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RESUMEN

Introduccion. El higado es el tercer 6rgano mas trasplantado en el mundo, incluyendo
México. En nuestro medio, la falla hepatica terminal es provocada principalmente por
la hepatitis, el higado graso no alcoholico y el alcoholismo, los cuales conducen a la
cirrosis, caracterizada por la pérdida de la anatomia hepatica y vascular, con procesos
difusos de necrosis, regeneracion y fibrosis nodular. A la fecha, la Gnica opcién ante
un estadio final de la enfermedad es el trasplante, sin embargo, el panorama de la
donacién de organos sigue siendo desalentador. Esto ha provocado la bisqueda de
nuevas alternativas para prolongar la vida de estos pacientes. Actualmente, la
ingenieria tisular desarrolla novedosas técnicas de descelularizacion/recelularizacion
que faciliten la generacidon de 6rganos funcionales basadas en la obtencion de la matriz
extracelular (MEC). Esta MEC, el andamiaje tridimensional aislado que sostiene las
estirpes celulares, es capaz de permitir la aceptacion, diferenciacion, proliferacion y
migracion de ceélulas nuevas, abriendo la posibilidad de ser repoblada, lo que
potencialmente podria generar organos funcionales. Objetivo: Obtener una MEC
hepatica de rata Wistar descelularizada mediante perfusion y evaluar sus
componentes. Material y métodos: Estudio experimental, en ratas Wistar macho, con
peso de 300 gr. Se realizé la extraccion del higado, previa exanguinacion, para ser
congelado a -80°C. Posteriormente, fueron sometidos al proceso de descelularizacion
via perfusién portal con una serie de detergentes con Tritén X-100 y SDS. Al finalizar
el proceso, se obtuvo una MEC que fue procesada para determinar el contenido celular
residual y la preservacion de los componentes de la MEC, mediante tincion con
hematoxilina y eosina, tricromico de Masson, ioduro de propidio y calcofluor-blanco
y la inmunotincién con isolectina 1B4. Resultados. Se obtuvo una MEC
semitransparente, con una remocion de aproximadamente del 96% de los
componentes celulares y nucleares hepéaticos. Se comprob6 la presencia de colageno
y proteoglicanos en la MEC descelularizada, con una estructura tridimensional
preservada. Conclusiones. El proceso de descelularizacion hepatica desarrollado en
este proyecto incluyé etapas de congelamiento y uso secuencial de los detergentes
triton X-100 y SDS, lo que nos permitid obtener una MEC con un alto nivel de
remocion celular y preservacion de la arquitectura de sus componentes de colageno y
proteoglicanos. Esta MEC obtenida nos permitira iniciar los ensayos con técnicas de
recelularizacion de estirpes celulares hepaticas.
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SUMMARY

Introduction. Liver is the third most transplanted organ in the world, even in Mexico.
In our country, terminal liver failure is mainly originate by hepatitis, nonalcoholic
fatty liver disease and alcoholism, which lead to cirrhosis. It is a diffuse process
characterized by loss of hepatic parenchyma, fibrosis formation and regeneration
nodules resulting in the distortion of the normal architecture and vascular anatomy.
On this moment, the only option in a disease final stage is transplantation, however
the organ donation remains discouraging. This has promoted the research for new
alternatives to prolong the patient’s life. Currently, tissue engineering studies novel
decellularization/recellularization techniques that facilitate the generation of
functional organs, based on the obtention of the extracellular matrix (ECM). This
ECM, the isolated 3D scaffold that supports all cell lines, has evidence that shows its
ability to allow the acceptance, differentiation, proliferation and migration of new
cells and it is a potential step to the repopulation, which could potentially generate
functional organs. Objective. The aim on this study was to obtain a decellularized
hepatic ECM from Wistar rats by perfusion and to evaluate its components. Material
and methods. This was an experimental study, it were employed male Wistar rats
weighing 300gr. Liver extraction was perform, exsanguination prior, to be frozen at -
80 ° C. Subsequently, they were subject to the decellularization process via portal
perfusion with Triton X-100 and SDS detergents. At the end, a MEC was obtained
and processed to determine the residual cellular content and the preservation of their
components using hematoxylin and eosin, Masson's trichrome, propidium iodide and
calcofluor-white stains and isolectine 1B4 immunostaining. Results. A
semitransparent MEC was obtain, with a clearance of approximately 96% of the
hepatic nuclear and cellular components. The presence of collagen and proteoglycans
was identify in the decellularized ECM, with a preserved 3-D structure. Conclusions
The hepatic decellularization process developed in this project included the freezing
and sequential use of the triton X-100 and SDS detergents, which result in a MEC
with a high level of cellular removal and the preservation of their architecture
components including collagen and proteoglycans. This MEC resulted will facilitate
trials in recellularization techniques with hepatic cell lines.

Keywords: extracellular matrix; decellularization; liver; scaffold.
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1 INTRODUCCION

Las enfermedades hepéticas constituyen una de las primeras causas de muerte en
México y en el mundo, siendo un grupo de alteraciones que imposibilitan al higado
Ilevar a cabo su metabolismo normal, hasta culminar en un estadio final que tiene la
Unica alternativa del trasplante como terapia que permita prolongar la vida del
paciente.

La Falla Hepatica es una alteracion que impide al higado llevar a cabo sus funciones
y se determina principalmente por sus manifestaciones clinicas en aguda y crénica
(Laleman et al., 2011; Villalobos Pérez J. et al 2006), que en muchos casos presentan
alteraciones bioquimicas e histopatoldgicas significativas (Lee et al., 2012;
WIlodzimirow et al., 2013).

Una hepatopatia en un estadio final hace referencia a una serie de alteraciones
histopatologicas que son progresivas y capaces de desencadenar una serie de procesos
celulares anormales que culminan en una pérdida de la arquitectura hepatica y que
ademas altera su anatomia vascular hasta su microcirculacién (Garcia Buey et al.,
2012); dicho proceso es también conocido como cirrosis (Garcia Buey et al., 2012;
Villalobos Pérez J. et al., 2006). En la cirrosis existen cambios morfolégicos dados
por un proceso dindmico que implica lo siguiente: lesiones difusas en todo el higado
que incluyen algunas zonas de necrosis y otras zonas de nodulos de regeneracion y
fibrosis con alteracion del parénquima arquitectural y vascular incapaces de restaurar
las funciones hepaticas (Garcia Buey et al., 2012). Un aspecto importante a tener en
cuenta es que las complicaciones dadas por la cirrosis son las mismas,
independientemente de los agentes causales y, una vez establecida es capaz de inducir
del desarrollo de hepatocarcinoma (Garcia Buey et al., 2012). Las manifestaciones
clinicas que presenta van desde a encefalopatia hepatica, la ictericia, las
coagulopatias, el sindrome hepato-renal y la falla multiorganica (Olivari D. et al.,
2017).

Contrariamente a lo esperado, los avances médicos y quirdrgicos no han podido
resarcir la situacion de la insuficiencia de 6rganos, por lo que recientemente se han
explorado nuevas propuestas terapeuticas considerando entre otras cosas los
trasplantes con donacion parcial, el uso de érganos marginales y de donadores con
procesos oncologicos no metastatizados (Mazza et al., 2015). Por ello, a principios
del Siglo XXI surge a través de la ingenieria tisular la propuesta de trabajar en la



busqueda y mejora de alternativas como la Descelularizacion de Organos, como el
higado, la cual explora el desarrollo de metodologias que permitan una separacion
efectiva de los componentes celulares de su tejido nativo (Choudhury et al., 2018)
obteniendo asi su matriz extracelular (MEC) y que implican la posterior remodelacion
de esta matriz a nivel vascular, nervioso y funcional (Keane et al., 2015).

En el caso del higado, los investigadores se han encargado de demostrar mediante
distintos modelos animales como la rata, el raton, el conejo y el cerdo, que esta técnica
es factible para obtener una MEC descelularizada, sin embargo existen variables o
limitantes de la técnica como la via de acceso, las soluciones detergentes, el tiempo
de obtencidn, la temperatura y la presion empleadas para la lisis y disociacion de los
componentes celulares de la MEC (Fu et al., 2014); actualmente no existe un
protocolo estandarizado que garantice resultados 6ptimos en la descelularizacién para
iniciar procesos de recelularizacion y que permita estudiar la dinamica celular
intermedia, por lo que seria de gran utilidad desarrollar esta metodologia como una
oportunidad que permita profundizar en estos conocimientos y evaluar sus resultados
y su alcance.

2 MARCO TEORICO

2.1 Anatomia del higado y funciones principales

Se sabe que el higado es un érgano sélido que tiene un peso aproximado de 1,400 a
1,600 gr en el adulto, delimitado por una cépsula delgada de tejido conjuntivo
denominada capsula de Glisson (Guyton A., 2011). Macroscopicamente se constituye
por la triada portal: una vena (porta), una arteria (hepatica) y un conducto (biliar).
Microscépicamente, se constituye por cordones de hepatocitos separados por
sinusoides, espacios porta y venas terminales; su unidad funcional, el lobulillo
hepético, se constituye periférico a la vena central y se compone de mdltiples placas
celulares hepaticas radiadas; cada placa se compone de dos células (hepatocitos) entre
las que se localizan pequefios canaliculos biliares que drenan en los conductillos
biliares y a su vez estos discurren por los tabiques fibrosos que separan los lobulillos
hepaticos (Villalobos Pérez J. et al., 2006). En los tabiques también drenan vénulas
portales que reciben sangre venosa del sistema portal, la cual drena a través de los
sinusoides hepaticos; los tabiques contienen ademas arteriolas hepaticas que
suministran sangre arterial a los tejidos septales intercalados entre los lobulillos
adyacentes. Lo sinusoides se encuentran tapizados de dos tipos de células: las células



endoteliales tipicas y las células de Kupffer que tienen funcion fagocitica ante la
presencia de bacterias y cuerpos extrafios en la sangre. Existen los llamados espacios
perisinusoidales, también Ilamados espacios de Disse, que se encuentran entre las
células endoteliales y las células hepéticas y se comunican con los vasos linfaticos de
los tabiques interlobulillares y es mediante esta via, que desaparece el exceso de
liquido (véase imagen 1) (Caralt et al., 2014; Guyton A., 2011).

