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Resumen

El es6fago humano es un conducto hueco muscular que conecta la faringe y el estémago,
permitiendo el paso de la comida y los liquidos¥?. Sin embargo, existen algunas condiciones, tanto
congénitas como adquiridas, que pueden requerir remplazo del tejido esofagico. Anualmente se
reportan 500,000 pacientes alrededor del mundo diagnosticados con enfermedades esofagicas. El
tratamiento de la enfermedad esofagica puede requerir reseccidn y reconstruccion del eséfago. Sin
excepcion, estos procedimientos estan asociados con una alta morbilidad, calidad de vida

comprometida y altas tasas de mortalidad.

En el presente estudio se desarrollaron biomateriales de matriz extracelular esofagica de origen
porcino, para sentar las bases del desarrollo de implantes para tratar defectos en eséfago, en el
futuro inmediato. Estos biomateriales fueron obtenidos por la descelularizacién de tejido porcino
de diferentes edades (1, 21 y 45 dias). Para evaluar la eficiencia de la descelularizacién y su efecto
en la composicién residual se realizaron ensayos de cuantificacion de DNA, proteoglicanos
sulfatados (GAG’s), proteinas totales y fibronectina. Asimismo, se analizé la microestructura
mediante microscopia de Generacion de Segundo Armodnico (SHG) y las propiedades mecénicas a
través de ensayos de tensidn uniaxial. Finalmente, para evaluar la biocompatibilidad del tejido
descelularizado se cultivaron células epiteliales esofagicas de conejo sobre los tejidos
descelularizados, tejido descelularizado con hidrogel y tejido descelularizado con hidrogel vy

epoxieicosatrienoides.

El método de descelularizacion empleado es adecuado para obtener una reduccidn efectiva de
DNA, y a su vez es capaz de retener alrededor del 40% de las proteinas totales y el 66% de
fibronectina en los tejidos de las diferentes edades. Sin embargo, para los tres grupos se observo
una alta reduccidn en el contenido de GAGs. Las micrografias de SHG demostraron que tanto en la
capa submucosa como en la muscular externa las fibras de coldgeno se preservaron en los tres
tejidos en comparacién con los tejidos nativos. Los analisis de tensidon uniaxial mostraron que la
anisotropia mecdanica del tejido esofagico porcino nativo tiende a ser conservada en tejido
descelularizado. Finalmente, el eséfago descelularizado modificado con hidrogel mostré un mayor

incremento en el nimero de células viables y una mayor actividad metabdlica.



1 Introduccion

1.1 Ingenieria de tejidos (IT) y medicina regenerativa en el tratamiento de defectos en

esofago

1.1.1 Anatomiay funcion del eséfago

Anatomia. El es6fago humano es un conducto hueco muscular que conecta la
faringe y el estdmago, permitiendo el paso de la comiday los liquidos, debido a su actividad
peristaltica, la cual es causada por la contraccidén y relajacién de las células del musculo
liso2. Con un total de 20-25 cm de largo en adultos, el es6fago cruza tres distritos
anatomicos (cuello, térax, y el abdomen). El eséfago funcional se divide en esfinter
esofégico superior, cuerpo y esfinter esofagicos inferior?. El eséfago consiste en tres tipos
diferentes de células, las cuales incluyen células epiteliales escamosas, fibroblastos y células
del tejido muscular liso, las cuales forman las cuatro capas del es6fago como la mucosa,
submucosa, muscularis externa y la adventicia, como se aprecia en la Figura 1. Las células
epiteliales estan presentes en el lumen, los fibroblastos dentro la submucosa mientras que
las células de musculo liso estan localizadas en la periferia. La capa de mucosa esta
compuesta de epitelio escamoso no queratinizado con células en diferentes estados de
diferenciacién, que producen moco para proteger al eséfago del estrés causado por el paso

de la comida.
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Figura 1. Esquema de la estructura histoldgica esofdgica normal de conejo (tincion tricromico
Mallory). Modificado de Atlas de histologia animal y vegetal

La submucosa esta representada mediante una red suelta de fibras de colageno,
principalmente colageno tipo | y lll, constituyendo el tejido conectivo, con glandulas
esofdgicas interpuestas y vasos sanguineos. El musculo externo se compone de capas
longitudinales circulares y externas. La parte superior de este misculo se compone de
musculo esquelético que se transforma en musculo liso distalmente, mientras que ambos
tipos de células estan presentes en el medio. La adventicia representa la capa externa del
esofago y estd compuesta de tejido conectivo suelto lleno de sangre y vasos linfaticos, tejido

adiposo y células epiteliales escamosas®?.

Funcion. El eséfago impulsa el bolo y los liquidos al estémago a través de
movimiento peristaltico causado por la contraccion y la relajacion alternativa de células
musculares lisas. La contraccion peristdltica es iniciada por ya sean vias neuronales
extrinsecas o intrinsecas. Los musculos longitudinales delante del bolo se contraen para
expandir el eséfago, mientras que los musculos circulares detras del bolo alimenticio se
contraen para empujarlo hacia el estdmago. La comida normalmente pasa a través del

eséfago en 10 s2.



1.1.2 Algunas condiciones patoldgicas en eséfago

Atresia de esdfago (EA). Varias condiciones, tanto congénitas como adquiridas,
pueden requerir remplazo del tejido esofagico. Cada afio hay 5000-10,000 pacientes
diagnosticados con enfermedades esofagicas para las cuales es necesario realizar un
reemplazo esofdgico®®. En la poblacion pedidtrica, la principal causa para el remplazo
esofagico es la EA con brecha amplia o atresia esofagica tipo 1 que debido a su longitud
imposibilita la anastomosis primaria®. EA es un defecto raro en el cual el bebe nace sin parte
del eséfago. En vez de formarse el tubo entre la boca y el estdmago, el eséfago crece en dos
segmentos separados los cuales no se conectan. Ademads, es una enfermedad letal a menos
que sea tratada. El mejor tratamiento es realizar una cirugia para reconectar los dos
segmentos. En algunos nifios, cuando el segmento faltante es muy largo no puede ser
reconectado facilmente. Esto se conoce como atresia esofagica de largo espacio. E tiene
una incidencia de 1:3000 a 1:5000 en recién nacidos vivos y en la mayoria de los casos es
posible una anastomosis primaria, con complicaciones relativamente menores'. En México,
se estima que cada afo hay entre 500 y 600 casos nuevos de nifios con atresia de eséfago

y no hay predominio de sexo*.

Cancer de esodfago. Por el contrario, la indicacion mds comun para el reemplazo
esofagico en adultos es el cancer. Una condicién con una incidencia creciente, y un
tratamiento dificil, debido principalmente a la baja capacidad regenerativa del tejido
esofagico. Los tipos mas comunes de cancer de es6fago son: carcinoma espino celular y
adenocarcinoma, de los cuales, el riesgo de padecerla esta relacionado con: el tabaquismo,
el consumo de alcohol, la obesidad, el reflujo esofagico y el eséfago de Barret. Esta ultima
es una condicion premaligna para la cual en algunos casos se indica la interposicion de
coldont. A nivel mundial, el cédncer de eséfago es la sexta causa principal de muertes

relacionadas con el cancer®>°.

Ingesta de sustancias corrosivas. Esto puede producir efectos devastadores en el

tubo digestivo alto. Los agentes involucrados son sustancias alcalinas o acidas. EI 80% de los



casos son accidentales en nifios, siendo el 58% en menores de seis afios; en adultos, la
mayoria de los casos se relaciona con actos suicidas. La forma en como estas sustancias
producen dafio a los tejidos es muy diferente, los acidos producen una necrosis; mientas
los alcalis, provocan necrosis por licuefaccion. Las cifras de incidencia en el norte de Europa
indican que la frecuencia anual alcanza cifras de 5:100,000 pacientes en menores de 16
anos, siendo un 94% menores de 5 afios. En Estados Unidos anualmente se dan mas de 5000
casos de ingestidn de sustancias quimicas cdusticas al afo; de estos 50-80% ocurren en la
infancia y el 20% en adultos, de los cuales la mayoria se presenta en mujeres jévenes por

intento suicida®.

Intervenciones quirurgicas. El tratamiento de los trastornos esofagicos implica
intervenciones quirdrgicas, las cuales se dividen en dos categorias principales:
esofagectomia y tratamientos endoscépicos*°. En la esofagectomia, un tubo géstrico hecho
completo o parcialmente del estdmago, es utilizado cominmente como el drgano
reconstruido. Debido a que la esofagectomia es extensa e invasiva, se ha registrado una alta
mortalidad (23%) y morbilidad (26-41%). Avances en las técnicas quirurgicas y cuidados
intensivos preoperatorios ha reducido la mortalidad a 1.7%. Existe una incidencia
relativamente alta (3-24%) de fuga anastomoticas con esofagogastrostomia, que causa
estenosis después de la cicatrizacion espontanea o conduce a complicaciones sépticas
fatales®. La diseccién submucosa endoscépica o la reseccion de mucosa son ahora el
tratamiento estandar para el cancer esofdgico superficial y el eséfago de Barret con
displasia. Se cree que la reseccidon endoscépica de estas lesiones tempranas malignas y
premalignas es un tratamiento curativo minimamente invasivo con baja morbilidad®. Sin
embargo, todavia hay una alta incidencia de estenosis en la mayoria de las resecciones
endoscdpicas, lo que lleva a la disfagia. La tasa de estenosis después de la diseccidn
submucosa endoscépica fue de 18% y las tasas después de la reseccidn endoscopica de la
mucosa fueron 52-67%’. Para prevenir estas complicaciones, se necesita tejido o material
adicional para la reconstruccién quirdrgica con el objetivo de proporcionar continuidad e

integridad estructural, integracion de tejidos y anastomosis de los sitios quirurgicos.



1.1.3 El concepto de la ingenieria de tejido y medicina regenerativa

La medicina regenerativa tiene el potencial de sanar y reparar tejidos y érganos
dafiados por la edad, enfermedad o trauma, asi como para normalizar los defectos
congénitos®. El campo de la medicina regenerativa abarca numerosas estrategias, que
incluyen el uso de materiales y células madre, asi como varias combinaciones de los mismos,
para reemplazar el tejido faltante, reemplazandolo eficazmente tanto estructural como

funcionalmente, o para contribuir a la cicatrizacion del tejido?.

La IT es un subcampo estrechamente relacionado con la medicina regenerativa que
se centra en la reparacién, reemplazo y la regeneracion de tejidos y drganos con funcion
deteriorada. Ofrece la capacidad de sintetizar tejidos con propiedades Unicas para crear
tejidos especificos. Las estrategias mas comunes implican el uso de andamios
tridimensionales (3D) porosos que sirven como plantillas para la formacion especifica de
tejido®.

Se ha estudiado una alta variedad de biomateriales en la busqueda del andamio
ideal. Existen factores que son altamente significativos para el éxito de los materiales

utilizados en la IT, entre ellos se encuentran los siguientes:

e Biocompatibilidad: que no conduce a una respuesta inmunogénica del
huésped;

e Biodegradacion: en un periodo de tiempo adecuado que permita un
crecimiento celular suficiente mientras no se produzcan productos de
degradacion nocivos;

e Propiedades mecdnicas: que estan en linea con el crecimiento del tejido, es
decir, una cantidad significativa de soporte 3D en las primeras etapas sin
obstruir la produccion celular de matriz extracelular (MEC) en las etapas

posteriores?©.



