022.

68



“? 2 v ——. Maestrio en Quimica Clinica Diognéstica
ol l - - Wockaou. Maoestria y Doctorado en Ciencias en Biomedicina
Bk S ! ) £ INNOVAGION Especiclidad en Bioquimica Clinica

L Al SUCAA Maestric en Ciencios en Neurometobolismo

Universidad Auténoma de Querétaro
Facultad de Medicina y Facultad de Quimica

Otorgan el presente

RECONOCIMIENTO

A:
DIEGO ARMANDO HERNANDEZ CARRILLO

Por su destacada participacion como ponentes del trabajo intitulado:

DESARROLLO DE UNA TECNICA DE DESCELULARIZACION EN
PROTOTIPO DE DISPOSITIVO DESCELULARIZADOR CON BAJA
PRESION PARA ORGANOS DENSOS (CORAZON), PARA LA
PRODUCCION DE MATRIZ EXTRACELULAR.

Presentado en el marco del Tercer Coloquio
en Ciencias Biomédicas y Diagnéstico Molecular.
Realizado en Querétaro, Qro. el 11 y 12 de mayo del 2023.

Dra. ’F'-:Jolu:fe Loldivar Lelo de Larrea Dro. Silvia Lorena Amaya Liano
Directora de lo Focullod de Medicing Directora de lo Focullod de Quimico

Dra. Ma. Gu ¢ alupe Flavia Loarca Pifia
Directora de |« Secrelario de Invesligocidn,
Innovacién y Posgrodo

Anexo 11. Constancia como potente en el Tercer Coloquio en Ciencias Biomédicas y
Diagnostico Molecular Mayo 2023. Constancia como potente en el Tercer Coloquio en
Ciencias Biomédicas y Diagnostico Molecular Mayo 2023 de la Facultad de medicina de la

UAQ. Fuente: Herndndez-Carrillo Diego A., 2023.



.‘\ 4 a Mamitrie w0 Qyemco Chven Diognisies
- [T "y Paeia o
. v Maeuia y Do jo en Cercion o0 hamadeing
\ \ ] Expessslcad on Bicqumcz iy

‘. . 1 LA p
. Marvra en Ceeciza e Newomelobclumy

Universidad Auténoma de Querétaro
Focultod de Medicina y Focultad de Quimica

Otorgan el presente

RECONOCIMIENTO

A

Hernandez Carrillo
Diego Armando

Por haber obtenido ¢l 3er lugar eh la categoria
“Nivel Maestria, modalidad avance de resultados”

con &l trabajo intitvlado

“Desarrollo de una técnica de descelularizacién en proto-
tipo de dispositivo descelularizador con baja presién
para érganos densos (corazén), para la produccion de
matriz extracelular”,

Presentado en el marco del Tercer Coloquio
en Ciencias Biomédicas y Diognéstico Molecular
Reclizodo en Querétaro, Qro. el 11 y 12 de mayo del 2023

Anexo 12. Reconocimiento de 3er lugar en el Tercer Coloquio en Ciencias Biomédicas
y Diagnéstico Molecular Mayo 2023. Reconocimiento por haber obtenido el 3er lugar en
el Tercer Coloquio en Ciencias Biomédicas y Diagnostico Molecular Mayo 2023, en la
categoria Nivel Maestria, modalidad avance de resultados de la Facultad de medicina de la

UAQ. Fuente: Hernandez-Carrillo Diego A., 2023.

70



SOAA A
sCRNTRASeNas
Al 2 num. ], sep - dic 2024 REVISTA DE DIVULGACION CIENTIFICA
INNOVACION TECNOLOGICA | INVESTIGACION | comuniDAaD | INCLUSIVES
AT Badure '\
o X3z :

s.
6rgc|nos

Bioingenierio. descelvlorizocidn PESULTADOS
n«mw
pora poder

nmvver')m'looc:r»\x on et e

Ocdocn e Kan COMNGS e ADN. COMO © 10 K8

Achuoimente. 0 IvestQOciones DIOMedCas no  Wakor. [Be

1 @ Merctrg Gert e o e ha oo o e
fracion urwvencl de desceliaRRocin. unaue 38

eriisicr e COrOCherESCas funcomentoles:
1o MEC ssautiante 0 debe presentor componentes
vaitres de SO0 uUTiecr #n 03 INCione: S8 hemo-
SainG y 80HNG © DAPY 10 MEC G Gste conerer
més e 50 g e AN por mig Je Peso e MEC: y
Que los fogmentos de ADN 1o deben superr 200
£0 (Cropc ef ol 211,

o Soromart
e 30 PSS Oh Pe Ov SAgin g0
AN, 2015

Lo ofa demando de e érganas b Samkonde
p. Deno de 10 Ingerer faucs. of hobir Je desce-
Indacensotiem

0 ve cei e G deicelrEOCKn e raks We

Cncionoidod del teid u &xgar Compiess

L invstgocienss de o bicigeriedn s g
N

Figwa | Componente: de © mave esvacewor Ibroe

%0 coligens y fbvon slwicon aue e checomecian
s, formond una red. Cevar

o= bonos hecionary

%= $o00s Umverydod de Voo

o1t oo inciye o 20 e ox G0 o
oora recesrEocin

Anexo 13. Articulo de divulgacion “Descelularizacion de 6rganos: posible solucion a la
demanda de dérganos”. Articulo de divulgacién “Descelularizacion de organos: posible
solucion a la demanda de organos”, publicado en la revista de divulgacion cientifica
indexada titulada Sin Contrasefas con ISSN:2992-8702, n° 7, pag 14-18 de la Universidad
Virtual del estado de Michoacén. Fuente: Hernandez-Carrillo Diego A., 2024.

71



	3f888fe304d098c40ee16243447b525f56e3e39351ebf32555d55ca9e8c29c83.pdf
	62f3785e4518231e6b26c278ef13ad54a8a9f401d9e2cc0e579b8a0eea0c7df6.pdf
	a30fc8097156640bedcd81d77e76f41f7a1fc612b1911d33899a6aacbd9ed2b0.pdf

	3f888fe304d098c40ee16243447b525f56e3e39351ebf32555d55ca9e8c29c83.pdf