Figura 1. Estructura bésica del lobulillo hepatico.
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Para fines practicos, el parénguima hepéatico ha sido dividido en l6bulos
hexagonales en cuya periferia se encuentran los espacios porta y en el centro la vena
central; de esta forma, en el lobulillo hay una zona central que rodea a la vena
centrolobulillar, una zona periférica o periportal alrededor de los espacios porta y una
zona intermedia denominada mediozonal (Guyton A., 2011; Villalobos Pérez J. et al.,
2006).

Es importante tener en cuenta que el higado recibe la circulacion de dos sistemas: por
un lado, la venosa proviene del territorio esplacnico a traves de la Vena Porta (VP)
que al penetrar al higado se divide en venas distribuidoras que se conocen como
interlobulares, segmentarias e interlobulillares y son éstas tltimas las que se ramifican
para formar las venas portales terminales que se ubican en los espacios porta y que
son las que se abren a los sinusoides. La otra circulacion, sangre arterial, emana a
través de la Arteria Hepética (AH), la cual al penetrar al higado da ramas que
acomparian a las ramificaciones venosas hasta llegar a los espacios porta en donde
también se abren a los sinusoides hepaticas y ocurre una mezcla de sangre venosa



procedente del sistema porta y de sangre arterial proveniente de la arteria hepatica
(Guyton A., 2011; Villalobos Pérez J. et al., 2006).

Finalmente, cuando la sangre llega a las venas centrolobulillares, que han sido
Ilamadas venas hepaticas terminales, éstas confluyen para formar primero las venas
intercalares que a su vez confluyen para formar las venas suprahepaticas que drenan
a la vena cava inferior (VCI). Basados en este tipo de circulacion portocentral, el
concepto de “Acino” considera a los espacios porta como centro del Acino y a las
venas hepaticas terminales como porciones periféricas. Una caracteristica particular
del higado, dado su sistema vascular, es que posee un flujo sanguineo elevado, se sabe
que por parte del sistema portal Ilegan a los sinusoides hepaticos alrededor de 1.050
ml/min y 300 ml ml/min mas que provienen de la arteria hepatica; lo que en conjunto
constituye el 27% del gasto cardiaco en reposo aproximadamente. Asimismo, la
presion de la vena porta a su llegada al higado es de aproximadamente 9 mmHg y la
presion de la vena hepatica que sale del higado para terminar en la vena cava suele ser
de OmmHg, lo que haba de sus resistencias vasculares muy disminuidas. Por sus
caracteristicas tisulares, el higado posee un metabolismo intenso capaz de generar
diferentes reacciones bioquimicas, esta propiedad en si misma le permite participar
en el metabolismo de los hidratos de carbono, de las proteinas y de las grasas. Participa
también como deposito de vitaminas, almacenador de hierro, productor de sustancias
de la coagulacion, detoxificacion o eliminacion de farmacos y produccion de la
bilirrubina (véase imagen 2) (Guyton A., 2011).
Figura 2. Sistema vascular y de conductos intrahepaticos
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2.2 Epidemiologia de las hepatopatias

La cirrosis hepatica es una enfermedad frecuente en el mundo y su prevalencia en
cada pais varia en funcidn de su etiologia (Lefton et al., 2009). Alrededor del 90% de
las causas de cirrosis hepaticas en Occidente se deben a alcoholismo, enfermedad por
higado graso no alcohdlico (HGNA) y a la hepatitis viral cronica (Garcia Buey et al.,
2012; Ramos-Lopez et al., 2015), situacion similar a la existente en nuestro pais.

Segun los datos de la Organizacién Mundial de la Salud, en su Informe Mundial sobre
las Hepatitis del afio 2017, cerca de 325 millones de personas padecen una infeccién
cronica solamente debido al virus de la hepatitis B (VHB) o al virus de la hepatitis C
(VHC), considerando entonces a éstos virus como la principal causa de cirrosis a
nivel mundial; en dicho informe también de dio a conocer que en los registros
obtenidos en el afio 2015 la cantidad de nuevos infectados por el VHC fue de 1.75
millones con 71 millones de personas diagnosticadas. Sin embargo una prueba del
Impacto negativo que tienen estas enfermedades se entiende al saber que tan solo las
hepatitis virales en ese mismo afio causaron 1.34 millones de muertes, cifra similar a
la que se atribuye a las defunciones por tuberculosis (TB) y por infeccion por virus de
inmunodeficiencia humana (VIH) y que ademas es una cifra que va en aumento
debido al poco acceso a los sistemas de salud y a su desarrollo asintomatico (OMS,
2017).

El Informe Sobre la Salud de los Mexicanos, en el que se hace un diagnostico general
del sistema nacional de salud en nuestro pais, publicado en el afio 2015, se refiere que
la cirrosis hepatica se mantuvo dentro de las diez principales causas de muerte y, que
en el afio 2013 méas de 23mil personas fallecieron por esta causa, de las cuales casi
tres cuartas partes correspondian al sexo masculino, siendo que la cirrosis a causa de
alcoholismo predomina en hombres mientras que la cirrosis por infecciones virales es
mas frecuente en mujeres. Aunque las defunciones se concentran en mayores de 50
afios, en el afio 2013 una de cada mil personas murio por esta causa (SSA, 2015). Otro
informe publicado en el afio 2015 por el Instituto Nacional de Salud Pdblica (INSP),
informo6 que México ocupa el segundo lugar en Latinoamérica con mayor numero de
infectados por VHC, de los cuales el 65% de los pacientes presentan una enfermedad
cronica y solo el 30% es conocedor de su enfermedad, ademas de que solo el 0.6%
recibe tratamiento. De acuerdo a la Encuesta Nacional de Salud y Nutricion
(ENSANUT) en el afio 2012 la seroprevalencia de las hepatitis era 0.24% en hombres



y 0.09% en mujeres. Finalmente, en el informe del Dia Mundial contra la hepatitis
emitido por parte de la Secretaria de Salud en México en el afio 2015, se informo que
existen en promedio un registro 24 mil casos de hepatitis A, B y C cada afio (INSP,
2017; SSA,2015)

Aunque ya se sabe que el alcoholismo es causa de cirrosis, la cantidad de ingesta
diaria de alcohol que consuma una persona va en relacion a la aparicion de la
enfermedad; un estudio publicado por Lefton H. et al., refiere que el consumo
excesivo de alcohol durante dos afios puede desarrollar cirrosis, sin embargo ésta se
puede manifestar muchos afios después. A pesar de ello, el riesgo de muerte cuando
se realiza el diagnostico de cirrosis en un estado compensado es 4.7 veces mas con
respecto a la poblacion general y 9.7 veces mas en un paciente descompensado
(Escorcia Charris et al., 2018).

Respecto al HGNA, se encuentra fuertemente asociada a obesidad diabetes mellitus y
sindrome metabolico, relacionados también con la resistencia a la insulina; su tasa
estimada de desarrollo a 10 afios es del 5-20%, sin embargo el incremento en pacientes
que desarrollan obesidad es casi una garantia de la incidencia de cirrosis a edades
tempranas sobre todo en paises como el nuestro (Escorcia Charris et al., 2018; Garcia
Buey et al., 2012; Lefton et al., 2009).

Finalmente, en algunos paises se considera a la cirrosis como la primera causa de
trasplante hepético; en este sentido el Centro Nacional de Trasplantes (CENATRA)
en México publicé la estadistica de los trasplantes realizados al primer semestre de
este afio, en el cual se informd que el higado es el tercer 6rgano mas demandado
seguido del rifidén y la cérnea, con 328 pacientes en lista de espera, habiendo realizado
a Julio del mismo afio Unicamente 115 trasplantes, de los cuales 108 fueron donados
de paciente en estado de muerte cerebral y sélo 7 a partir de donador vivo, lo que
refleja que desafortunadamente no se cubre ni el 50% de la demanda estimada
(CENATRA, 2018).

2.3 Fisiopatologia de la insuficiencia hepatica y cirrosis

El término Insuficiencia Hepética se emplea para el grupo de alteraciones clinicas y
bioguimicas que son resultantes de la falla del higado para llevar a cabo sus funciones
normales y denota Unicamente alteracion de la funcién del higado (Laleman et al.,
2011; Ramirez-Palma et al., 2016). A diferencia de la insuficiencia, la cirrosis es el



estadio final de todas las enfermedades hepaticas cronicas progresivas (Garcia Buey
etal., 2012).

La cirrosis ocurre por la degeneracién y necrosis de los hepatocitos y el remplazo del
parenquima hepatico con tejido fibrotico y nodulos de regeneracion asi como la
pérdida de la funcion hepatica, ademas de que el dafio a la arquitectura hepatica induce
distorsion de su vasculatura e hipertension portal. Entonces, la fibrogénesis hepatica
es el principal factor para la progresion del dafio hepéatico y da lugar a excesivos
mecanismos de reparacion en un proceso agudo o crénico, caracterizado por la
simultanea disminucion de la degradacion y aumento en la sintesis de MEC,
principalmente de colageno. Esta fibrosis hepatica esta dirigida por una poblacion de
células fibrogénicas activadas conocidas como miofibroblastos (MF), y de éstas, las
células estrelladas (CE) en el higado son las principales que contribuyen a este
proceso, incluyendo fibroblastos y células mesenquimales (Figura 3) (Ramos-Lopez
etal., 2015).