1.2 Biomateriales usados como andamios en la regeneracion de tejidos esofagico.

Los materiales de andamiaje mas exitosos facilitan la adhesidon celular, el
crecimiento, la migracién y responden a las sefiales moleculares y fisicas del medio in vivo®.
Los andamios utilizados en la IT se pueden clasificar en tres categorias (Figura 2) como se

describe a continuacion:
1.2.1 Polimeros sintéticos

Son macromoléculas altamente sintonizables que se pueden usar para formar
andamios para su uso en ingenieria tisular. Carecen de capacidad de sefalizacidn bioldgica
y, por lo tanto, requieren conjugacién con moléculas y marcadores celulares. Sin embargo,
los sintéticos son beneficiosos porque pueden adaptarse especificamente para que tengan
las propiedades deseadas de ciertos andamios. Las propiedades quimicas y mecanicas se
pueden alterar facilmente para acomodar y estimular el crecimiento de tejidos mediante la
adicién de moléculas de adhesion celular y grupos funcionales. En relacion con los
polimeros naturales, los sintéticos tienen inmunogenicidad limitada y bioactividad
reducida, que disminuyen el riesgo de rechazo in vivo, pero tienen un mayor potencial para
provocar respuestas inflamatorias en comparacidn con otros biomateriales. Otra ventaja de
los sintéticos es que se fabrican facilmente a un costo relativamente bajo®. A continuacion,

se describen las caracteristicas de los polimeros sintéticos:

- Acido poli-glicélico (PGA): Exhibe una rapida degradacién in vivo, convirtiéndolo en un
material ideal para el andamio de red de malla, en el cual las células cultivadas o nativas
pueden reemplazar rapidamente el andamio®.

- Acido Poli-Lactico (PLA): es una molécula mas hidrofébica que el PGA, haciéndola mas
estable y resistente a la degradacion por hidrdlisis.

- Acido-poli-L-glutdmico (PLGA): Es un copolimero de &cido polilactico (PLA) y &cido
poliglicélico (PGA). Este acido contiene un carbono (ALFA) asimétrico que se describe
tipicamente como la forma D o L en términos estereoquimicos clasicos y, a veces, como
las formas Ry S, respectivamente®2. Es el biomaterial mejor definido disponible para la
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administracion de medicamentos con respecto al disefio y rendimiento. Actualmente,
es la modalidad de impresién sintética méas utilizada en 3D°.

- Poli-caprolactona (PCL): la biodegradacidon ocurre mas lento que el PGA y el PLA,
haciéndolo el poliéster éptimo para el desarrollo de injertos a largo plazo, como el

hueso. Los productos de degradacién no son téxicos y no alteran el pH local®*L.

Biomateriales
paraandamios

Polimeros Naturales sintéticos

Polisacarido Proteinas Polimeros Ceramicos Metales

* Celulosa * Colageno _ v
* Quitina + Elastina * Acido * Hidroxiapatita * Oro
¢ Quitosano  Fibrina poliglicélico * Oxido de * Titanio
+ Acido (PGA) Aluminio « Acero
Hialurénico + Acido Polilactico * Oxido de inoxidable
* Policaprolactona Circonio
(PCL) * Fosfato
* Acido triclcico.
polilactico-
coglicolico
(PLGA)
* Poli-e-
caprolactona
(PCL)

Figura 2. Clasificacion general de los biomateriales para andamios con sus respectivos ejemplos.
Modificado de® .

1.2.2 Polimeros Naturales

Los polimeros de origen natural son un subconjunto de materiales bioactivos que
pueden usarse en el cuerpo humano para aplicaciones de ingenieria tisular. Estos se pueden

agrupar en dos categorias: polisacdridos y proteinas. Debido a que son compuestos de



origen natural, estos materiales tienen perfiles de compatibilidad favorables in vivo. Por lo
tanto, son mas adecuados para superar problemas de toxicidad o antigenicidad. Sin
embargo, existen desventajas previstas. Los materiales bioactivos no son tan duraderos
como sus equivalentes sintéticos y con frecuencia se degradaran con el tiempo. Esto puede
ser ventajoso porque las modificaciones en las estructuras pueden controlar la tasa de
degradacién para satisfacer las necesidades terapéuticas!'!?> Los materiales bioactivos
deben crearse con el objetivo de restablecer el equilibrio fisiolégico del huésped o deben
volverse a administrar3, Desde el punto de vista de la fabricacion, la composicion de los
materiales bioactivos es mucho mas compleja que su contrapunto sintético'®. La Tabla 1
describe los polisacdridos y proteinas cominmente utilizados en la fabricacion de andamios

para la ingenieria de tejidos esofagico.

1.3 Tejidos animales descelularizados como fuente de andamios para IT de eséfago

1.3.1 Matriz extracelular

En el cuerpo humano, la MEC funge como andamio o soporte nativo. La MEC esta
integrada por macromoléculas naturalmente biodegradables que proporcionan muchas
funciones bioldgicas muy importantes, incluyendo un entorno 3D para la interaccién célula-
célula y matriz-célula, necesaria para la union celular, migracién y proliferacién celular.
Asimismo, provee de una estructura estable y de igual manera degradable que permite la
remodelacién tisular de ciertos drganos en respuesta a necesidades fisioldgicas y

patoldgicas!*

Existen muchos tipos de MEC de acuerdo con los diversos tejidos y 6rganos. Los
componentes comunes que la integran se observan en la Figura 3. Estos incluyen la gran
familia de colageno, fibras eldsticas, glicosaminoglicanos, proteoglicanos y glicoproteinas
adhesivas*. El coldgeno y la elastina sirven como elementos primarios estructurales de la
MEC y son las proteinas presentes mas abundantes. Los GAGs sirven como reticuladores y
reservorios para agua, factores de crecimiento y citoquinas / quimiocinas debido a su carga
altamente negativa y sitios de unién para proteinas especificas. Las glicoproteinas adhesivas
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se unen a las células y se intercalan a través de la MEC e interactian tanto con la MEC como

con los receptores de integrinas que se encuentran en las superficies celulares?®.

1.3.2 Colageno

Las proteinas mas abundantes de la MEC son miembros de la familia del colageno®.
El colageno es el principal elemento estructural de todos los tejidos conectivos y también
se encuentra en el tejido intersticial de practicamente todos los 6rganos parenquimatosos,
donde contribuyen a la estabilidad de los tejidos y érganos, ademas, mantienen su

integridad estructutal’.

El coldgeno estd compuesto por tres cadenas polipeptidicas en el que los
aminoacidos presentan una secuencia repetitiva del tipo (-Gly-X-Y) donde generalmente la
X suele ser prolina (Pro) y la Y hidroxiprolina (Hyp) y la glicina se repite cada tres de ellos
permitiendo que estas cadenas se enrollen de manera levdgira y con ellos forma una triple
hélice caracteristica del coldgeno’®. A su vez estas triles hélices se agrupan para formar
microfibrillas y posteriormente formar fibras mds grandes (macrofibras) hasta formar las

fibras de colageno visibles en los tejidos’®.

Segun su estructura y organizacion supramolecular, se pueden agrupar en colagenos
formadores de fibrillas (1, 11, Il, V, XI), colageno asociado a fibrillas (IX, XII, XIV, XIX, XX y XXI),
coldgeno formador de redes (VIII y X), fibrillas de anclaje (VIl), coldgeno transmembrana

(XI'y XVIl), coldgeno de membrana basal (IV) y otros con funciones Gnicas®*.

El coldgeno tipo I, es el mas abundante y es el componente principal de los tejidos
conectivos como tendones, ligamentos, piel, huesos, ademds de la MEC’. Es
frecuentemente utilizado como biomaterial debido a sus caracteristicas como son la
actividad homeostatica, puede ser degradado de forma natural por medio de proteasas

(colagenasas) y es altamente biocompatible’?.



1.4 Descelularizacion de tejidos.

La descelularizacidn es el proceso de utilizar varios métodos fisicos, enzimaticos o
quimicos para lisar las células y remover los componentes intracelulares del tejido mientras
se preservan los componentes extracelulares nativos®. La Tabla 2 muestra los métodos

mas comunes usados en la descelularizacién de tejidos, asi como su modo de accion.

El objetivo principal de un proceso de descelularizacion eficaz es eliminar los
epitopos (Zona especifica de la superficie de un antigeno que interactua con antiecueripos
especificos a los cuales se une®) y antigenos celulares que provocan respuestas
inmunitarias potencialmente destructivas que resultan en la falla del implante mientras se
preserva la composicién y la configuracion de las macromoléculas de la MEC!4. Cada tejido
tiene una composicion y organizacién unica de células. Como resultado, el protocolo de
descelularizacidon debe optimizarse para cada tejido a fin de maximizar la eliminacion del

contenido celular a la vez que se conserven las proteinas beneficiosas de la MEC.
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Tabla 1 Caracteristicas mds importantes de biopolimeros usado como andamios para ingenieria de tejidos.

Polisacaridos

Celulosa

Derivado de una alta variedad de plantas, es el polisacarido mas abundante en la naturaleza, que se ha
usado en aplicaciones de ingenieria tisular. Su estructura consiste en anillos repetidos de [B-D-
glucopiranosa, que proporcionan resistencia mecanica y soporte a los andamios®.

Quitina/Quitosano

Es el segundo polisacdrido natural mas abundante y es derivado del exoesqueleto de los crustaceos,
dandole una tendencia natural que dicta la figura y forma. Su estructura linear beta 1,4-linked N-acetyl-D-
glucosamine, creando cadenas hidrofébicas. Aunque estas interacciones hidrofdbicas pueden limitar la
utilidad de un biomaterial, las propiedades dieléctricas intrinsecas de la quitina lo hacen util en ingenieria
tejidos que requieren conductancia eléctrica, como los nervios. El quitosano ha demostrado propiedades
antibacteriales y es utilizado para promover la cicatrizacion de heridas en veterinaria®®.

Acido hialurénico

Es un polimero natural no ramificado que perteneciente a los glucosaminoglucanos que se encuentran en
los tejidos epiteliales, conectivos y nerviosos de los vertebrados®. La estructura primaria del acido
hialuronico es una cadena lineal que contiene unidades de disacarido repetidas unidas por enlaces 3-1,4-
glucosidicos. Cada disacarido consiste en N-acetil-D-glucosamina y acido-D-glucurénico unidos mediante
enlaces B-1,3 glucosidicos®. Los altos pesos moleculares y las fuerzas intramoleculares dan al acido
hialurénico una alta viscoelasticidad que ya ha demostrado ser util en la reparacion de las articulaciones
debido a su capacidad simultanea para lubricar y absorber los impactos®.

Proteinas

Colageno

La proteina mas abundante en la matriz extracelular es el colagéno, estd compuesto por tres cadenas
polipeptidicas en el que los aminoacidos presentan una secuencia repetitiva del tipo (-Gly-X-Y-) donde
generalmente la X suele ser prolina (Pro) y la Y hidroxiprolina (HYP) y la glicina se repite cada tres®® de
ellos permitiendo que estas cadenas se enrollen de manera levégira y con ellé forma una triple hélice
caracteristica del colagéno. A su vez estas triples hélices se agrupan para formar microfibrillas y
posteriormente formar fibras mas grandes®.
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Elastina

Las fibras de elastina son proteinas de la matriz extracelular que dotan a los tejidos vasculares de
elasticidad, lo que permite una deformabilidad a largo plazo sin aporte de energia. Ademas, es altamente
hidréfoba que raramente se remodelal’. Es notable por su longevidad®.