En el caso de la enfermedad hepética por alcoholismo, se estima que el consumo de
mas de 40 gr de alcohol por dia en el hombre, y de mas de 20 gr de alcohol por dia en
la mujer durante un periodo de 10 afios incrementa significativamente el riesgo de
padecer cirrosis hepatica. La patogénesis involucra las enzimas que metabolizan el
alcohol que incrementan los niveles de acetaldehido y especies reactivas de oxigeno
(ERO). Los elevados niveles de ROS disminuyen la actividad antioxidante y
encabezan el dafio oxidativo a las proteinas, lipidos y &cidos nucleicos, lo cual también
incrementa las cascadas de sefializacion del sistema inmune. El efecto de las ERO
resulta en un dafio mitocondrial e inicio de autofagia, y favorece la traslocacion de
lipopolisacaridos bacterianos desde el intestino al higado, lo que a su vez estimula a
las células de Kupffer para liberar citocinas proinflamatorias. Por otro lado, el
acetaldehido es capaz de favorecer dos procesos importantes: la disminucion de la
beta-oxidacion de &cidos grasos y el aumento de su biosintesis (lo que se traduce en
esteatosis hepatica), y se ha visto que esta involucrado en la fibrogénesis al estimular
la sintesis de colageno y componentes de la MEC a través del factor de crecimiento
transformante beta (TGF-B). Finalmente se ha visto que tanto ROS como el
Acetaldehido son capaces de formar aductos de ADN que participan en la mutagénesis
y carcinogénesis (Ramos-Lopez et al., 2015; Roman et al., 2013).

Respecto al virus de hepatitis C, su prevalencia es del 3% a nivel mundial y se
considera la causa mas comun de enfermedad hepatica crénica. Se le ha clasificado



dentro de 6 genotipos principales con distribucién global heterogénea, en México
prevalecen el genotipo 1a y 1b y su principal factor de riesgo contagioso es a través
de las transfusiones sanguineas. Las celulas de linfocitos T-CD4 tienen un papel
primordial al eliminar el VHC circulante, pero cuando la infeccion es persistente el
virus es capaz de invadir el sistema inmune y esto puede potencializar la progresion
de la fibrosis, cirrosis y carcinoma hepatocelular. Aungue se considera un virus no
citopatico, el dafio se relaciona con la respuesta inmune del huésped y sus principales
mecanismos incluyen infiltracion linfoide portal, necrosis focal y lesiones lobulares
degenerativas que pueden incrementar debido a la acumulacion de células T
especificas, reclutadas por moléculas de adhesién y quimiocinas (Lefton et al., 2009;
Ramos-Lopez et al., 2015).

Un estudio realizado en el Oeste de México que evalud las biomoléculas presentes en
el VHC agudo y cronico reveld perfiles se respuesta distintos en cada caso, ya que la
infeccion crénica de hepatitis C del genotipo 1a presenta secrecion especifica de
interleucina 8 (IL-8) y quimiocina-ligando-8 (CCL8), mientras que los pacientes con
VHC aguda se presentaron niveles elevados de interleucina-l-alfa (IL1-07),
interleucina-13 (IL-13), interleucina-15 (IL-15), factor de crecimiento transformante
alfa (TNF-[0), TNF-B1 y quimiocina-ligando-8 (CCL8), lo que refleja que las
variaciones en la respuesta inmune estan involucradas en la persistencia o rapida
eliminacion de la enfermedad, la cual ademas causa numerosos cambios patogénicos
en el higado cono esteatosis, resistencia a la insulina, estrés oxidativo, disfuncion
mitocondrial y alteraciones en el control del crecimiento; otros factores que son
asociados con la progresion de fibrosis son el tiempo de la enfermedad, edad
avanzada, sexo masculino, abuso del alcohol, co-infeccién de VIH, diabetes y bajos
controles de células T-CD4, asi como polimorfismos en el metabolismo de los lipidos
como la apolipoproteina-B (APO-B) y el receptor de lipidos de baja densidad (LDLr)
(Fierro et al., 2015).

El higado graso no alcoholico (HGNA) abarca desde la esteatosis simple hasta su
manifestacion inflamatoria, la esteatohepatitis no alcohdlica (EHNA) que de igual
forma puede evolucionar a fibrosis, cirrosis o carcinoma hepatocelular. La esteatosis
hepatica se caracteriza por la acumulacion de triglicéridos en macro y microvesiculas
en mas del 5% de los hepatocitos, distribuyéndose principalmente en la region
perivenular. Su desarrollo se da a lugar como consecuencia de la disfuncién de
diversas vias metabdlicas y un factor determinante es el incremento de los acidos
grasos libres (AGL). La resistencia a la insulina participa de manera muy activa en



esta patogénesis, ya que en la EHNA se han observado concentraciones elevadas de
insulina que ocasionan falla en la supresion de flujo de acidos grasos en estos
pacientes y se ha reportado que este proceso puede estar mediado por alteraciones en
la fosforilacién del Receptor de Insulina 1 y 2 (IRS-1 e IRS-2) y otras vias de
sefializacion de la insulina como la proteincinasa-B. También se ha visto que en el
HGNA existe lipogénesis de novo y existe un dafio mitocondrial ultraestructural con
presencia de inclusiones paracristalinas y niveles de ADN mitocondrial disminuidos,
lo que da como resultado el incremento en la f-oxidacion mitocondrial. Por ultimo,
se debe considerar que la prevalencia del HGNA va en aumento por su relacion con
el sindrome metabdlico y el bajo apego al manejo conservador, siendo esta situacion
vulnerable ante la aparicion de la EHNA (Méndez Sanchez et al., 2010).

Figura 3. Fibrogénesis hepatica
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Se considera a la ascitis como la principal complicacion de la cirrosis, con aparicion
también de varices esoféagicas y encefalopatia hepética. La ascitis es el signo mas
comun en pacientes descompensados por hipertension portal, y se sabe que el 50% de
los pacientes con diagnostico de cirrosis progresiva desarrollan esta patologia dentro
de los 10 primeros afios. Otras complicaciones gque se presentan en esta patologia son:
hiponatremia, ictericia, peritonitis bacteriana, insuficiencia renal aguda y sindrome
hepatorrenal, sin embargo es importante considerar que una sola complicacion o su
tiempo de aparicion en un estado compensado o descompensado son factores
determinantes para el pronéstico de las personas (KASL, 2018; Torre, 2014).



La Encefalopatia Hepatica (EH) es una patologia neuropsiquiatrica que se presenta en
alrededor del 28% de los pacientes con hepatopatia y se habla de que su tendencia
hacia el afio 2020 sera de 1.5 millones de casos de cirrosis susceptibles a la EH en
nuestro pais; algunos de los sintomas incluyen déficit de atencion, alteraciones en el
patrén del suefio, delirios, convulsiones, incoordinacion muscular y puede
presentarse incluso el estupor o coma (Torre-Delgadillo, 2011). Se sabe que 70 de
cada 100 pacientes con cirrosis presenta EH y de ellos el 30% muere por esta causa y
aunque su fisiopatologia es desconocida, las teorias mas aceptadas se centran
alrededor del amoniaco capaz de causar neuroinflamacién y alteracion astrocitaria
consistente en edema celular y depoésitos de manganeso (Parisi et al., 2007; Ramirez-
Palma et al., 2016).

2.4 Trasplante Hepéatico

A pesar de que existen distintas escalas que permiten determinar el diagnostico en la
insuficiencia hepatica aguda o crénica, de tal manera que el abordaje permita el uso
de herramientas terapéuticas oportunas para cada caso, el trasplante sigue siendo el
Unico tratamiento definitivo cuando no se demuestra recuperacion, es decir, cuando
la enfermedad es irreversible y progresiva (Lee et al., 2012). Dentro del espectro de
patologias que culminan en la insuficiencia del dérgano se considera que el
hepatocarcinoma es el quinto cdncer mas comun a nivel mundial y la tercer causa mas
comun de muertes en hombres, ademas se estima que en Norte América su incidencia
aumento en mas de 2% anual entre un periodo de 1975 a 2006, posicionandolo dentro
de las principales patologias que demandan el trasplante. Sin embargo, aunque los
trasplantes hepaticos son una realidad, existen estudios epidemiologicos en Norte
Ameérica que reportan que la tasa de supervivencia no ha sido favorable, ya que los
pacientes presentan recidiva temprana y su tasa de supervivencia a 5 afios oscila entre
el 18 al 40% (Abdelfattah et al., 2018).

El primer trasplante hepatico humano fue realizado en 1963 por Thomas E. Stazrl en
la Universidad de Colorado y el primero con éxito fue 4 afios mas tarde. Respecto al
trasplante hepatico en México, el primer trasplante se realizo en el Instituto Nacional
de Ciencias Médicas y Nutricion “Salvador Zubiran” en el afio 1976 y hasta el afio
2015 se habian realizado aproximadamente 1,516 trasplantes, cifra que se considera
baja considerando el nimero creciente de personas con falla hepatica. Sin embargo,
existen distintas variables a considerar, ya que el nimero de trasplantes realizados es



muy bajo comprado con los pacientes que mueren por alguna insuficiencia de este
tipo (Mendoza-Sanchez, 2018).

Al hablar de este contexto, debe mencionar que el éxito del trasplante va en relacion
criterios como la correcta seleccion del paciente receptor, la compatibilidad del
injerto, la cirugia programada frente a la de urgencia, la técnica inmunosupresora
adecuada y la deteccidn precoz del fallo del injerto, por mencionar los mas relevantes.
Aunque en México la Ley General de Salud establece la norma juridica para la
regulacion de los donantes y trasplantes, y aunque existen actualmente 369 hospitales
autorizados para realizar dichos procedimientos, en solo 74 de ellos se puede realizar
el trasplante hepatico, no obstante, las principales razones para no llevarlo a cabo se
centran en la falta de apoyo financiero, la falta de infraestructura y la escasez de
donantes (Mendoza-Sanchez, 2018).

2.5 Ingenieria Tisular

Uno de los avances mas significativos en la busqueda de la terapéutica para
enfermedades terminales como el cancer sin duda fue el desarrollo de los modelos in
vitro e in vivo, los cuales facilitaron el entendimiento de la fisiopatologia y la
generacion de procesos que imitan la dindmica celular anormal en estas patologias y
permitieron el avance en los tratamientos para los pacientes. Sin embargo, una de las
grandes interrogantes en tecnologias como ésta ha sido comprender el alcance que
puede tener la matriz extracelular de un 6rgano ya que se ha visto que dicha estructura
representa el producto de distintas secreciones celulares residentes en su tejido nativo
y se ha demostrado que es un andamio que se encuentra en reciprocidad dindmica con
la célula en respuesta a cambios del microambiente, ademas de proporcionar sefiales
que afectan la migracion, proliferacion y diferenciacion celular (Caralt et al., 2014;
Shirakigawa et al., 2012; Struecker et al., 2014). Fue entonces cuando su estudio cobra
auge en las ultimas dos décadas por ramas cientificas como la Ingenieria Tisular, la
cual surge con el propdsito de combinar andamios, células y moléculas
bioldgicamente activas para crear tejidos funcionales y es de aqui de donde proviene
el inicio del desarrollo de procesos de descelularizacion y recelularizacion de 6rganos
(INBIB, 2013).

En el caso del higado, la etiologia variada que da lugar a su lesion ha fomentado
distintas alternativas que buscan la transferencia de hepatocitos sanos a pacientes
enfermos, debido a su gran capacidad para replicarse in vivo. A pesar de esto, a



diferencia de otros tipos de células maduras, los hepatocitos han presentado una baja
capacidad para su replicacion, diferenciacién y proliferacion en estudios in vitro por
lo que no ha sido posible obtenerlos de manera rutinaria para el trasplante o para uso
extracorpdreo, y esta situacion ha sido la que promueve las investigaciones en
ingenieria tisular y medicina regenerativa sobre su microambiente, el rol de la
sefializacion extracelular, célula-célula, y célula-MEC de tal forma que favorezcan la
generacion de un ambiente replicativo para el hepatocito (Bhatia et al., 2014).

Es necesario tener en cuenta que los organismos multicelulares tienen una
organizaciéon compleja, con distintos grupos de células progenitoras que determinan
su composicion, estructura y funcién en conjunto y, de esta forma contribuyen a
realizar las tareas en un tejido u érgano. Para la formacién de este sistema complejo
de organizacién celular se necesitan mayores requerimientos de informacion, energia
y tiempo para su desarrollo, sin embargo estas caracteristicas le permite poseer la
capacidad de prosperar en entornos variados y variables (Frantz et al., 2010; Lodish
H. etal., 2016).

En este sentido, el ensamble y la organizacion de los tejidos en los érganos se
determinan por interacciones moleculares a nivel celular que estan dadas por factores
regulados en el tiempo y espacio, asi pues, una célula puede adherirse a otra célula a
través de proteinas de membrana especializadas llamadas Moléculas de Adhesion
Celular (CAM, por sus siglas en inglés) que se agrupan en uniones celulares
especializadas y también pueden comunicarse de forma indirecta empleando
Receptores de Adhesion (RA) ala MEC que se encuentran en la membrana plasmatica
y, empleando estos tres elementos (CAM, RA y MEC) es como los tejidos transfieren
informacion de forma bidireccional: entre el interior y el exterior de las células (Figura
4). Dentro de las familias de las CAM’s, existen 4 grupos principales: las Cadherinas,
la Familia de las Inmunoglobulinas, las Integrinas y las Selectinas que se caracterizan
por ser moléculas proteicas con dominios muy particulares que les confieren la
especificidad de unidn a otras proteinas de membrana. La adherencia entre las células
y la MEC se da mediante uniones indirectas por los receptores de superficie celular,
que incluyen a las Integrinas y finalmente la MEC presenta tres constituyentes
principales: los Proteoglicanos (un tipo Unico de glicoproteinas), el Colageno
(proteinas que se conforman de fibras) y proteinas de matriz multiadhesivas como la
fibronectina (Bosman and Stamenkovic, 2003; Frantz et al., 2010; Lodish H. et al.,
2016), por lo que aun queda camino por explorar para satisfacer las necesidades



minimas de entendimiento de la interaccion del microambiente de un érgano, para
generar alternativas a la insuficiencia de érganos.

Figura 4. Matriz extracelular
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Finalmente, la bioingenieria molecular juega un papel clave ya que la matriz
extracelular tiene el potencial para ser utilizada no sélo como una alternativa a todo
el trasplante de érganos y la medicina regenerativa, sino también para las pruebas de
toxicidad durante el desarrollo de farmacos preclinicos y de otras enfermedades
hepéticas (Baptista et al., 2011; Fu et al., 2014; Shupe et al., 2010; Struecker et al.,
2014; Uygun et al., 2010; Zhou et al., 2015). Dentro de la gama de corrientes que
investigan los aspectos que favorecen la trasferencia de los hepatocitos a enfermos sin
mas alternativas terapéuticas, el aspecto de la descelularizacion y recelularizacion de
organos para la generacion de 6rganos funcionales tiene su auge en nuestro tiempo,
basados en estudios que demuestran las propiedades de la MEC.

2.6 Matriz extracelular hepatica

En el caso de la MEC hepatica, se sabe que tiene una naturaleza Unica que se basa en
una configuracion especial del espacio de Disse, y los l6bulos hepaticos, la cual
consiste principalmente en fibronectina, colageno tipo I, y menores cantidades de
colageno tipo I, IV, V y VI. Esta configuracion, junto con las fenestraciones y
brechas de las células endoteliales sinusoidales son las que facilitan el rapido
intercambio bidireccional de las macromoléculas que tienen lugar entre el plasma y
los hepatocitos (Martinez-Hernandez y Amenta , 1993). Al ser marco de referencia



estructural a los hepatocitos, esta estructura compleja se puede dividir en dos areas
principales: la region periportal y la region pericentral, definidas por los dominios
vasculares de la triada portal y la vena central. De una zona a otra existe un gradiente
de moléculas de la matriz que lo divide y permite la preservacion de la funcion
metabdlica de los hepatocitos; sus diferencias se evidencian claramente en los
espacios de Disse, en los que carece de proteinas de membrana como la laminina,
enactina y perlecan, pero contiene colageno I, Il y IV y Fibronectina. Existe
evidencia, ademas, de que en los canales de Hering existen nichos de células madre
de poblaciones como los angioblastos y precursores de células estrelladas hepéticas
y, el microambiente en estos nichos propicia sefiales paracrinas que dictan la
diferenciacion celular por etapas (Caralt et al., 2014; Struecker et al., 2014;
Vorotnikova et al., 2010).

Se sabe que existen mas de 20 tipos distintos de colageno que participan en la
formacion de la MEC, son proteinas triméricas que surgen por polipéptidos llamados
cadenas alfa, las cuales pueden ser idénticas 0 no y su estructura es de triple hélice de
400 nm con tres abundantes aminodacidos: glicina, prolina e hidroxiprolina y presenta
dos dominios: el C-terminal y el N-terminal, finalmente presenta algunas regiones no
helicoidales que proporcionan flexibilidad a la molécula que le permite una formacion
ramificada (Figura 5). Existen también las proteinas de matriz llamadas
“multiadhesivas” mediante las cuales se dan procesos como la migracion y adhesion
celular, que se encargan de la union entre varios tipos de Colageno, la unién de otras
proteinas de la matriz, polisacaridos, receptores de superficie celular y sefiales de
moléculas extracelulares; tal es el caso de la Laminina que es la principal proteina
multiadhesiva de la matriz. Esta proteina heterotrimética tiene un peso molecular de
820,000 y presenta muchas isoformas, tiene un dominio LG globular y uno C-
terminal. Otra proteina multiadhesiva es la fibronectina, que presenta mas de 20
isoformas, es esencial para la migracion y diferenciacion de muchos tipos celulares
en la embriogénesis y favorecen la curacion de heridas al promover la coagulacion
sanguinea y la migracion de macrofagos en zonas de lesion, se constituye de dimeros
que presentan dos polipéptidos similares y presenta una region C- terminal, cada
cadena tiene entre 60-70nm de longitud con seis regiones que presentan unién a
ligandos especificos. Otro componente de la MEC esta dado por los Proteoglicanos,
que son un conjunto de glicoproteinas que presentan cadenas covalentes de
polisacaridos llamadas glucosaminoglicanos (GAG) los cuales son polimeros lineales
largos que presentan un grupo aniénico carboxilo o sulfato y algunos de los



principales GAGs se encuentran como proteinas de superficie celular: Hialuronato,
Condroitin Sulfato, Heparan Sulfato y Keratan Sulfato (Lodish H. et al., 2016).

Figura 5. Colageno tipo IV
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Es por estas caracteristicas que la ingenieria tisular hepatica va encaminada a obtener
hepatocitos autélogos o células hepaticas progenitoras y busca combinarlas en un
andamio tridimensional aislado de su tejido original lo mas intacto posible. Una
caracteristica importante que se ha observado es que la MEC favorece la
reconstruccion del tejido hepatico funcional sin necesidad de inmunosupresion ya que
no presenta respuesta antigénica (Nari et al., 2013; Park et al., 2013).

2.7 Descelularizacion de 6rganos

Los andamios derivados de tejidos y 6rganos descelularizados han sido empleados
satisfactoriamente en estudios preclinicos con animales y en estudios clinicos en
humanos y su importancia radica en la preservacién de su arquitectura y la
conservacion de sus proteinas estructurales (Bhatia et al., 2014) .