Fibrina o
pegamento de
fibrina)

Consiste principalmente de fibrindgeno y trombina, que forman un codgulo enzimaticamente reticulado
al mezclarse**. Con mayor frecuencia se prepara a partir de plasma humano, se ha probado
exhaustivamente in vivo y se utiliza como material inyectable!®.
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Figura 3. Representacion esquemdtica de los componentes de la matriz extracelular y la
interaccioén entre ellos. Modificado de Aamodt, J. M., & Grainger, D. W. (2016). SC. Biomaterials *°.

1.4.1 Matrices acelulares y cultivo con células

Las matrices acelulares naturales se derivan de drganos o tejidos humanos y
animales que han sido tratados para eliminar células y material inmunogénico. No obstante,
es importante que retengan la macro y microarquitectura del tejido de origen, con su
morfologia 3D, que se cree promueve la orientacién, el crecimiento y la proliferacién
celular. Ademas, los componentes moleculares de la MEC!* nativa se mantienen en el tejido
descelularizado, siendo ricos en coldgeno, elastina, fibronectina, laminina y factores de
crecimiento, como se discutid anteriormente®. Estas tienen ventajas adicionales sobre los
andamios sintéticos, como el hecho de no producir productos de degradacidn
potencialmente téxicos o inducir caracteristicas de inflamacién que pueden ser importantes

en la prevencion de la estenosis!®
1.4.1.1 Matrices acelulares cultivadas con células

Las matrices cultivadas con células son matrices que estan pre-cultivados con células
huésped®. Varios estudios*® han demostrado que las matrices cultivados con células
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promueve la remodelacion temprana del tejido, y reducen la respuesta inflamatoria en

comparacion de las matrices acelulares®®.

Tabla 2. Métodos de descelularizacion reportados en la preparacion de andamios derivados de

tejidos animales

19,20,21

Método

Modo de accidn

Congelamiento

Los cristales de hielos intracelulares rompen la
membrana celular.

Fuerza mecanica

La presidn puede reventar las células.

Fisico — -
Produce lisis celular, pero se usa comunmente
Agitacion para facilitar la exposicién al quimico y la
remocion del material celular.
Alcalinos Solubiliza los componentes del citoplasma de la
célula.
Rompe la interaccion lipido-lipido lipido-
Detergente " p' . ‘p p., y p,
S Tritdon X-100 proteina, dejando Ila interaccion proteina-
no-iénicos .
proteina intacta.
Dodecil
Sulfato de
Sodio (SDS) -
Detergentes ——————— Solubilizan las membranas celulares y nucleares;
e Deoxicolato , . ,
. idnicos . ademas de desnaturalizar proteinas.
Quimicos de sodio
Tritdn X-
200
Detergente CHAPS Exhibe propiedades de detergentes idnicos y no

Switterionico

ionicos.

EDTA, EGTA

Agentes quelantes que se unen a iones metalicos
divalentes, lo que altera la adhesién celular a la
MEC.

Fosfato de Tri-n-butilo

Solvente organico que rompe la interaccion
proteina-proteina.

Enzimaticos

Tripsina

Fragmenta enlaces peptidicos en el lado
Carboxilico de Arg y Lys.

Endonucleasas

Cataliza la hidrdlisis de los enlaces fosfodiéster de
las cadenas de ribonucledtidos y
desoxirribonucledtidos.

Exonucleasas

Cataliza la hidrdlisis de los enlaces terminales de
las cadenas de ribonucledtidos y
desoxirribonucledtidos.
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2 Antecedentes

Ya que el eso6fago es un Organo importante involucrado en el transporte de
alimentos solidos y liquidos, resulta necesario estudiar estrategias para tratar los defectos
esofagicos. Si no se trata, conduce a una calidad de vida deteriorada e incluso puede causar

la muerte. Es por eso por lo que se ha trabajado con diferentes tipos de biomateriales.

En sus inicios, se utilizaron los no absorbibles como pldstico tales como silicona,
teflén. Sin embargo, la falta de biodegradacidn y la pobre biocompatibilidad a largo plazo
de estos materiales se asocidé a problematicas como infecciones, fugas, estenosis y un
crecimiento deficiente del tejido?2. Esto dio lugar a la sustitucién de los materiales no
degradables por materiales naturales y sintéticos biodegradables. La Tabla 3 muestra un
resumen de los estudios de otros autores sobre prétesis esofagicas artificiales derivadas de
materiales no degradables que se probaron en el tratamiento de defectos en eséfago de

diferentes modelos animales.

Debido a la retencién de su macro y microarquitectura, las matrices acelulares han
sido atractivas en el desarrollo de distintos andamios?3. En un estudio previo?*, donde se
trataba un defecto esofagico en un modelo canino, se desarrollo un parche artificial que
consistia en células epiteliales de la mucosa oral (OMEC) cultivadas en submucosa del
intestino delgado porcino (SIS, por sus siglas en inglés) y SIS sin células cultivadas. Los
resultados de SIS con OMEC mostrardn una reepitelizaciéon completa sin inflamacion y una
recuperacién mas rapida con un aumento del peso corporal. Sin embargo, los animales
tratados con SIS sin células cultivadas solo mostraron una reepitelizacion parcial con
inflamacién. En general, ambos grupos mostraron una respuesta de curacién satisfactoria
sin complicaciones como fuga, estenosis y disfagia?*. A pesar de los casos de éxito que se
han reportado al utilizar matrices acelulares como andamios para tratar los defectos
esofagicos, aun existe cierta deficiencia en la obtencién de estos andamios. Entre las
limitaciones mds importantes se encuentran el rechazo inmunolégico, la pobre

reepitelizacidon y la ausente regeneraciéon muscular. La Tabla 4 muestra un resumen de otros
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estudios que se han realizado por diferentes autores sobre implantes esofagicos derivados

de andamios acelulares, las cuales se probaron en el tratamiento de defectos en eséfago de

diferentes modelos animales. Cuando los implantes esofdgicos derivados de origen natural

son cultivados con células, su desempefio se mejora, como se discute en la Tabla 5 donde

se muestra una comparacion de diferentes estudios realizados anteriormente por

diferentes autores utilizando andamios materiales de origen natural sembrados con células.

Tabla 3. Comparativa del desempefio de implantes esofagicos artificiales (obtenidos a partir de
materiales no degradables) en diferentes modelos animales.

Modelo Andamio Resultados Pronostico y
Animal . " Regeneracion en tiempo de
Tipo Tamaho . . .
(n) andamio supervivencia
., Colageno con stent 5 cm brecha L
Canino e . . Regeneracién .
de silicon (sin circunferencial en o . 26% mortalidad
(19) X . epitelial parcial
remover) esofago cervical
: L 0% mortalidad
Canino Colageno con stent 5cm de brecha Regeneracion cu;ndo ol stent es
(26) de silicon (retirado circunferencial en epitelial sin retirado despuds
entre 2y 8 semanas)  esofago cervical estenosis P
de 4 semanas.
, Regeneracion
Canino?’ Colageno con stent 10 cm de brecha o ielial
7) de silicon (retiradoa  circunferencial en mpusculag/ arcial 29% mortalidad
las 6 semanas) esofago cervical . p'
sin estenosis
0% mortalidad
cuando el stent es
, Regeneracién retirado alas 4
., Colageno con stent 5 cm de brecha o
Canino o . . . epitelial y semanas: 1mes
de silicon (retiradoa  circunferencial en .
(43) . ) muscular parcial  (n=6)
las 2, 3 04 semanas) esofago cervical . .
sin estenosis 3meses(n=2)
6meses(n=2)
12meses(n=6)
11% mortalidad
Regeneracion Los perros fueron
o sacrificados de la
T . 5 cm de brecha epitelial, no -
Canino Colageno con doble circunferencial en  muscular. porcion siguiente manera:
(9)  capa de silicén ‘ -1 cular, p 1,2,3,3,6,10, 12,
esofago tordcico medial con
. y 24 meses
estenosis ,
después de la
cirugia
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Respecto al proceso de descelularizacidn de tejido esofagico, la Tabla 6 muestra una

comparativa entre los métodos de descelularizacion y su eficacia por diferentes autores. En

esta tabla se puede apreciar que los métodos de descelularizacién combinan el uso de

detergentes no idnicos y catidnicos, asi como proteasas y nucleasas.

Tabla 4. Comparativa del desempeio de diferentes tipos de andamios acelulares en el tratamiento
de defectos esofdgicos.

Modelo Andamio Resultados . .
. — Pronostico y tiempo de
Animal . - Regeneracion en . .
Tipo Tamaio . supervivencia
(n) andamio
Matriz L .
Regeneracion
extracelular de 5cm
. . mucosa y muscular,
Canino® submucosa circunferencial o estenosis eh caso
intestinal (n=12)  brecha 0 % mortalidad
(15) . . de defecto
o submucosade  circunferencial en . .
. . . circunferencial
vejiga esofago cervical
L completo
urinaria(n=3)
Fracaso en
Injerto en parche Defecto interposicion 100% de supervivencia
Rata’! de submucosa semicircunferencial tubular. para el grupo del parche
(85) intestinal o 0 escision Regeneracion 0% sobrevivieron para el
interposicion esofagica mucosa y muscular  grupo de interposicion
tubular segmentaria a 150 dias en el tubular a 28 dias.
grupo parche
Unicamente sobrevivié 1
cerdo las 4 semanas de
estudio. Los demas se
La protesis no se sacrificaron por la
Cerdo®? 4cm de defecto encontro estenosis severa.
SIS tubular s . - , .
(14) esofagico cervical macroscopicamente 10 dias (n=1), 16dias(n=1),
o histolégicamente  18dias (n=1), 19dias (n=3),
20 dias (n=3), 21 dias (n=2),
22dias (n=1), 24 dias(n=1),
31dias(n=1)
8al3cm L .
., Restauracién de
. reseccion en . L
;3 Mucosa porcina mucosa normal tan  Estenosis; perforacion en
Humano . - bloque de mucosa .
de intestino temprano como 4 un paciente
(5) y submucosa de
delgado . meses
carcinoma
superficial
Humano™ Mucosa porcina  5x3 cm de defecto  Eséfago intacto con  No se encontraron
(1) de intestino en eséfago cervical calibre normal complicaciones
delgado
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Tabla 5. Comparativa del desempeiio de andamios de origen natural cultivados con células para
sustitucion esofdgica.

Modelo Andamio Resultados Prondstico y
. . o Regeneracion en tiempo de
animal (n) Tipo Tamaiio . . .
andamio supervivencia
Regeneracion de la
, Segmentos con , ,
Esofago . mayoria de las células y
. una Longitud de . Todos los
35 Cultivado con componentes tisulares .
Ratas ! 15 mm, . . animales
células . del eséfago incluyendo .
(10) estromales correspondiente epitelio funcional sobrevivieron los
. al 20 % del total P ’ 14 dias.
alogénicas. fibras musculares,
del largo. .
nervios y vasculatura
MA: mostré una
respuesta inflamatoria
Esofago porcino mas severa y dio
descelularizado negativo a la presencia
‘ . . Todos los
como matriz de células lisas .
36 - animales
Puercos acelular con 5 em de epiteliales. sobrevivieron las
6 MC) y sin (MA . MC: presenta
(6) ( , )y sin (MA) diametro .p . , 3 semanas: MC:
células crecimiento de células n=3
autdlogas musculares lisas N
& ’ MA: n=3.
musculares mostrando una
lisas. organizacidn temprana
en fasciculos mas
pequeios
A las 12 semanas se
Andamios de puede observar se
colageno de observa crecimiento
bovino vascular en las regiones
e Todos los
entrecruzado periféricas. .
37 . , animales
Corderos con . Ademads, se observd .
, 4 cm de longitud L sobrevivieron las
(4) glutaraldehido crecimiento celular del
. 8 (n=2) y 12 (n=2)
sembrados con lado luminal
. semanas
fibroblastos y
posteriormente No se observé
con células inflamacién
Canino® Parches de SIS 5 cm de largo SCC a 4 semanas: Todos los
(24) porcino sin qgue equivale a se observé una animales
(SSC) y con un defecto del completa sobrevivieron las
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(SCC) células
autélogas
epiteliales de la
mucosa oral

50 % del
didmetro

reepitelizacion y muy
baja respuesta
inflamatoria

SSC: se observé una
epitelizacion parcial
con inflamacion.
8semnas:

El epitelio escamoso
cubrié completamente
el injerto en ambos
grupos. Sin embargo, la
regeneracién muscular
se observé Unicamente

4 (SSC: n=6y SCC:

n=6)

y 8 semanas (SSC:

n=6, SCC: n=6).

en SCC.