Actualmente, se sabe que los antigenos xerogénicos y alogénicos son reconocidos por
el receptor y presentan respuesta autoinmune inmediata, sin embargo, ya esta
demostrado que los componentes de la MEC pueden ser conservados y bien tolerados
en los trasplantes xerogenicos, por lo que la meta de la ingenieria tisular en los
procesos de descelularizacion consiste en la remocion eficiente de todo el contenido
celular habitante y del material nuclear de un organo, simultaneo a la minimizacion
de los efectos adversos en la composicion, actividad bioldgica y la actividad mecanica
de la MEC resultante. Se sabe que cualquier técnica para descelularizar un 6rgano
alterard la arquitectura tridimensional de la MEC, sin embargo la metodologia més
empleada se basa en una combinacion de tratamientos fisicos y quimicos, (ademas de



que la mayoria de los estudios agregan antibidticos como penicilina, estreptomicina y
anfotericina debido al uso de materiales bioldgicos) (Tabla 1). Los primeros incluyen
agitacion, sonicacion, masaje mecanico o presion y congelacion-descongelacion, que
favorecen el dafio a la membrana celular y la liberacion de su contenido, pero al ser
insuficientes para lograr su eliminacion celular completa se combinan con algun
producto quimico como las soluciones ionicas y los detergentes (Crapo et al., 2011;
Gilbert et al., 2006;).

Estos protocolos inician al perfundir a través de los vasos sanguineos las soluciones o
detergentes establecidos para llevar a cabo la lisis celular mediante tratamientos
fisicos o soluciones idnicas, para luego disociar los componentes intracelulares de la
MEC mediante el uso de tratamientos enzimaticos o detergentes que solubilizan los
elementos citoplasmicos y nucleares seguidos de su eliminacion del tejido con la
posterior evaluacion de sus componentes restantes y la determinacion del acido
desoxirribonucleico (ADN) residual (Baptista et al., 2011; Crapo et al., 2011; Uygun
et al., 2010). Diversos estudios que abordan higado han reportado que existen
detergentes como el Triton X-100 y el Duodecil Sulfato Sédico (SDS) que con
capaces de decelularizar tejidos densos preservando en gran medida los elementos de
la matriz extracelular (Struecker et al., 2014; Wang et al., 2015; Wu et al., 2015; Zhou
etal., 2015).

Tabla 1. Métodos de descelularizacion de tejidos

METODO EJEMPLO MECANISMO DE ACCION
Forma cristales intracelulares que
Fisico Congelacion interrumpen la integridad de la

membrana celular
Agrega presion que puede reventar la
célula y eliminarla
Facilita la exposicion quimica y

Fuerzas Mecanicas

Agitacion . .,
causa lisis celular y su remocién
Solubiliza componentes
Quimico  Soluciones alcalinas citoplasmicos de la célula y rompe

cadenas de acidos nucleicos.
Detergentes no iénicos  Interrumpe las interacciones lipido-
(Triton X-100) proteina y lipido-lipido, pero



mantiene intactas las uniones
proteina-proteina
Solubiliza la membrana

Detergentes ionicos . .
citoplasmatica 'y  nuclear vy

(SDS) desnaturaliza proteinas
Detergentes Exhibe propiedades no ionicas y
Zwitterionicos anionicas de los tejidos
Soluciones Hiper e Agentes quelantes que se unen a
hipoténicas (EDTA, iones metalicos divalentes y rompe
EGTA) la adhesion de la célula con la MEC

Rompe los enlaces peptidicos en el
C-terminal de Argininay Lisina
Cataliza la hidrolisis de las uniones
de las cadenas de ARN y ADN
Cataliza la hidrolisis de los sitios
Exonucleasas terminales de las cadenas de ARN y
ADN
Fuente. Modificado de Gilbert et al., 2006

Enzimatico Tripsina

Endonucleasas

Uno de los aspectos clave a considerar en estas técnicas es la respuesta antigénica, si
bien es cierto que el material celular residual en la MEC es capaz de iniciar problemas
de histocompatibilidad y reacciones adversas en el huésped, y aungue es imposible
eliminar la totalidad del contenido celular, si es posible llevar a cabo la cuantificacion
de componentes como el material genético, mitocondrias 0 moléculas asociadas como
los fosfolipidos, para lo cual también es primordial tener en cuenta que dicha respuesta
varia en funcién del tipo de tejido del cual se obtiene la MEC, su densidad, su
composicion y su funcion inmune. Al dia de hoy no existe una definicion estricta o
gold standard de los criterios con los cuales se considera una MEC descelularizada,
para lo cual se han establecido requerimientos lo mas precisos posibles basados en
estudios de remodelacion in vivo que han evitado respuestas adversas en células y
huespedes, los cuales se mencionan a continuacion:

1. <50ng de ADN de doble cadena por mg de peso seco (Crapo et al., 2011).
2. <200pb de longitud de un fragmento de ADN (Crapo et al., 2011; Gilbert,
2012).



3. Ausencia de material nucleico visible en las secciones de tejido tefiidas con
DAPI (4°,6-diamino-2-fenilindol) o Hematoxilina y Eosina (Crapo et al.,
2011).

El objetivo de la busqueda de material genético se debe a que el ADN tiene una
correlacion directa con las reacciones de histocompatibilidad, ademéas de que es
ubicuo, es decir que se encuentra en todo el tejido, lo que proporciona indices
sensibles para comparar con otros tejidos y finalmente es facil de identificar
empleando diversas metodologias, 1o mismo que puede realizarse para el segundo
criterio. Respecto al tercer criterio, la principal cualidad es que son de facil realizacion
ya que son métodos de rutina (tincion e inmunotincion), sin embargo proporcionan
baja sensibilidad para identificar y analizar ADN en la MEC por lo que son
complementarios (Baptista et al., 2011; Gilbert et al., 2006; Uygun et al., 2010;).

Parte del esmero que se procura en esta inventiva va en relacién con aspectos propios
de un andamio biolégico: esta demostrado que la arquitectura y topografia de un tejido
organizan varias funciones como la morfologia celular, la diferenciacion, la
polarizacion y la expresion de genes, por lo que al obtener un andamio acelular, una
de las necesidades de preservar tejido vascular es debido a que la distancia entre un
vaso Yy una célula esta entre los 150-200um, suficientes para permitir la llegada de
oxigeno a la célula, ya que de lo contrario no se podria satisfacer su necesidad
metabdlica (Barakat et al., 2012).

2.8 Descelularizacion hepatica

El primer informe cientifico que sefial una técnica de descelularizacién fue en el afio
de 1948 por William E. Poel quien demostré que es posible obtener homogenados
acelulares de tejido muscular al congelarlo a -70°C (Poel, 1948). Mucho tiempo
después, entre la busqueda para el tratamiento de patologias producidas por la pérdida
0 degeneracion celular de tejidos se da a conocer en el afio 2008 el trabajo del Dr.
Harald Ott, de la Universidad de Harvard, Estados Unidos, quien junto con la Dra.
Doris A. Taylor, pionera en ingenieria de tejidos, como una alternativa a la gama de
patologias cardiacas que detonan su falla, el cual consistia en la descelularizacion y
recelularizacion de un corazon de rata mediante perfusion de detergentes a través de
sus vasos coronarios, logrando en un periodo de 4 dias, posteriores a la
recelularizacion, la contraccion miocéardica (Ott et al., 2008).



A partir de esta referencia, inicia el desarrollo de ésta metodologia para que pueda ser
aplicada en otros érganos; en el caso del higado fue hasta el afio 2010 que se publican
los primeros tres trabajos al respecto en Estados Unidos. En primer lugar, Shupe y
colaboradores presentaron la descelularizaron de un higado de rata empleando Triton
X-100 e introdujeron el uso de SDS, ya que evidenciaron que con este detergente
obtenian la mayor remocion del material genético en el tejido. A su vez, Uygun y
colaboradores reportaron no sélo la obtencion de una MEC descelularizada, sino que
fue capaz de ser repoblada por hepatocitos de rata a través de la vena porta, misma
que fue mantenida en una camara de perfusién durante dos semanas, demostrando que
los hepatocitos podian crecer en la MEC tridimensional produciendo albuminay urea,
siendo entonces el primer reporte que demuestra la funcionalidad de la MEC hepatica.
Finalmente, el equipo de Baptista y colaboradores fue el primero en demostrar que
una matriz extracelular de cerdo podia ser repoblada con hepatocitos fetales humanos,
los dos altimos corroborando la ausencia de respuesta inmune (Baptista et al., 2011;
Mazza et al., 2015; Shupe et al., 2010; Uygun et al., 2010).

La preparacion del animal para la obtencion del higado consiste en su sedacion con la
posterior anticoagulacién mediante un vaso principal de gran calibre (Vena Porta,
Arteria Hepatica o Vena Cava) (Nari et al., 2013; Struecker et al., 2014; Tajima et
al., 2018); en el caso de los roedores, se coloca en decubito dorsal, se fijan sus
extremidades y se realiza una laparotomia abdominal para la extraccién del érgano
(Crapo et al., 2011; Jiang et al., 2014) y se canaliza el higado mediante sus vasos
sanguineos para conectarse a un biorreactor que se comunica con una bomba
peristaltica por la cual se perfunde una solucién buffer a un pH especifico para
exanguinar el 6rgano y a continuacion lavarlo con detergentes bioldgicos como el
Triton x-100 en una serie de ciclos con un tiempo establecido, a una velocidad de
perfusion determinada para lograr la eliminacion celular y la solubilizacion de lipidos,
seguido de la perfusion de SDS a la misma velocidad con el fin de eliminar los &cidos
nucleicos hasta obtener el andamio semitransparente de MEC hepatica (Figura 6) (Fu
etal., 2014; Yagi et al., 2013).



Figura 6. Descelularizacion hepatica

Fuente. Mazza et al., 2017

Desde entonces existen estudios en los que se aplican variantes de la técnica, por
ejemplo, un estudio realizado por Saenz Guillen en Esparia en el 2011 comparé los
protocolos empleados por los equipos de Baptista y Uygun, ya que el primero empled
Cloruro de amonio para provocar dafio a la membrana celular y Triton X-100 para la
remocion de contenido nuclear y el segundo emple6d Tritdn para interrumpir la
membrana plasmaticay SDS para eliminar el ADN celular, y concluyo6 que la segunda
técnica supera la remocion de contenido celular y nuclear y se comprob6 que el
material genético residual era menos del 3% (Saenz Guillen C. et al., 2011; Uygun et
al., 2010).

Un afio después, el Dr. Omar Barakat del Departamento de Cirugia Hepatobiliar y de
Trasplantes del Hospital de Houston, Texas, realizé una técnica de perfusién de SDS
a traves de la VP de un higado porcino en la que empled congelacion a 4°C y ademas
ya en el proceso de recelularizacion describe por primera vez el uso de células
estrelladas fetales humanas con resultados favorecedores en los que detectan
produccion de lactato y urea (Barakat et al., 2012).

Hasta el afio 2014 Struecker y Colaboradores llevaron a cabo una técnica de
decelularizacion de higado de rata mediante la perfusion de Triton X100 y SDS por
la via de la arteria hepatica, reproduciendo por primera vez la circulacion anterdgrada
hepatica por via arterial, mediante ambientes de presion de perfusion oscilatorias que
imitan las condiciones intraabdominales empleando una bomba peristaltica. De esta
manera, el higado fue perfundido con presiones distintas para mejorar la penetracion
de los detergentes en los espacios hepaticos y recurrieron a una solucion



amortiguadora para su exanguinacién. Sus resultados reportaron una decelularizacién
mas homogénea con una matriz extracelular mas integra (Struecker et al., 2014).

A pesar de los avances, la decelularizacion y repoblacion de la matriz extracelular de
higado humano con células homologas ain no ha sido reportada (Mazza et al., 2015),
por lo que la meta para la obtencion de un andamio acelular biocompatible ain no se
ha obtenido, y es imperativo que cumpla una remocion del material genético del 97%
0 mas y la preservacion de la membrana extracelular hepatica (presencia de colageno
y fibronectina, una triada portal completa, preservacion de los conductos biliares y del
arbol vascular) (Baptista et al., 2011; Shupe et al., 2010; Uygun et al., 2010).

2.9 Recelularizacion de 6rganos

Desde la publicaciéon de Ott y colaboradores, existe el objetivo que crear drganos
trasplantables especificos para un paciente. La tarea de la recelularizacion requiere
células de fuentes apropiadas, un método 6éptimo de cultivo y un método de
repoblacién de un andamio que sea fisioldgico. Asi mismo, la regeneracion del tejido
implica el restablecimiento de la vasculatura, el parénquima y sus componentes de
soporte por las mismas necesidades metabdlicas del tejido (Ott et al., 2008; Scarritt et
al., 2015; Stracciari et al., 2008).

Los estudios realizados en recelularizacion hepatica han empleado distintas rutas para
repoblar un 6rgano: Vena Porta, Vena Cava Inferior o Arteria Hepatica, encontrando
que el anclaje de éstas células por perfusién de VVCI se daba en las zonas pericentrales,
mientras que el anclaje de las células a través de la VP se daba en las zonas
periportales, sin embargo autores como Baptista mencionan que este fendmeno va en
relacién a la direccion y presion de flujo durante la perfusion (Figura 7) (Stracciari et
al., 2008).



Figura 7. Secuencia del higado recelularizado
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Fuente. Wang et al., 2015

Se sabe que son dos técnicas principales las que favorecen la perfusion de las lineas
celulares a una MEC (hepatocitos primarios de rata, hepatocitos porcinos, células
mesenquimales, células madre pluripotenciales, células endoteliales, hepatocitos
fetales humanos, etc.); la primera cosiste en la perfusion del linaje celular en un solo
tiempo a través de un bioreactor y la segunda es una técnica que consiste en determinar
la cantidad de células que se desea perfundir en distintos ciclos o tiempos y los
resultados apuestan a un mejor anclaje de las células por esta segunda técnica (Hussey
etal., 2018; Kojima et al., 2018).

Por ultimo, existen muchas barreras no sélo econdémicas sino también técnicas para
determinar un método de recelularizacion 6ptimo, ya que existen variables como la
presion de perfusién (capaz de causar dafio mecénico a la matriz) , el tipo de tejido, el
tiempo de perfusion, el gradiente de oxigenacion y la inocuidad del tejido, que
permitan la integraciéon mural, estromal, inmune e intersticial en las células en un
andamio acelular para que sea capaz de recobrar sus propiedades y funciones y que
esté preparado de responder ante algun dafio (Gilbert, 2012; Mazza et al., 2018).

3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo General

Desarrollar una técnica de decelularizacion hepética 6ptima mediante perfusion en
ratas Wistar macho que permita la obtencion de su matriz extracelular.



3.2 Objetivos Especificos

1. Determinar la presion de perfusion y el numero de lavados del 6rgano necesarios
para la decelularizacion.

2. Cuantificar el porcentaje residual celular posterior al procedimiento por medio de
tincion.

3. Caracterizar los componentes de la matriz extracelular obtenida por medio de
tincion e inmunohistoquimica.

4 HIPOTESIS

La implementacion de una técnica de decelularizacion por perfusién en el higado de
rata Wistar nos permitira la obtencion de un andamiaje tridimensional de matriz
extracelular.

5 METODOLOGIA

5.1 Disefo del estudio

El presente estudio fue experimental, longitudinal, que incluia ratas macho cepa
Wistar, a las cuales se les extrajo el higado para llevar a cabo esta experimentacion
basados en los lineamientos de la Norma Oficial Mexicana de Secretaria de
Agricultura, Ganaderia, Desarrollo Rural, Pesca y Alimentacion (SAGARPA), NOM-
062-Z00-1999, la cual establece las medidas de cuidado y uso de animales de
laboratorio con propositos de investigacion o ensefianza. Se establecieron dos grupos
para su estudio, el primero conformado por un higado control y el segundo
conformado por los higados intervenidos con la técnica de descelularizacion. Este
proyecto fue realizado en las instalaciones del Laboratorio de Biomedicina de la
Facultad de Medicina de la Universidad Autdnoma de Querétaro.

5.2 Seleccion de la poblacion estudio

Dentro de los criterios de inclusion se consideraron a 4 ratas macho de la cepa Wistar
con peso aproximado de 300gr, que tuvieran ingesta de dieta normal. Para los criterios
de exclusion se descartaban que presentaran signos de lesion anatdmica en el proceso



de seleccion y como criterios de eliminacién se descartaron los higados que durante
el procedimiento presentaran dafio estructural debido al proceso de lavado y también
lo que se infecten o contaminen.

5.3 Tamafo de la muestra

Este estudio es de contenido no probabilistico por conveniencia, en el que se
incluyeron 3 higados que fueron sometidos a la técnica de descelularizacion y un
higado sin intervencion como control.

5.4 Mediciones y analisis
5.5 Técnica de Descelularizacion Hepatica

Para llevar a cabo la descelularizacion de los higados

se llevd a cabo combinando la metodologia ya

formulada y realizando algunas modificaciones

(Shupe etal., 2010; Uygunetal., 2010), la cual consta

de dos tiempos: la exanguinacion y la

descelularizacion. Previo a la exanguinacion, las Figura 8. Sistema de perfusion
ratas fueron sometidas a sedacién profunda con disefiado
Pentobarbital (1500UI/Kg) via intraperitoneal (IP) TR
para disuadir cualquier tipo de sufrimiento o dolor al S
animal durante el procedimiento. Posteriormente, se ]
preparé el material quirdrgico esterilizado para la
técnica en una campana de extraccién, que permite
trabajar en medio aséptico. Se inici6 la
exanguinacion realizando la toracotomia para la 1 | s
administracion de Heparina Sddica (1000U1/kg) via i
transcardiaca (que favoreciera un estado de Reci:ieme
anticoagulacion para garantizar la nula formacion de Pt
coagulos) seguida de la administracion de 150 mi

Solucion Salina 0.9% (5ml/min) (que permitiera el

vaciamiento de los glébulos rojos y el plasma del

sistema vascular del animal). Luego de la

exanguinacion, se llevo a cabo la canulacion del

higado a través de la Vena Porta (VP) utilizando un

catéter 24Gr que fue ligado mediante Nylon 4-0 y

Campana de extraccion

Higado




también se ligo la VC con Seda 0. Una vez canulada
la VP, se disecciono el 6rgano y se congeld a -80°C
durante 20 minutos (Uygun et al., 2010), para

Tabla 2. Técnica de
descelularizacion hepatica

posteriormente descongelar a temperatura ambiente y . Tiempo de
ser conectado a un sistema de perfusion (SP) que fue Solucion lavado
diseflado para basarse en la gravedad como fuerza  Tritén X-100

impulsar la perfusion de las soluciones a través del 1% 3 horas
organo, el cual estaba regulado por valvulas que  Triton X-100

permitian controlar la velocidad de flujo (7ml/min) 2% 3 horas
(Figura 8). Una vez descongelado el 6rgano y estando  Triton X-100

conectado al SP, se iniciaron los lavados con los 3% 3 horas
detergenetes Triton X-100 (3 ciclos de 3hrs) y SDS SDS 0.1% 3 horas
(un cilo de 3hrs), finalizando con un lavado de PBS PBS 30 minutos

(30 min) (Tabla 2).