Tabla 6. Descripcion de métodos de descelularizacion aplicados a tejido esofdgico de diferentes

fuentes.
Rata* Puerco® Rata*! Puerco® Puerco®
Forma Esofago Esofago Esofago Esofago Mucosa y
completo completo completo completo submucosa
Método de Inmersiéon y ., Inmersion y ., Inmersion y
e ., o Inmersion o Perfusidn L,
descelularizacion  agitacidn agitacién agitacién
1h1%
. tripsina/0.05
Zec'c'os %EDTA
48 h 10 mM 30 min 1M
Tris m 72 h Agua 3 ciclos de sucr:;;l
H 0,
48h 1% destilada 24 h 4% 24hagua o Sof triton
L, 4hcond4 deoxicolato desionizada
Resumen del triton X-100 . X-100
% de sodio 4hcond %
protocolo de 6 h 400 U/mL . ) 4h10%
... deoxicola 12h?2 deoxicolato .
descelularizacién DNasa/0.125 . deoxicolado de
ma/mL to de mg/mL de sodio sodio
& sodio DNasa-1 3 h 2000 kU , .
Rnasa-A 3 h 2000 DNasa-1 2h 0.1 % acido
48h 0.5% SDS KU peracético/4 %
etanol
DNasa-I
asa 2 h 100 U/mL
DNasa-I
No No presenta No nucleos No presenta
No presenta  presenta  nucleos en en latincion nucleosen la
Evaluacion de la nucleosenla nucleos la tincion H&E seccion tefida
eficaciade la seccion enla H&E Concentraci con H&E.
descelularizacion tefida con seccion Concentraci  6n de DNA Concentracidn
H&E tefiida on de DNA: de 500 de DNA: 50
con H&E 140 ng/mg ng/mg ng/mg
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3 Descripcién del proyecto

3.1 Justificacion

Diversas patologias que se presentan en el esdéfago requieren, para su tratamiento,
de la sustitucion del tejido enfermo con implantes, los cuales son disefiados a partir de
biomateriales derivados de origen natural o sintético. La necesidad clinica de estos
implantes puede describirse en términos de dos escenarios. (i) Los implantes disponibles
por la clinica en México se asocian con tasa de recidivas alta ya que no estan disefados para
cumplir los requerimientos minimos o imitar las caracteristicas de los tejidos a sustituir. (ii)
Los implantes para sustituir tejidos enfermos no estan disponibles por cuestiones
socioecondmicas o simplemente porque no se encuentran en el mercado local. En nuestro
grupo de investigacién se ha logrado la obtencién de implantes integrados por matriz
extracelular pericdrdica descelularizada, mismo que se ha propuesto como precursores de
hidrogeles biomédicos y mallas quirdrgicas para el tratamiento de defectos en pared
abdominal. En este proyecto se propone la generacién de conocimiento entorno al
desarrollo de biomateriales de matriz extracelular esofagica de origen porcino, para que se
sienten las bases del desarrollo de implantes para tratar defectos en eséfago, en el futuro
inmediato. En particular, se propone la evaluacién del efecto de la edad del tejido porcino
de partida sobre las propiedades de biomaterial descelularizado resultante. Esto con la

intencidon de contar con biomateriales tubulares de diferentes didmetros.
3.2 Hipdtesis

Las propiedades mecdnicas y estructurales, asi como la composicién bioquimica
residual de biomateriales derivados de matriz esofagica se ven afectadas por la edad del

tejido porcino de partida.
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3.3 Objetivo General

Disefiar y evaluar biomateriales de matriz esofagica obtenidos por descelularizacion

de tejido porcino de diferentes edades.

3.3.1

Objetivos especificos

Manufacturar biomateriales descelularizados a partir de tejidos animales tubulares,
de acuerdo con los requerimientos de aplicabilidad durante la implantacién y las
caracteristicas de los tejidos a sustituir (disefio).

Estandarizar el proceso de descelularizacién para el eséfago porcino (lechén de tres
diferentes edades).

Evaluar la eficacia de la descelularizacién y su efecto en la composicidon residual
Evaluar las caracteristicas mecanicas del biomaterial resultante.

Evaluar las caracteristicas estructurales del biomaterial resultante, asi como la
capacidad para permitir el cultivo celular.

Determinar si el uso de hidrogel y los acidos Epoxieicosatrienoides ofrecen mayor
actividad metabdlica y viabilidad celular de las células cultivadas sobre el tejido

descelularizado.
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4 Metodologia

4.1 Obtencidny preparacion inicial de los tejidos esofagicos

Se obtuvieron tejidos esofdgicos de lechones de diferentes edades: 1, 21 y 45 dias,
inmediatamente después del sacrificio del animal. Los tejidos fueron donados por la Granja
Barbosa ubicada en Cortdzar de la Victoria, Guanajuato. Estos fueron transportados en hielo
hasta la Division de Ciencias e Ingenierias de la Universidad de Guanajuato campus Ledn,
para poder ser lavados con solucion salina (NaCl, 0.9%) y agua destilada estéril, cuidando
mantener la arquitectura tubular y todas las capas que componen al eséfago (Musculo,
mucosa, submucosa y adventicia). Una vez lavado el tejido, se colocaron en una gasa estéril

y se envolvieron en aluminio para ser almacenados a -20°C para su uso posterior.

4.2 Descelularizacién de los tejidos esofagicos

Antes de iniciar la descelularizacion, los esdéfagos se descongelaron en solucién
salina (0.9% NaCl) estéril. A partir de aqui los tejidos se sometieron al proceso descrito en
la Tabla 7. EI DOC es una sal biliar que trabaja junto con los lipidos / grasas / colesterol y
forman micelas mixtas en el intestino. Estas micelas ayudan en la digestidén y absorcién de
grasa a través de la pared intestinal. El Tritdon X-100 es un tensoactivo y emulsionante de
uso comun en aplicaciones bioquimicas para solubilizar proteinas. Se considera un
detergente comparativamente suave, no desnaturalizante, que permite lisar células para

extraer proteinas y organulos celulares?!.

EI DOC es una sal biliar que trabaja junto con los lipidos / grasas / colesterol y forman
micelas mixtas en el intestino. Estas micelas ayudan en la digestion y absorcidn de grasa a
través de la pared intestinal. El Tritdn X-100 es un tensoactivo y emulsionante de uso comun
en aplicaciones bioquimicas para solubilizar proteinas. Se considera un detergente
comparativamente suave, no desnaturalizante, que permite lisar células para extraer

proteinas y organulos celulares??.
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4.3 Obtencidn de hidrolizados de matriz pericardica

Se utilizé pericardio bovino adulto descelularizado para obtener los hidrolizados en
acido clorhidrico al 0.01M (pH=3) y pepsina al 1 mg/mL, usando una proporcién de 10mg
de tejido por cada mL de solucién. La hidrélisis se realizd por 7 dias a 4°C con agitacion
constante. Posteriormente se filtré con una gasa estéril donde se obtuvo una concentracion
de proteina total de 7 mg/mL. Finalmente, la solucién se almaceno a 4°C para su uso

posterior#4>,

Tabla 7. Resumen del protocolo para descelularizacion probados en esofagos de diferentes edades:
1,21 y45dias

Esofago de 45 dias
Hinchamiento:
Solucion éxido de calcio (0.8% CaQ) y Tritdn X-100 (1%) en agitacién durante 10-15
minutos, posteriormente se dejan a 4 2C durante toda la noche.

Deshinchamiento:

Sulfato de amonio por 40 min. (NH4)2S04 1 %, (3 x, 20 min c/u)

Lavado

30 minen PBSa4°C

Eliminacion de células

Perfusién y agitacién con DOC 4 % disuelto en PBS a temperatura ambiente (3 h).
Perfusidn y agitacién con PBS y Tritdn X-100 al 1% a temperatura ambiente (3 h).
Lavados

PBS durante toda la noche a 4 C

Eliminacion de células

Perfusion y agitacion con DOC 4 % disuelto en PBS a
temperatura ambiente (2 x,5 h)

Esofago de 21 dias Esofago de 1 dia

Eliminacién de células
Perfusidon y agitacién con
DOC 4 % disuelto en PBS a
temperatura ambiente (2
x,1.5 h)

Lavados- Agitacidon con PBS y tritdn X-100 durante toda la noche a 4 ¢C

Tratamiento con nucleasas

6 h en agitacion con
nucleasas a 37 °C (150 uL de
RNasa 0.02mg/mL y 300uL

DNasa (RQ1 RNasa-Free
Dnasa (1,000u/mL),
PROMEGA), disuelta en

MgCl, 2.5 mM, CaCl, 0.5

Tratamiento con nucleasas

4 h en agitacién con
nucleasas a 37 °C (150 uL de
RNasa 0.02 mg/mL y 200uL
de DNasa RQ1 RNasa-Free

Dnasa (1,000u/mL),
PROMEGA), disuelta en
MgCl, 2.5mM, CaCl

Tratamiento con nucleasas
3 h en agitacion con
nucleasas a 37 °C (100 puL
RNasa 0.02 mg/mLy 100 pL
de DNasa RQ1 RNasa-Free

Dnasa (1,000u/mL),
PROMEGA, disuelta en
MgCl, 2.5 mM, CaCl;
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mM, Tris HCl 10 mM, (pH 0.5mM, Tris HCI 10 mM, (pH 0.5mM, Tris HCI 10 mM, (pH
7.6). 7.6). 7.6).

Enjuague de nucleasas- Dos lavados con EDTA 0.03 M, Tris HCl 0.1 M (2x, 15 min c/u).
Lavados con agua destilada (3x, 20 min c/u y 48 h en agitacion a 4 C).

4.4  Evaluacion de la eficacia de la descelularizaciéon y su efecto en la composicién residual

4,41 Cuantificacidn de DNA residual

Se aislé DNA gendmico usando el kit DNA purification and Extraction (Promega) y se
cuantificd leyendo la absorbancia de la soluciéon a una longitud de onda de 260 nm,
mediante un espectrofotdmetro con un sistema de microgota (microdrop, 5uL). Se obtuvo
una muestra de 5 mg de peso seco, para reportar los resultados en ng de DNA por mg de

tejido peso seco.