5.6 Deteccion de contenido celular

Una vez obtenido el andamiaje descelularizado, dos higados fueron fijados con una
solucién de Formol en solucién salina amortiguada por fosfatos (PBS) a Ph de 7.4
durante 12 horas e inmediatamente después se obtuvieron muestras de tejido de cada
uno en cortes sagitales de los l6bulos hepaticos que fueron tefiidas con la tincion de
Hy E (que permite identificar en coloracion azul las zonas basofilas de la célula como
el nacleo y también las zonas acidéfilas de la célula que tifien de rosa, como el
citoplasma). El otro higado fue tefiido con tincion de Tricromico de Masson (TM, que
permite identificar las fibras de colageno); una vez obtenidos, los I6bulos se cortaron
con un microtomo y se obtuvieron muestras de 5um de grosor colocadas en
portaobjetos para ser analizados en un microscopio electronico (Olympus BX51,
Image Pro Plus 3.0).

5.7 Deteccion de componentes de la matriz extracelular

En el caso de la evaluacion de los componentes de la matriz, otros dos higados fueron
procesados con la misma metodologia hasta obtener la MEC semitransparante, dichos
drganos fueron extraidos e incubados en Paraformaldehido (PFA) 4% por 24 horas
para posteriormente combinarlos en una solucion con sacarosa al 15% por 12 horas,
continuados con sacarosa al 30% durante 12 horas mas. Una vez finalizado, se
obtuvieron cortes de 0.5cm? que fueron tratados con Tissue Teck (Thermo Fisher) mas



sacarosa al 30% en una solucién combinada para finalmente tratarlos Gnicamente con
Tissue Teck ya que serian congelados a -20°C para poder cortarlos en criostato a
50um de grosor y asi colocarlos en portaobjetos. Para identificar las células
endoteliales se uso la tincién Isolectina IB4-CY5 (Invitrogen 121411) ya que es una
proteina con alta afinidad a los carbohidratos evaluada con una emision/excitacion de
650nm/668nm (Lavifia et al., 2018; Neto et al.); para la deteccion de componentes
nucleares se empled el loduro de propidio que es una tincién que identifica
principalmente cromatina nuclear al evaluarla con una emisién/excitacion de 535nm/
617nm (Zhang et al., 2018). Finalmente, la identificacién de proteoglicanos como
componente estructural de la matriz corrid a cargo del Calcofluor Blanco que es una
tincion que identifica los grupos pB-glicano de las glicoproteinas con una
emisidn/excitacion de 355nm/433nm (Bates et al., 2006). Luego de obtener los cortes,
la metodologia se dividié en dos unidades: el primer dia se hidrataron las
preparaciones durante 5 minutos con PBS y a continuacion se cubrieron 3 veces
durante 5 min cada vez con PBST (Triton 0.5%, Tween20 0.01%) seguidas de dos
lavados con PBS y posteriormente se incubaron durante toda la noche a 4°C con el
Isolectina GS-IB4-CY5 (diluido 5:100 del stock madre de 1 mg/ml) y Calcofluor
Blanco 100 pl (100pg/ml). En el segundo dia se realizé un lavado de 5 min con PBS,
seguido de 3 lavados con PBST de 5 min cada uno y nuevamente con 2 lavados de
PBS. Finalmente se incubaron cortes con con loduro de Propidio (diluido 1:1000)
durante 1hr que luego se lavd con PBS y se montaron con 50ul de Vectashied
(Vector), para luego barnizar la orilla del cubreobjetos y realizar su estudio en
microscopia confocal (LSM 780 zeiss), en el que se obtuvieron imagenes que
representan cortes confocales individuales en plano Z.

5.8 Analisis estadistico

Se emple0 estadistica descriptiva y los resultados fueron expresados como medias. El
analisis de los datos se llevo a cabo con los softwares de Image-Pro Plus e Image J,
los cuales permiten el procesamiento y analisis de imagenes de laboratorio.

5.9 Bioética

Este proyecto fue aprobado en Junio del 2017 por el Comité de Bioética de la Facultad
de Medicina de la Universidad Autonoma de Querétaro, y se apega a las normas de
investigacion establecidas por la Norma Oficial Mexicana de Secretaria de
Agricultura, Ganaderia, Desarrollo Rural, Pesca y Alimentacion (SAGARPA) y la



Norma Oficial Mexicana NOM-062-Z00-1999, la cual establece las medidas de
cuidado y uso de animales de laboratorio con propositos de investigacion o ensefianza.
De igual forma, este proyecto fue aprobado en Mayo del 2018 por la Direccion de
Investigacion y Posgrado de la Facultad de Medicina de nuestra universidad, con el
namero de registro de proyecto 9702, el cual se apega a la Norma Técnica No. 313
para la Presentacion de Proyectos e Informes Técnicos de Investigacion en las
Instituciones de Atencion a la Salud.

6 RESULTADOS

6.1 Descelularizacion hepatica

La perfusion fue pareja realizando los lavados a través de la vena porta y a nivel
macroscopico fue evidente el cambio de coloracion, que inicié en las zonas mas
delgadas de tejido y finalizé en las méas gruesas, conforme transcurrio el tiempo de
lavado se obtuvo un andamiaje semitransparente en el cual era visible la red vascular,
por lo que el protocolo permiti6 eliminar de manera eficiente el contenido celular y
nuclear, lo que concuerda con estudios previos (Shupe et al., 2010; Sabetkish et al.,
2015) (Figura 9 y Figura 10).

Figura 9. Apariencia macroscopica de higado control y descelularizado. Se
observa el higado control en el lado izquierdo y el higado descelularizado en el lado
derecho, la cual evidencia macroscopicamente los cambios obtenidos posteriores a los
lavados: red vascular y apariencia semitransparente.
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Figura 10. Proceso de descelularizacion hepatica de rata Wistar. Observacion
macroscopica del proceso de perfusion hepatica empleando Triton X-100 y SDS de
izquierda a derecha con duracién de doce horas y media con evidencia del
aclaramiento progresivo del 6rgano, lo que evidencia la remocion celular y nuclear asi
como la red vascular del 6rgano final.

6.2 Determinacion del contenido celular residual

Se realiz6 la tincion de Hematoxilina y Eosina mediante la técnica estandar para
evaluar la morfologia y arquitectura tisular, que facilitaba determinar si la perfusion
mediante el arbol vascular era homogénea (Pan et al., 2014; Shupe et al., 2010). Esta
tincién permitio una comparacion histologica que mostré la ausencia de componentes
tanto nucleares como citoplasmicos en los cortes realizados en distintos I6bulos
hepaticos descelularizados en comparacion con los controles, por lo que se infiere que
la perfusion anterégrada por via portal fue eficiente para la entrega de detergentes en
todo el arbol vascular hepatico tal como lo reportan estudios con perfusion similar
(Struecker et al., 2014) (Figura 11). También se realizo la tincion de TM en la que fue
evidente la marca de las fibras de Colageno en tonalidad morada, incluso periférico a
las estructuras que denotan vasos sanguineos, lo que demuestra que aunque el material
celular y nuclear fue removido ésta proteina se preserva en la MEC (Zhou et al., 2015)
(Figura 12).
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Figura 11. Higado tefiido con Hematoxilinay Eosina. A y B corresponden al higado
control, que presenta marcas circulares delimitadas en coloracion azul para nicleos y
en rosa marcas para los citoplasmas, C y D corresponden al higado descelularizado
sin marcas para identificar ndcleos o citoplasmas.
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Figura 12. Higado teflido con Tricromico de Masson. A y B corresponden al
higado control, que presenta marcas coloracion morada para identificar Colageno,
C y D corresponden al higado descelularizado con las mismas marcas en coloracion

morada que identifican Colageno posterior a los lavados.



6.3 Determinacion de los componentes de la matriz

En el caso de la evaluacion de los componentes de la matriz, era necesario demostrar
que la técnica de lavado y los detergentes empleados para la descelularizacion
permitian conservar los elementos de la MEC simultaneo a la eliminacién de todos
los materiales celulares/nucleares. Para ello se realizo simultdneamente la tincion con
Isolectina IB4, loduro de propidio y Calcofluor Blanco en las que la observacion
cualitativa resultd con diferencias favorables, notables y totalmente opuestas en los
marcadores de interés: en primer lugar fue posible observar el mismo patrén de
marcador (azul) para la busqueda de Glicoproteinas de la matriz tanto en los cortes de
higado descelularizado (HD) como en el control (HC), lo mismo para el marcador de
células endoteliales, aunque disminuido en el higado descelularizado, lo que denota
la persistencia de los elementos proteicos tras los lavados; sin embargo en el caso el
marcador para la busqueda de acidos nucleicos en el higado control fue intenso, lo
que cambio en el caso del higado descelularizado al ser casi nulo y disperso, por lo
que en la reconstruccion de los tres elementos en higado control predomina la
presencia de marcador de nucleos (rojo) sobre las otras dos variables, cosa que se
invierte en el caso del higado descelularizado en el cual predomina el componente
proteico de las glicoproteinas (azul). Dichos resultados evidencian la eficacia en la
metodologia empleada en este estudio para la descelularizacion hepatica (véase Figura
13).

HC

HD

Figura 13. Microscopia confocal con tincion en higado control e higado
descelularizado. A, By C corresponden al higado control tratado con marcador para
glicoproteinas, acidos nucleicos, células endoteliales respectivamente, D
corresponde a una reconstruccion simultanea de dichos marcadores; E, F y G
corresponden al higado descelularizado tratado con los mismos marcadores, y H a la
reconstruccion simultanea.



DISCUSION

La generacion de andamios acelulares surge con el objetivo que regenerar 6rganos
debido a la escasez de donantes para los trasplantes de 6rganos y evaluar los efectos
de algunos farmacos en patologias como el cancer empleando en ellos algunos linajes
de células madre, dadas sus propiedades de adhesion, migracion, diferenciacion y
proliferacion celular ya que también proporcionan el espacio con los componentes
necesarios para que estos procesos (incluso de sefializacion celular) se lleven a cabo
al preservar, en principio, su microarquitectura (Caralt et al., 2014; Pan et al., 2014).
Asi, existe la posibilidad de obtener a mediano o largo plazo 6rganos bioartificiales
capaces de llevar a cabo funciones complejas que hayan sido producidos con las
células propias del paciente receptor.