4.4.2 Cuantificacion de glicosaminoglicanos sulfatados (GAGs) residuales.

Se cuantifico el contenido GAGs en el material descelularizado mediante el método
colorimétrico de azul de dimetilmetileno (DMMB). Se digirieron 10 mg de peso seco de
tejido nativo y descelularizado de los esofagos de 1, 21 y 45 dias, siguiendo un protocolo
previamente descrito®, donde se agregdé 0.987 mL de solucién de un amortiguador de
fosfato con cisteina y 0.0125 mL de papaina a 60 °C durante 3 h. De las muestras digeridas
se utilizd 0.018 mL de cada una y 0.192 mL de solucion de DMMB. La cuantificacién se
realizd por espectrofotometria a una longitud de onda de 525 nm. Para los estandares se
utilizé sulfato de condroitina a diferentes concentraciones: 50, 40, 30, 20, 10, 5 ug/mL. Los

resultados se reportan en ug de glicosaminoglicanos por mg de tejido peso seco.

4.4.3 Cuantificacidn de proteinas totales residuales

Se cuantificé la concentracidn de proteinas totales por el método colorimétrico (BCA
protein Assay, thermoScientific) usando un espectrofotémetro con una longitud de onda de
652 nm. Para extraer las proteinas de los tejidos se utilizd una solucidn de extraccién Tissue

Extraction reagent | (thermo Fisher), el cual contenia un inhibidor de proteasa, donde se
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agregd 5mL de solucidn por cada 0.5 g de tejido y se dejo en agitacidn durante toda la noche
a 4 °C. Finalmente el tejido fue homogenizado y posteriormente centrifugado a 11,200 xg
durante 5 min a 4 °C, donde se recolectd el sobrenadante. Los resultados obtenidos se

reportan como ug de proteinas totales/mg de tejido humedo.
4.4.4 Cuantificacién de fibronectina residual

Se cuantificod el contenido de fibronectina de las muestras de proteinas totales,
mediante el kit Human Fibronectin Coated Elisa (invitrogen). Las lecturas se realizaron
utilizando un espectrofotometro a una longitud de onda de 450 nm. Los resultados se

reportan en ng de fibronectina/ug de proteinas totales.

4.5 Analisis de la microestructura por microscopia de Generacién de Segundo Armonico

(SHG).

Para observar el efecto de la descelularizacion sobre la microestructura del tejido
esofagico, se observaron la capa muscular y mucosa de las muestras nativas y
descelularizadas empleando un microscopio confocal multi fotonico de generacion de
segundo armodnico (SHG, ZEISS LSM-710-NLO) y aprovechando las propiedades dpticas no
lineales del colageno fibrilar del tipo I. Estas muestras se recortaron en cuadros de 0.5x0.5
cm y un espesor de 1.1 mm para la capa muscular y 0.7 mm para la submucosa y se
colocaron sobre un portaobjetos, como se muestra en la Figura 4. Las muestras se
observaron con un objetivo clase LD Plan-Neofluar, con magnificacidon 20x, con apertura
numérica 0.4 (Carl Zeiss, Cat. No. 421350-9971-000), zoom 1.0, con laser Coherent, modelo
Chameleon de 80 MHz y a una longitud de onda de 852 nm. El divisor del haz utilizado fue
MBS: Plate, MBS _InVis: MBS 760+, FW1: BS-MP 355/690+(R). El modo de escaneo fue plano.
La resolucidn de la imagen se definié como 1024 x 1024 pixeles a una profundidad de 8 bit.
El tamafio de la imagen fue de x: 424.68 um, y: 424.68 um. El "Pixel dwell” fue de 12.6 pusy
la ganancia maestra de 883. Finalmente, para el procesamiento de las imagenes se empled
el software "ZEN". Todas estas pruebas se realizaron en el Centro de Investigaciones en
Optica, sede Ledn, Guanajuato.
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Figura 4. Esquema que muestra la colocacion de la muestra sobre el portaobjetos cubierto por un
cubreobjetos, dejando la capa a observar del lado del cubreobjetos. Las muestras fueron
observadas a 20x.

0.5cm

4.6 Anadlisis histolégico mediante tincion Hematoxilina y Eosina

Se realizé un analisis histoldgico del tejido esofdgico descelularizado de las tres
edades: 1, 21 y 45 dias para inspeccionar la apariencia histologica de las cuatro capas
principales del eséfago: mucosa, submucosa, muscular externa y adventicia y comprobar la
efectividad de la descelularizacion. Esta técnica se realizd en colaboraciéon con el Mtro.
Fernando Tenorio Rocha de la Universidad Nacional Auténoma de México, Escuela Nacional

de Estudios Superiores unidad Ledn.

4.7 Evaluacion de las propiedades mecanicas de tensién

En la etapa de descelularizacion se puede alterar la estructura nativa del eséfago, lo
que comprometeria las propiedades mecanicas. Por lo tanto, se realizaron ensayos de
tension uniaxial para estudiar la relacion entre la descelularizacion y la respuesta mecdnica

del segmento tubular.

4.7.1 Preparacion de las muestras

Se emplearon diferentes muestras de eséfago tanto nativo como descelularizado para
las diferentes edades; 1, 21 y 45 dias. Ademas, estos ensayos se realizaron con todas las
capas en conjunto y separadas en: capa muscular y capa submucosa y mucosa. Para estas
muestras se realizaron cortes rectangulares (probetas) en el material liofilizado de manera

longitudinal y circunferencial, como se muestra en la Figura 5. Dichas probetas tienen
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dimensiones promedio de 20 mm de longitud, 3 mm de ancho y el grosor depende del tipo
de muestra (Figura 6). Previo a los ensayos, las muestras fueron sumergidas en suero
fisiolégico (NaCl, 0.9%) durante 24 h a 4 °C para poder ser hidratadas. La Tabla 8 muestra

un resumen de los diferentes grupos de muestras analizados.

nd

<

—~——

Figura 5. Representacion esquemadtica de los tipos de corte (a:longitudinal o axial y b:transversal)
para los diferentes muestras de tejido esofdgico.

14mm

Figura 6. Forma de la probeta empleado en tension uniaxial.

Tabla 8. Disefio de experimentos para pruebas mecdnicas. * indica las edades de los eséfagos a los
cuales fueron separadas las capas de musculo y submucosa y mucosa para su posterior andlisis.

Nativo/ Descelularizado

Edad Tensién Uniaxial
(dias) Corte longitudinal Corte circunferencial
Tipo de muestra: Tipo de muestra:

1 -Esdfago con multicapas -Eséfago con multicapas
21* Esofago separado: Esofago separado:
45%* -Mdsculo -Musculo

-Submucosa y mucosa -Submucosa y mucosa

27



UNIVERSIDAD

GUANAJUATO

4.7.2 Equipo

Los ensayos se realizaron utilizando la maquina universal Instron 5543, que se
aprecia en la Figura 7. El sistema estd equipado con una celda de carga de 100 N y un
transductor de desplazamiento. La celda de carga mide la fuerza mientras que el
transductor de desplazamiento registra el desplazamiento. Tanto la celda de carga y el
transductor estdn conectados con la computadora mediante el software bluehill. Con los
datos de fuerza, desplazamiento y grosor de las muestras, se adquieren las curvas esfuerzo-

deformacion (E-D).

Figura 7. Mdquina de ensayo universal Instrom 5543.

4.7.3 Montaje de las probetas y ensayo

Para colocar las probetas sobre la mordaza y prevenir cualquier movimiento, se pegd
3 mm de muestra de cada lado con pegamento instantdneo marca Axton, como se muestra
en Figura 8a. Después se colocd la parte superior de la mordaza y se asegurd con tornillos,
como se muestra en la Figura 8b. El espacio efectivo entre mordazas (longitud inicial) de las
probetas tuvo una distancia de 10 mm. Una de las mordazas se colocé en la parte inferior
fija del Instrom 5543 mientras que la otra se colocé al haz mévil de la maquina (Figura 9).

En esta prueba se debid evitar el pretensado y la torsion.
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Figura 8. Colocacion de la muestra sobre la abrazadera.

Figura 9. Instalacion de las abrazaderas al equipo.

Las pruebas se realizaron a temperatura ambiente y a una velocidad constante de
0.8 mm/s. Para mantener humeda las probetas durante todo el ensayo, se colocé un
vaporizador marca Home, como se aprecia en la Figura 10a. Los datos de fuerza vy
desplazamiento se registraron hasta que la muestra se rompe completamente (Figura 10b).
Las propiedades mecanicas de los materiales se miden a partir de una curva esfuerzo (c) vs

deformacion (€) empleando las ecuaciones 1y 2.
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F
o=— Ec.1
Ao
l
£=— Ec.2
lo
Donde:
F = Fuerza

Ao = Area transversal inicial
lo = Longitud inicial
|l = Lontitud

La respuesta esfuerzo-deformacion se analizé al graficar las curvas E-D para cada
muestra. Para analizar la rigidez de los tejidos nativo y descelularizado se determind el
madulo elastico de cada muestra en la segunda porcién lineal de la curva E-D. Para esto, el

modulo elastico se calculé mediante la ecuacién 3.

E=22% Ec.3

Epx_&q1

Donde:
o; = esfuerzo nominal en dos puntos de las segunda seccién lineal

g = deformacion nominal en dos puntos de las segunda seccion lineal
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La rotura de las probetas fue tomada como la primera caida en la carga conforme la
muestra fue continuamente extendida. La resistencia y la deformacion maxima de tensién
uniaxial fueron determinadas como el esfuerzo y la deformacion en la rotura. En adicion, se
reporta el valor de tensidn maxima, el cual representa la carga por unidad de ancho de las

tiras de tejido en el punto de rotura.

En la Figura 11 se observa una curva esfuerzo vs deformacidn generalizada de un
tejido biolégico la cual, puede dividirse en tres regiones distintas. En la regidon 1 o regién
“toe”, donde las fibras de coldgeno pueden ser deformadas con poco esfuerzo. En Ia
segunda region, las fibras empiezan a soportar la carga y como resultado se alinean en la
direccién de la misma®. Ademads, representa la region donde el tejido funciona bajo
tensiones fisioldgicas normales®®®!. Finalmente, en la regiéon 3 las fibras contindan
elongdndose hasta eliminar por completo las ondulaciones y muestran una relacién
esfuerzo-deformacidn lineal. En algunos casos se presenta una region no lineal después de

la zona lineal hasta terminar con la ruptura®.

max

Esfuerzo

>~
&
§
5
()
&
>3
&
s
)
&
%)

Regidon 1 Region 2

Primera seccion lineal Zona de transicién s
— ' “max

Deformacién

Figura 11. Ejemplo de una curva esfuerzo vs deformacion tipica de un tejido bioldgico.
Modificado de**
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4.8 Estudios in vitro con células epiteliales.

Para conocer el efecto de los diferentes materiales (Figura 13) sobre la respuesta de
las células epiteliales se realizaron ensayos de actividad metabdlica (MTT) y de viabilidad

celular por la técnica live/dead como se menciona a continuacion.

4.8.1 Cultivos celulares

Las células epiteliales esofagicas de conejo se aislaron adaptando un procedimiento
previamente publicado®"3%*, como se menciona a continuacién: El eséfago se lavd con
solucion salina al 0.9 % de NaCl y se colocé una sonda través del lumen para eliminar los
restos que pudieron quedar, el eséfago se corté longitudinalmente para exponer la mucosa
y ser enjuagado en PBS con antibiéticos a 4 °C. Con ayuda de unas tijeras delgadas la capa
muscular se separd de la mucosa. La mucosa separada se cortd en tiras para ser incubadas
con dispasa y antibidticos durante toda la noche a 4 °C. Al siguiente dia utilizando unas
tijeras se separd la capa epitelial de la mucosa. La capa epitelial se colocé en PBS para
eliminar la dispasa, posteriormente se incubo con tripsina al 0.05 % vy EDTA 0.053 mM
durante 10 min a 37°C en agitacion. Se agregd suero fetal bovino al 10 % mas medio para
neutralizar la tripsina, después se centrifugd a 10,000 rpm durante 8 min. Finalmente, la
pastilla se resuspendié en medio de cultivo. Dicho procedimiento se muestra en la Figura

12.
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Figura 12. Procedimiento para cultivo celular primario de células epiteliales esofdgicas de

conejo*®*1,

En el apéndice 9.1 se muestra la composicién de los medios que presentan mejores

resultados en cuanto a crecimiento celular reportados en la literatura

46,47
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4.8.2 Cultivo celular sobre los andamios.