Existen variables muy importantes a considerar para el desarrollo de la técnica de
descelularizacion hepatica como son la via de perfusion, ya sea retrograda (Baptista
et al., 2011; Wang et al., 2015) o anterégrada (Baptista et al., 2011; Struecker et al.,
2014; Verstegen et al., 2017), asi como los agentes empleados para la eliminacion del
material celular y nuclear del érgano: congelacion (Uygun et al., 2010), EDTA (Zhou
et al., 2015), Triton X-100 (Sabetkish et al., 2015), SDS (Nari et al., 2013) , etc., los
cuales son determinantes en las caracteristicas que presenta la MEC hepatica obtenida.
En este estudio se emple6 una perfusién a través de la Vena Porta, anterdgrada,
simultaneo a la oclusion por ligadura de la Vena Cava Inferior, lo que favorecio la
distribucion de los detergentes en todo el higado en una circulacion fisiologica y la
obtencion de un andamio acelular y semitransparente en un tiempo de 12 y media
horas y dicho periodo para la obtencion de la MEC es menor en comparacion con
otros protocolos.

También hay que mencionar que la adicion de la congelacion como agente fisico para
interrumpir la integridad de la membrana celular fue un paso determinante en esta
metodologia, tal como lo menciona Saenz-Guillen y colaboradores, ya que se logré
vulnerar toda estirpe tisular independientemente de sus propiedades, y esto
continuado con la perfusion de Triton X-100 y SDS que son los detergentes con los
cuales se han preservado mejor los componentes de la MEC, sugiere que fue clave
para obtener mejores resultados (Wu et al., 2015; Zhou et al., 2015)

Otros estudios ademas se basan en el uso de bombas peristalticas o de biorreactores
para condicionar el medio en el que se llevaran a cabo los lavados del érgano (Mazza



et al., 2015; Shupe et al., 2010) y en este caso no solo se combinaron metodologias
para mejorar la técnica, sino que también se desarrollé un sistema de perfusion a base
de gravedad con la peculiaridad de que permite realizar la descelularizacion de manera
continua de inicio a fin, con poca manipulacion del érgano y en un medio lo mas
aséptico posible, lo que finalmente favorecio los resultados obtenidos y que fueron
comprobados mediante la aplicacion de la tincion de H y E, Tricromico de Masson,
Calcofluor Blanco, Isolectina 1B4 y loduro de propidio, obteniendo un resultado de
95.97% de remocidn celular y nuclear, asi como persistencia de la estructura vascular
y presencia de colageno y proteoglicanos en la MEC hepética, con lo que se establece
una base tedrica para la generacion de andamios hepaticos en la cual es posible
emplear métodos méas convencionales ya que dichos andamios son capaces de
preservan su estructura tisular y vascular, asi como la composicion proteica del tejido
nativo; resaltando también que en la busqueda bibliografica realizada no se
encontraron protocolos que hayan empleado esta metodologia como sistema de
perfusién y en conjunto, estos resultados son la base para establecer una re-
endotelizacion en la MEC obtenida con alta probabilidad de diferenciacion y adhesion
celular.

Por otra parte, es de fundamental comprender que ain quedan obstaculos por abordar,
como el hecho de replicar este proceso en especies mas grandes y de mayor similitud,
en las cuales se puede considerar también la evaluacion del sistema biliar y el estudio
profundo de la integridad de la red vascular del higado, los factores de crecimiento,
las células de Kupffer y las células de Ito, entre otras. También es necesario comparar
la metodologia con sistemas bioartificiales, tal es el caso de un biorreactor por ser el
equipo que permite la mayor similitud de un sistema natural y mediante el cual es
posible limitar variables como la oxigenacion y la temperatura y finalmente lo que se
menciono previamente: una vez establecidas las condiciones para la descelularizacion
sera primordial llevar a cabo una recelularizacion en la que habra que definir la ruta a
seguir respecto al tipo celular para tal experimento y su cantidad a emplear, la forma
de perfusion de las mismas, etc., ya que solo este ultimo paso reflejara la eficiencia y
el enriquecimiento de estudios como este.

7 CONCLUSIONES

a) La descelularizacion llevada a cabo por perfusion con Tritdn X-100 al 1%, 2%
y 3% seguido de SDS al 0.1% a través de la Vena Porta a una velocidad de



7ml/min es capaz de lograr la obtencion de una MEC acelular de higado de rata
Wistar.

b) En este estudio, la combinacion de un agente fisico (la congelacion) con uno
quimico (los detergentes Tritdn X-100 y SDS), permitieron la remocion del
contenido celular en un 95.97%, comprobado por la tincion de Hematoxilina y
Eosina asi como por la tincion de loduro de propidio, y mejoran notablemente
los tiempos de obtencion de la MEC hepatica.

c) Los resultados demuestran que con esta técnica se preserva el Colageno en la
matriz extracelular descelularizada de rata Wistar, realizados mediante el uso
de la tincion de Tricromico de Masson y también se preservan los
Proteoglicanos, determinados con la tincién de Calcofluor Blanco.

d) La inmunotincion empleando Isolectina IB4 permitié elementos de células
perivasculares, lo que sugiere que la triada portal conserva su estructura y es
posible llevar a cabo procesos de recelularizacion.
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9 ANEXOS

9.1 Anexo 1. Abreviaturas

ADN. Acido desoxirribonucleico

ARN. Acido ribonucleico

AGL. Acidos grasos libres

AH. Arteria hepatica

APO-B. Apolipoproteina b.

CAM. Moléculas de adhesion celular
CCLS8. Quimiocina-ligando-8

CE. Células estrelladas

CE. Células de ito

CENATRA. Centro Nacional de Trasplantes
CONACYT. Consejo Nacional de Ciencia y Tecnologia
DAPI. 4" ,6-Diamino-2-fenilindol

EDTA. Acido etilendiaminotetraacético
EGTA. Acido agtazic

EH. Encefalopatia hepatica

EHNA. Esteatohepatitis no alcohdlica
ENSANUT. Encuesta Nacional de Salud y Nutricion
ERO. Especies reactivas de oxigeno

gr. Gramos

GAG. Glucosaminoglicanos

HC. Higado control

HD. Higado descelularizado

HGNA. Higado graso no alcohdlico

Hy E. Hematoxilina y Eosina

IRS-1. Receptor de insulina 1

IRS-2. Receptor de insulina 2

IL1-a. Interleucina 1-alfa

IL-8. Interleucina 8

IL-13. Interleucina 13

IL-15. Interleucina 15

INBIB. Insttuto Nacional de Biomedicina e Imagen Biomédica
INSP. Instituto Nacional de Salud Publica
IP. Intraperitoneal



KASL. Asociacion Coreana para el Estudio del Higado
LDLr. Receptor de lipidos de baja densidad

LSM. Microscopio de escaneo laser

MEC. Matriz extracelular

MF. Miofibroblastos

OMS. Organizacién Mundial de la Salud

PFA. Paraformaldehido

PBS. Solucion salina amortiguada por fosfatos
PBST. Solucidn salina amortiguada con fosfatos y Tween
PNPC. Programa Nacional de Posgrados de Calidad
RA. Receptores de adhesion

SAGARPA. Secretaria de Agricultura, Ganaderia, Desarrollo Rural, Pesca y
Alimentacion

SDS. Duodecilsulfato de sodio

SSA. Secretaria de Salud

SP. Sistema de perfusion

TB. Tuberculosis

TGF-a. Factor de crecimiento transformante alfa
TGF-p. Factor de crecimiento transformante beta
TGF-B1. Factor de crecimiento transformante beta-1
TM. Tricromico de Masson

UNAM. Universidad Nacional Auténoma de México
VP. Vena porta

VCI. Vena cava inferior

VHB. Virus de hepatitis B

VHC. Virus de hepatitis C

VIH. Virus de inmunodeficiencia humana

mg. Miligramos

ml. Mililitros

nm. Nanémetro

Kg. Microgramos

ul. Microlitros

pum. Micrometro

%. Porcentaje
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9.3 Anexo 3. Videos de reconstruccion hepatica confocal

1. Tincion e inmunoticion de l6bulo hepatico descelularizado

Imégenes de un corte de lI6bulo hepéatico descelularizado tefiido con Isolectin I1B4
(gris) con afinidad para las celulas edoteliales perivasculares, Calcofluor White (azul)
que identifica glicoproteinas y loduro de propidio (rojo) para marcar la cromatina
nuclear, las cuales fueron se obtuvieron mediante microscopia confocal que fueron en
primer lugar representadas en cortes individuales en plano Z, para luego mezclarlas y
procesadas en una representacion tridimensional. Se observa claramente el
predominio del componente proteico de la MEC acelular, identificado en los
Proteoglicanos.

Video 1, Microscopia confocal higado descelularizado.mp4

2. Tincion e inmunoticion de I6bulo hepatico control

Imégenes de un corte de l6bulo hepético control tefiido con Isolectin 1B4 (gris) con
afinidad para las células edoteliales perivasculares, Calcofluor White (azul) que
identifica glicoproteinas y loduro de propidio (rojo) para marcar la cromatina nuclear,
que se obtuvieron mediante microscopia confocal y fueron en primer lugar
representadas en cortes individuales en plano Z, para luego ser mezcladas y
procesadas en una representacion tridimensional. Se observa claramente el
predominio del componente celular que marca los nucleos sobre el proteico de la
matriz.

Video 2, Microscopia confocal higado control.mp4



Video%201,%20Microscopía%20confocal%20hígado%20descelularizado.mp4
Video%202,%20Microscopía%20confocal%20hígado%20control.mp4