Una vez obtenida las células, éstas se colocaron sobre los diferentes materiales
como se esquematiza en la Figura 13. Se cultivaron 2x10* de células epiteliales esofagicas
de conejo sobre los tejidos descelularizados vy liofilizado de 21 dias (andamios). El material
se recortd en cuadros de 5x5 mm, y se colocaron sobre una placa de 96 pocillos. El cultivo
se realizé con medio EpiLife® suplementado con growth factor keratinocyte GFK® al 10%,

el cultivo se mantuvo durante 24y 48 h (37 2C, 5 % CO,). Los grupos evaluados fueron:

e (Células cultivadas sobre andamios solos,

e (Células cultivadas sobre andamios con hidrogel (H)

e (Células cultivadas sobre andamios con hidrogel y epoxieicosatrienoides
(H+E),

e Células sin andamio ni hidrogel, control. (CC)

v vmugme
Ya = mi

cc C+A C+A+H C+A+H+E

Figura 13. Disefio del cultivo celular sobre los diferentes materiales. CC: Células control, C+A:
Células cultivadas sobre andamios solos, C+A+H: Células cultivadas sobre andamios con hidrogel,
C+A+H+E: Células cultivadas sobre andamios con hidrogel y dcidos epoxieicosatrienoicos.

En esta etapa se evalud si los hidrogeles formados sobre los andamios de 21 dias

favorecen la incorporacién de células, asi como de acidos epoxieicosatrienoides (ETT).

4.8.3 Ensayo live/dead

Se verificd la viabilidad celular con el kit LIVE/DEAD Viability/Citotoxicity
(Invitrogen). Se retird el medio de cultivo y se lavaron las células con PBS tres veces, se
mezclaron cuatro partes de homodimero de etidio 2 mM con una parte calceina 4 mM en

PBS estéril, se afiadieron 150 pL por cada muestra, se incubaron las muestras durante 45min
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a temperatura ambiente. Finalmente, las muestras se observaron con un microscopio
confocal (Zeis, objetivo 10X). Excitacion/Emisién, Calceina 494/517 nm, homodimero de

etidio 528/617 nm.

4.8.4 Ensayode MTT

Para medir la actividad metabdlica de las células sobre los diferentes materiales, se
cultivaron las células durante 24y 48 h (37 °C, 5 % C0O,). Posteriormente, el medio de cultivo
se retird y almacend; y los materiales se colocaron en un pocillo vacio. Tanto a los pocillos
donde se cultivaron las células sobre los materiales inicialmente, como a los materiales
colocados en los pocillos posterior al cultivo se agregaron 10 uL de Bromuro de 3-(4,5-
dimetiazol-2-ilo)-2,5-difeniltetrazol (MTT) en conjunto con medio de cultivo fresco (epilife),
se cultivaron durante 3ha37°C, 5% CO,. Después de las 3 h, se retird el medio y se verifico
la presencia de cristales de formazan, estos se disolvieron en alcohol isopropilico,

finalmente se midié con un espectrofotometro a una absorbancia de 560 nm.
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5 Resultados y discusion

5.1 Apariencia de los tejidos descelularizados.

El eséfago exhibe una forma casi cilindrica con un lumen de didmetro variable
rodeado por una pared compuesta por cuatro capas principales: de mucosa, submucosa,
muscular externa y adventicia. En la Figura 14 se observa la apariencia macroscépica de los
esofagos de diferentes edades durante el proceso de descelularizacidn. El tratamiento de
descelularizacidn generd una matriz extracelular translucida que mantuvo una arquitectura
similar a la del es6fago nativo para el caso de los tejidos de 21 y 45 dias, en cambio, para el
tejido de 1 dia se presentaron cambios minimos en su arquitectura. Las multicapas del tejido
descelularizado se preservaron para el tejido de 21 y 45 dias, en cambio el tejido
descelularizado de 1 dia sufrid deterioro en la capa de la mucosa, presumiblemente debido

a la etapa de perfusién durante el proceso de descelularizacién.
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Figura 14. Fotografias representativas que muestran la apariencia fisica de los tejidos nativo y
descelularizado, derivados de porcino de tres diferentes edades (1, 21 y 45 dias).

5.2 Composicion residual en los tejidos descelularizados.

El proceso de descelularizacién es de suma importancia para la eliminacién de los
componentes celulares de los tejidos y asi poder reducir la inflamacidn, reducir los riesgos
de transmisién de enfermedad y disminuir el riesgo de rechazo después de la implantacién.
Sin embargo, la técnica ideal de descelularizacion debe remover los remanentes celulares
sin destruir la arquitectura original o eliminar sus componentes de la MEC y mantener las
propiedades mecanicas intactas®®. En la Figura 15 se reportan los resultados de la
composicion residual de la MEC esofégica descelularizada comparada con la composicidn

del tejido no tratado (nativo).
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5.2.1 Contenido residual de DNA

Los criterios empleados para evaluar la descelularizacién efectiva de acuerdo con
informes recientes??, utiliza el contenido de acido nucleico como base. Estos criterios
incluyen: nucleos no visibles tras la evaluacién histolégica a través de tinciones de
hematoxilinay eosina (H&E), y reduccién de la cantidad de DNA?°. Se cuantificé el contenido
residual de DNA de las muestras descelularizadas y nativas de las diferentes edades (Figura
15a). Estos resultados mostraron una reduccién altamente significativa de los ng de DNA
por mg de peso seco en el tejido descelularizado en comparacién del nativo. Los resultados
de la remocién nuclear son comparables a otros protocolos similares'® de descelularizacion
con deoxicolato de sodio en tejido esofagico de ratén, donde se preservo la matriz
extracelular, ademas de presentar un bajo contenido de DNA en comparacién con otros
detergentes. En un reporte previo, se observo que la remocién de DNA de tejidos de porcino
adulto es mayor que de lechdn, tanto al usar deoxicolato de sodio (detergente catidnico)
como docecil sulfato de sodio (detergente idnico)*. En el mismo trabajo se reporté que los
métodos que combinan perfusidn y agitacion tienden a producir una mayor remocion de
DNA comparado con el método de perfusidén, tanto en submucosa intestinal como
esofagica. Finalmente en otro estudio*? donde se descelulariza tejido esofagico de puerco
mediante perfusion con detergente deoxicolato de sodio, obtuvieron mayores
concentraciones de ADN (127 ng/mg) y concentraciones similares de GAGs (0.35 ug/mg)
demostrando que el protocolo propuesto disminuye de manera significativa la cantidad de

ADN preservando la concentracién de GAGs en comparacién de otros protocolos.

La reduccién en los nucleos celulares presentes en el tejido esofagico porcino después del
proceso de descelularizacién aplicado a los tres diferentes tejidos fue confirmada por
andlisis histologico (ver mas adelante Figura 17). Estos resultados de la tincion de H&E

indicaron, ademas, la preservacion de microestructura en los tejidos descelularizados.
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5.2.2 Retencion de glicosaminoglicanos sulfatados (GAGs)

La bioactividad de andamios de MEC esta influenciada por las macromoléculas
residuales que permaneces después de la descelularizacidn. Entre ellos, diferentes tipos de
colageno, proteoglicanos, proteinas matriciales multiadhesivas y los factores de
crecimiento son de gran importancia en la biofuncionalidad de los andamios. Estos
componentes se distribuyen dentro de la MEC, empaquetados tanto en la lamina basal

como en el tejido conectivo.

Los GAGs presentes en el tejido esofagico descelularizado presentaron una
retencién del 48% en el tejido de 1 dia, 64.42% tejido de 21 dias y 52.73% para el tejido de
45 dias (Figura 15b). Para los tres grupos se observé una alta reduccién en el contenido de
GAGs. De acuerdo con reportes previos, los procesos de descelularizacién, donde se usa
perfusidn, han demostrado una reduccidn significativa en la concentracion de GAGs en
comparacion de los métodos de inmersion o agitacion33. Ademas de la técnica de perfusién,
la exposicion prolongada con endonucleasas puede reducir la concentracion de
glicosaminoglicanos?!. La retencion de GAGs se ha relacionado con la respuesta
viscoelastica de la matriz resultante del proceso de descelularizacidon de varios tejidos

animales*3°0,

5.2.3 Retencién de proteinas

Resulta razonable considerar que la cantidad de macromoléculas distribuidas dentro
de la MEC esofagica se vea reducida después del proceso de descelularizacién, lo que se
confirmé con los resultados presentes. Para los tres grupos se observd que la cantidad de
proteina extraida fue menor en los tejidos descelularizados respecto de los tejidos nativos
(Figura 15c). jError! No se encuentra el origen de la referencia.En un estudio previo, se
reportd la retencion de hasta 50 % de proteina total en la submucosa del intestino porcino
descelularizado con DOC, mientras la retencién fue sélo del 6.5 % cuando Ia

descelularizacién se llevé a cabo con dodecil sulfato de sodio*. A su vez, la matriz de
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submucosa del eséfago porcino de adulto y de lechdn descelularizadas con DOC retuvo 61.6
%y 23.8 % de las proteinas totales, respectivamente. Los resultados del presente estudio
sugieren que el método de descelularizacién empleado aqui es adecuado para retener en
la matriz esofagica derivada de lechones de 1 a 45 dias alrededor del 40 % de las proteinas

totales extraibles.

Las fibronectinas son proteinas conectivas de la MEC que interactian con factores
de crecimiento que regulan las respuestas celulares a los microentornos. Los resultados
indican que la cantidad de fibronectina se reduce en los tejidos descelularizados respecto
de los tejidos nativos, pero aun se preserva al menos un 66% de la cantidad inicial (Figura
15c). Esto sugiere que la matriz esofagica derivada de lechones de 1 a 45 dias podria exhibir

bioactividad relacionada con la composicién bioquimica residual.
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Figura 15. a) Concentraciéon de DNA purificado y b) GAGs detectado a partir de tejido esofdgico
porcino nativo (N) y de la matriz descelularizada (D) derivados de lechones de diferentes edades:
1, 21 y 45 dias (n=9). c) concentracion de proteina total y d) fibronectina extraidas a partir de los
mismos materiales (n=6). Media + D.E., *, *** indican diferencia significativa entre grupos marcados
con valores de p<0.05 y p<0.001, respectivamente.

5.3 Organizacion microestructural de los tejidos descelularizados.

La microscopia SHG, introducida alrededor de 1986, es una alternativa atractiva a la
histologia convencional para estudiar la composicién de los tejidos y visualizar la estructura
molecular del coldgeno debido a su alta sensibilidad y especificidad’’, ademas tiene la
capacidad de seccionamiento dptico que proporciona un medio para obtener imagenes de

tejido en 3 dimensiones en sistemas moleculares no centrosimétricos’®>%°2,
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EL SHG es un proceso que ocurre cuando dos fotones se combinan en un medio
Opticamente no lineal, que carece de simetria central (como el colageno), creando un fotdn
con una longitud de onda exactamente la mitad de la longitud de onda de excitacion de los
fotones iniciales (o el doble de la frecuencia, w). La microscopia SHG se ha utilizado como
una técnica estandar para identificar principalmente las fibras de colageno fibrilares tipo |

y lll, ya que es sensible al orden de polarizacion de largo alcance de las fibrillas®1>2,

Se empled la microscopia SHG para observar el efecto de la descelularizacion sobre
la microestructura del tejido esofagico sobre las capas muscular y submucosa de las

muestras nativas y descelularizadas de las diferentes edades (Figura 16).

El componente principal de la submucosa es el colageno tipo | y tipo Il ensambladas
en fibrillas, y a su vez organizadas en fibras gruesas dispuestas en una red con un patron
cruzado. En contraste, la mucosa se integra por fibrillas de colageno muy finas organizadas
en una red laxa y aleatoria®®. Las micrografias de SHG mostraron que, en la capa de
submucosa, los haces de fibras de colageno con ondulaciones de los tejidos nativo se

preservan en los tejidos descelularizados (Figura 16).

La muscular externa esta compuesta principalmente de musculo liso y estriado y
puede subdividirse en dos capas segun la direccidon principal de las fibras musculares. En la
capa interna, la orientacién es circunferencial; en la capa externa es axial. La adventicia es
una capa delgada compuesta por un tejido conectivo blando y suelto, rico en vasos
sanguineos y linfaticos y tejido adiposo y un epitelio simple de cobertura escamoso®. Se
observd una capa de fibras de colageno en la superficie muscular de los tres tejidos nativos
(Figura 16). Después de la descelularizacion, dicha organizacién de fibras se preservo en los

tres tejidos. Las fibras se observaron como capas organizadas con multiples direcciones.

Asimismo, se realizd un analisis histoldgico del tejido esofagico para inspeccionar la
apariencia histologica de las cuatro capas principales del eséfago: mucosa, submucosa,
muscular externa y adventicia (Figura 17). La caracteristica microestructural de la matriz

esofagica es esencial para la evaluacién de la mecdnica de la pared esofagica.
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Figura 16. Micrografias representativas de SHG (microscopio ZEISS LSM-710-NLO) para tejido
nativo y descelularizado de 1, 21 y 45 dias, en la superficie muscular y de la submucosa. Objetivo:20
X, 852 nm: 3.0 %.



5.4 Tincidn de hematoxilina-eosina

La tincién hematoxilina-eosina (H&E) se considera como la técnica de tincién de uso
mas frecuente en el estudio de células y tejidos®®. Esta técnica supone la aplicacién del
colorante hematoxilina, que, por ser catidnica o basica, tifie estructuras acidas en tonos azul
y purpura, los nucleos celulares; y el uso de eosina que tifie componentes bdsicos en tonos
color rosa, gracias a su naturaleza anidnica o acida, como el citoplasma. Sin embargo, la

tonalidad de los resultados diferirad segtin la hematoxilina utilizada y no segun la eosina.

El analisis histoldgico de los tejidos descelularizados para las diferentes edades: 1,
21y 45 dias, confirmé la ausencia de nucleos y demostrd la preservacion de la arquitectura
del esofago al presentar la capa de mucosa, submucosa y la capa muscular, como se

muestra en la Figura 17.
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Figura 17. Micrografias representativas H&E de tejido esofdgico descelularizado para porcinos de
diferentes edades: 1, 21 y 45 dias. M:Mucosa, S:submucosa, ME: Muscular externa, Cl: corte interno,
CE: Corte externo. Corte transversal, Objetivo 20 X.
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5.5 Propiedades mecanicas de tension

Teniendo en cuenta los resultados que indicaron la eliminacién efectiva de las células,
la reduccién del contenido de GAGs y la conservacién de la microestructura tisular, se
evaluaron las propiedades mecanicas de tension de los tejidos nativo y descelularizado.
Para esto, se analizaron las muestras de eséfago con sus capas completas, asi como las
capas de submucosa y muscular por separado. Adicionalmente, las muestras se

caracterizaron en dos direcciones ortogonales: longitudinal y circunferencial.

5.5.1 Curvas esfuerzo - deformacion.

Al tomar en cuenta las caracteristicas histoldgicas, el tejido y la matriz descelularizada
esofagico se puede analizar, desde un punto de vista mecanico, como un compuesto
anisotropico multicapa. Cada capa se caracteriza por un comportamiento anisotrdpico
debido a la orientacidn especifica de las fibras de refuerzo. Dado esto, los tejidos esofagicos
se caracterizan por un comportamiento mecdanico no lineal y pueden experimentar
fendmenos de desplazamiento®. La Figura 18 muestra las curvas esfuerzo-deformacion (E-
D) representativas para tejidos esofagicos ensayado con todas sus capas. En ella se puede
apreciar que la respuesta E-D fue afectada por las direcciones de los tejidos seleccionadas
para la caracterizacién mecdnica del tejido esofdgico. Las curvas E-D para especimenes
analizados con todas las capas, y especimenes separados en las capas submucosa y
muscular confirmaron un comportamiento no lineal (exponenciales) y anisotrépico, asi
como un comportamiento marcadamente mas rigido para los tejidos orientados
longitudinal (Figura 18a). Al analizar la regidn “toe”, la cual es tipica de tejidos ricos en fibras
de colageno, se observé que la transicion de entre las dos regiones lineales ocurrid a
deformaciones mas altas en los especimenes cortado en direccion circunferencial (Figura

18d) que en los especimenes axiales (Figura 18c).

De estas curvas se obtuvieron datos de las propiedades de ruptura bajo ensayo de

tension: esfuerzo y deformacién mdaxima, y la carga en la ruptura. Estos resultados se
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muestran en las Figura 19 y Figura 20. Asimismo, se muestran los resultados de médulo

elastico obtenido en la segunda porcidn lineal de la curva E-D en la Figura 20.
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Figura 18. Curvas esfuerzo vs deformacion representativas para tejido esofago nativo (N) y
descelularizados (D) obtenido de lechones de 1, 21 y 45 dias. Se muestran las curvas para tejidos
analizados con todas las capas: corte longitudinal (a, c) y circunferencial (b, d), asi como las curvas
completas (a, b) y ampliacion de estas en la porcion inicial (c, d).
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5.5.2 Resistencia a la tensidn

En primera instancia se evalué el efecto de la descelularizacién sobre la resistencia
a la tension. El proceso de descelularizacion puede provocar cambios en la estabilidad de
los componentes de la MEC y consecuentemente modificar el comportamiento mecdnico
de la matriz resultante. La descelularizaciéon parece aumentar el esfuerzo maximo que
resiste el material antes de la rotura (Figura 19). Sin embargo, los resultados de carga en la
rotura, que resulta de dividir la carga en la ruptura entre el ancho del espécimen, indican
una disminucidn después de la descelularizacion. Estas diferencias podrian relacionarse con
una disminucion significativa del espesor del tejido esofagico después de la
descelularizaciéon. Es posible que en el tejido nativo no tratado se presente una
sobreestimacién del valor del espesor del material, lo que arrojaria un valor sobreestimado
para el area transversal y un valor subestimado para el esfuerzo. El efecto de la
descelularizacidn sobre la carga en la fractura de los tejidos parece ser mdas notoria en
tejidos de 21 dias que en tejidos de 45 dias, lo que sugiere una modificacién de la resistencia
de las fibras estructurales. Se observo también que conforme aumentalaedadde1a 21y
45 dias de los lechones donantes de tejidos, la resistencia a la tensién de los especimenes
aumenta. Esto es congruente con el crecimiento del animal y la maduracion de los tejidos.
Como se observo mediante microscopia SHG, la red de fibras de colageno fue preservada
en los tres tejidos procesados respecto del nativo; sin embargo, no fue posible observar una

variacion con la edad.

48



UNIVERSIDAD

GUANAJUATO

1 |
a) s Longitunidal 1 Circunferencial b) Longitunidal 1 Circunferencial
© Capa muscular I € |Capa muscular [
g I £ I
é 6 Fekedk | é T |
o - - E
g % ! g 2 4+ * % ! .
& I °a ] I *
>
E 41 | i 2 | |
9 I © | | J
o ! & 1+ ! -
2 51 I o |
i I % I
I na o T NA P na
T | ~ 041 L1
% | g Capa submucosa |
< I E S o
o | Z 10+ | .
1S
= 3 g
% I 5 I
1= | Q. % l
- =}
8 | ; |
3 : 1 = 5T 1 _
= ke o |
Lﬁ | *% [ g |
I M 5 I
I NA O NA. I NA e f
—_ t 1 L 0 1 1 L 1
© —_
% I 1 = Todas las capas I
< . £ 104 [ i
2 I Z I
:>_< 15 + | 7 © * |
£ . ! 2 |
o 10+ l - > 1
N I ® 9T I §
2 | c |
B o i 1 .
I % I
0] I O o4

N1 D1 N21D21N45D45IN1 D1 N21 D21 N45 D45 N1 D1 N21D21N45D45|N1 D1 N21 D21 N45D45

Figura 19. Esfuerzo y carga mdxima de tension (en la ruptura) de tejido esofdgico nativo (N) y
descelularizado (D) obtenido de lechones de 1, 21 y 45 dias. Se comparan las propiedades exhibidas
por tejidos con todas las capas del tejido, con la capa submucosa y con la capa muscular, asi como
las direcciones longitudinal y circunferencial. *, **, *** indican diferencia significativa entre grupos
marcados con valores de p<0.05, p<0.01, y p<0.001, respectivamente; n = 5. N.A. indica tejidos no
analizados ya las capas no se pudieran separar.

5.5.3 Deformaciéon maxima y el mddulo elastico

La Figura 20 muestra la deformacidn en la rotura y el mdédulo elastico obtenido de
la segunda porcidn lineal de la curva E-D. La descelularizacion de tejido esofagico nativo
produjo una disminucién en la deformacién maxima para los tejidos derivados de lechones
de las tres edades y de las dos direcciones seleccionadas. La deformacién maxima para

tejidos no tratados (nativo) parece aumentar conforme aumenta la edad del donante, pero
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tendencia fue exhibida por los tejidos analizados con las capas completas o por separado.
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Figura 20. Deformacion mdxima y modulo eldstico en la segunda porcion lineal de la curva E-D de
tejido esofdgico nativo (N) y descelularizado (D) obtenido de lechones de 1, 21 y 45 dias. Se
comparan las propiedades exhibidas por tejidos con todas las capas del tejido, con la capa
submucosa y con la capa muscular, asi como las direcciones longitudinal y circunferencial. *, **, ***
indican diferencia significativa entre grupos marcados con valore de p<0.05, p<0.01, y p<0.001; n =
5. N.A. indica tejidos no analizados ya las capas no se pudieran separar.

En el caso del mdodulo elastico, por el contrario, la descelularizacidon del tejido
esofdgico nativo produjo un incremento para todos los tejidos analizados. Por ejemplo, este
incremento fue del 48, 92 y 166% en la direccidn longitudinal cuando los tejidos se

analizaron con las capas completas y prevenian de lechones de 1, 21 y 45 dias,
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respectivamente. Estos resultados sugieren que la habilidad de reorientacién de las fibras

de colageno en la direccidn de la carga se ve favorecida en tejidos de mayor edad.
5.5.4 Anisotropia mecanica

Al analizar los resultados entre las dos direcciones se observé que la resistencia
maxima (Figura 19b) y el mddulo elastico (Figura 20b) en la direccién longitudinal fueron
mayores que en la circunferencial, mientras que la deformacion mdaxima mostré una
tendencia contraria (Figura 20a). Este fendmeno se ha asociado a la orientacién preferencial
de las fibras de coldgeno en una zona especifica del tejido, en este caso, la direccién axial
en el eséfago. De los resultados, se observa un comportamiento anisotrépico del tejido
esofagico nativo. Asimismo, los resultados sugieren que la anisotropia mecanica del tejido
esofdgico porcino nativo tiende a ser conservada en tejido descelularizado. En mediciones
usando un ensayo de tension biaxial, se reportéd un comportamiento antrépico similar en
tejido esofagico porcino nativo y descelularizado®*>>. La proporcién de la resistencia
maxima de tensidn, asi como del mddulo elastico entre las direcciones longitudinal y
circunferencial sugiere que la anisotropia mecdanica del tejido esofagico depende

primordialmente de la capa submucosa (Figura 21).
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Figura 21. Proporcion del esfuerzo méximo entre las direcciones longitudinal/circunferencial.

Previamente, se reportd para el eséfago porcino, una proporcion 2.3 mas alta de
resistencia a la tensién en la direccion axial respecto de la circunferencial para las capas
mucosa-submucosa, y una proporcidon de 1.3 cuando se analizd solo la capa muscular.
Mientras que la proporcidn para la resistencia maxima entre las capas mucosa-submucosa
y muscular porcina fue de 5.5 en la direccién axial y 3.0 en la direccion circunferencial®®.
Estas diferencias entre las capas mucosa y muscular se puede explicar por el aumento de la
cantidad de fibras de colageno en la mucosa en comparacion con la capa muscular. Se ha
sugerido que las diferencias de las relaciones de resistencia a la tensién de esoéfagos
porcinos y ovinos podrian ser el resultado de las diferentes relaciones de grosor entre el
musculo y las capas mucosa-submucosa entre las dos especies. Aunque los resultados de
este trabajo no aportan datos concluyentes del efecto de la edad de la fuente del tejido
esofagico porcino sobre la anisotropia mecanica de la matriz resultante, indican que los
procesos de descelularizacion no impactan de forma significativa la anisotropia del tejido
esofdgico porcino. Lo que podria tener una implicacion positiva en diseno de alternativas
basadas en tejidos descelularizados comparable al tejido natural, en términos del

comportamiento biomecénico anisotrépico, heterogéneo y no lineal®’.

5.6 Recelularizacidn del andamio con células epiteliales esofagicas a los andamios

En este trabajo se compararon dos estrategias para el cultivo de los andamios de
tejido descelularizado de 21 dias con células epiteliales obtenidas de cultivo primario de
esofago de conejo. La primera implicé el recubrimiento del andamio con un hidrogel
derivado de MEC pericardica. El pericardio bovino es una capa de tejido conectivo que rodea
al corazon rico en coldgeno tipo | (principal componente de la MEC)’4. El coldgeno tiene
diversas ventajas, entre ellas son que puede inducir procesos de sefializacion, proliferacién,
migracion y la diferenciacion celular’’’>. Ademds de bajas respuestas inflamatorias y

citotdxicas y la alta biodegradabilidad®® 717>,

52



La segunda estrategia fue el uso de una agente con actividad bioldgica (acidos
epoxieicosatrienoicos) estos acidos son mediadores autdcrinos y paracrinos y tienen
efectos benéficos como son; el control de la inflamaciéon leucocitaria, atentda los
mediadores proinflamatorios, tienen efectos proliferativos sobre las células epiteliales y son
reconocidos como moléculas sefiales capaces de estimular varios pasos del proceso de
angiogénesis®®®’. Los dos criterios evaluados de la respuesta celular fueron la viabilidad
celular y la actividad metabdlica, como se aprecia en la Figura 22 y la Figura 23,

respectivamente.

5.6.1 Viabilidad celular

Los resultados de viabilidad de las células epiteliales esofagicas se mostraron
tinendo las células viables en verde y las muertas en rojo, después de 24 y 48 horas de
cultivo sobre los diferentes andamios (Figura 22). Se observé un mayor nimero de células
viables después de ambos tiempos de cultivo sobre los andamios modificados con
hidrogeles. Estos resultados sugieren que la modificacion con hidrogeles de MEC
pericardica incrementa el nimero de células viables sobre de la matriz esofagica porcina.
La densidad de células viables sobre los materiales puede explicarse como resultado no sélo
de la composicidn residual del andamio, sino también a la modificacion con hidrogel

bioactivo y funcionalizado.

En un estudio previo con células de macrdéfago se reporté un efecto citotéxico a altas
concentraciones de dcidos epoxieicosatrienoicos en hidrogeles de MEC*. En el presente
trabajo, se observd que el numero de células epiteliales viables no se ve afectado por la
incorporacion de estos agentes bioactivos en los hidrogeles que recubren el andamio
esofagico. Asi, se abre la puerta a una opcion de cocultivo de células de macréfagos y
epitelio sobre los andamios de MEC esofagica en presencia de un compuesto modulador de

la respuesta inmune.
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5.6.2 Actividad metabdlica

Otro parametro evaluado fue la actividad metabdlica de las células epiteliales
cultivadas sobre los diferentes andamios (Figura 23). En este experimento, que determina
la actividad metabdlica asociada con la cadena respiratoria mitocondrial, se evaluaron tanto
la actividad detectada sobre los andamios como sobre los pocillos donde inicialmente se
dio el cultivo celular. La actividad metabdlica total fue mayor para las células epiteliales
cultivadas sobre los andamios modificados con hidrogel respecto de los no modificados, en
ambos tiempos de cultivo. De este total para el cultivo de 24 h, 51, 60, y 56% de la actividad
fue detecta sobre el andamio solo, el andamio recubierto con hidrogel y el modificado con
acidos epoxieicosatrienoides, respectivamente. En el de 48 h de cultivo, estos valores
alcanzaron el 60, 60 y 58%, respectivamente. En un estudio previo, se observd una
dependencia de la actividad metabdlica de macréfagos estimulados con acidos
epoxieicosatrienoides, de manera similar a lo discutido sobre el efecto en la viabilidad
celular. La modificacién de matriz esofagica descelularizada con hidrogeles de MEC
pericdrdica se presenta con una opcion para mejorar tanto la viabilidad como la actividad

metabdlica de células epiteliales.
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Figura 22. Micrografias representativas que muestra la viabilidad (un ensayo Live/Dead) de
células epiteliales esofdgicas (verde=vivos, rojo=muertos,10X), A: andamio sin células (control
negativo), CC: células en el pocillo (2D, control positivo); C+A: células sobre el andamio solo, C+A+H:
Células sobre el andamio recubierto con hidrogel de MEC pericdrdica;, C+A+H+E: células sobre el
andamio recubierto con hidrogel de MEC pericdrdica y modificado con dcidos epoxieicosatrienoicos.
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Figura 23. Actividad metabdlica medida mediante una prueba de MTT después del cultivo de
células epiteliales esofdgicas por a) 24 y b) 48 horas sobre los diferentes materiales: cultivo 2D —
células sembradas sin material (control), células sembradas sobre andamio descelularizado solo o
recubierto con un hidrogel de MEC (H) y dcidos epoxieicosatrienoicos (E). Después del cultivo, los
materiales se colocaron en un nuevo pocillo para realizar las mediciones de actividad por separado
sobre los materiales y sobre los pocillos. Los resultados se analizaron con un ANOVA de una via,
seguido por de una prueba de Tukey. *, ** *** indican diferencia significativa entre grupos
marcados con valore de p<0.05, p<0.01, y p<0.001. Media + D.E., n=4-5.
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6 Conclusiones

En el presente estudio se desarrollaron biomateriales de matriz esofagica obtenidos
por descelularizacidn de tejido porcino de diferentes edades, donde se caracterizaron las
propiedades mecanicas y estructurales, asi como la composicién bioquimica residual y de
biocompatibildad. Dando como resultado un protocolo reproducible de descelularizacién
donde se logré la eliminacién efectiva de las células, reduccién del contenido de GAG's, la
conservacion de la microestructura. tisular y las propiedades mecanicas en los tres
andamios obtenido de lechones de diferentes edades. Finalmente, el andamio
descelularizado fue biocompatible con las células al presentar un incremento en el nimero
de células epiteliales esofagicas viables y su actividad metabdlica. Por lo que este método
es una alternativa para el disefio y desarrollo de implantes basados en MEC para tratar

defectos en esdfago, en el futuro.
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8 APENDICE

8.1 Composicion del medio

Medio EpilLife3?

Reactivo Concentraciones
PBS 1X
Enjuague del tejido SOdI:jthe:lc;:tla”mal 100u/L
e ! streptomicina 100mg/mL
P cinay 0.25mg/mL
ampotericina B
Enzima con antibidticos  Dispase con antibioticos (50 caseinolytic U/mL)
tripsina 0.05%
Enzima EDTA 0.53mmol/L
5 -
Medio de cultivo + SFB SFB 10% [neutralizar
tripsina)
EpiLife® Medi ith
Medio pitite edlu.m, W 0.03mmol de calcio
60uM calcium
Pituitary Extract Bovine 0.40%
insulin from bovine Sug/mL
pancreas
hydrocortisone 0.5ug/mL
suplementos Gentamicin 5ug/mL
Human epidermal
0. L
growth factor > ng/m
transferina 10ug/mL

Figura 23. Lista de reactivos y concentraciones dependiendo del medio a emplear

8.2 Resolucion axial y lateral del objetivo empleado en microscopia SHG.
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titulo es “Relacion composicion-estructura-propiedad en matriz esofagica
descelularizada obtenida de porcinos de diferentes edades”. Manifiesto que estoy

de acuerdo con el documento y que la defensa de la tesis se pueda programar.
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Asunto: Conformidad de tesis
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alumna I.B.T Adriana Orozco Vega para la obtencion de grado de Maestra en Ciencias Aplicadas, el
cual se intitula “Relacién composicion-estructura-propiedad en matriz esofagica descelularizada

obtenida de porcinos de diferentes edades”.

Considero que el trabajo retne las caracteristicas de nivel y calidad necesarias para una tesis de
Maestria. Por lo que recomiendo ampliamente que la alumna I.B'T Adriana Orozco Vega presente la
disertacion de su tesis ante el jurado que ha sido designado para tal fin.

Sin mas por el momento quedo de Usted para cualquier duda o aclaracién y aprovecho la ocasion para

enviarle un saludo cordial.

Atentamente
“La Verdad Os Har4 Libres”
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Dr. Arturo Vega Gonzalez
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Loma del Bosque 103
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Oficio niumero: IDH-Docencia-AQV-19
Asunto: Revision de tesis

Ledn, Gto., a 27 de noviembre de 2019

DR. DAVID YVES GHISLAIN DELEPINE
DIRECTOR DE LA

DIVISION DE CIENCIAS E INGENIERIAS
PRESENTE

Por este medio le informo que he revisado el documento de tesis de la C. Adriana
Orozco Vega, y entregado mis observaciones para corregirlo, las cuales la
estudiante se ha comprometido a incorporar en la version final. Doy mi aprobacion
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procedimientos administrativos correspondientes.

Sin mas por el momento nos despedimos de Ud. enviandole un cordial
saludo.

ATENTAMENTE
“LA VERDAD OS HARA LIBRES”
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DRA. MA. ISABEL DELGADILLO CANO
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