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La uretra puede presentar alteraciones desde el momento del nacimiento

(patologías congénitas), o adquiridas a lo largo de la vida. En todos los casos, estas

patologías pueden requerir cirugía reconstructiva. Tradicionalmente, la reparación de

tejidos lesionados se ha realizado utilizando tejidos tomados del propio paciente

(autoinjerto o autotrasplante de mucosa oral o de otros tejidos) (Osman et al., 2015) o

de otro individuo (aloinjerto o trasplante heterólogo). Actualmente, para la corrección

de la mayor parte de las patologías uretrales, se recurre a colgajos autólogos de tejidos

adyacentes o a injertos libres, principalmente de mucosa oral o vesical (Osman et al.,

2015; Gallegos y Santucci, 2016). Sin embargo, la obtención de colgajos locales no

siempre es factible, y la extracción de mucosa oral o vesical no está exenta de

complicaciones y efectos secundarios tanto en la zona donante como en la zona

receptora. Por otro lado, la utilización de tejidos heterólogos ha arrojado resultados

bastante pobres en la sustitución de uretra, siendo muy frecuente la aparición de

rechazos inmunológicos del tejido trasplantado.

La elaboración de un sustituto uretral mediante ingeniería tisular, supondría un

avance en el tratamiento de la patología uretral, evitando o reduciendo las

complicaciones derivadas de las técnicas actualmente disponibles (Versteegden et al.,

2017). Para ello, se han descrito numerosas técnicas, entre las que destacan la

elaboración de constructos (Versteegden et al., 2017-2) y las técnicas de

descelularización y recelularización (Simões et al., 2017).  De hecho, la

descelularización de tejidos constituye un método eficaz en la generación de

biomateriales en ingeniería tisular de distintos órganos humanos (Crapo et al., 2011;

Keane et al., 2015). Asimismo, es necesario desarrollar nuevos métodos que permitan

preservar adecuadamente los tejidos descelularizados para su transporte al quirófano

e, idealmente, para uso diferido (Rodríguez et al., 2013).

En la presente Tesis Doctoral se han obtenido biomateriales tubularizados

mediante técnicas de descelularización, los cuales han sido sometidos a diversos

protocolos de criopreservación y liofilización para uso diferido, evaluándose la

efectividad de cada protocolo.
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1.1. La uretra humana

La uretra es una estructura tubular que conecta la vejiga urinaria con el meato

urinario, permitiendo de esta forma la excreción de la orina (Herrera-Imbroda et al.,

2016). La uretra masculina está dividida en uretra proximal (con una región

membranosa y otra prostática) y uretra distal (con una región peneana y otra bulbar)

(Schenkman y Manger, 2013; del Pozo-Jiménez et al., 2014). Al tener menor longitud,

la uretra femenina se divide únicamente en una región proximal y otra distal (Herrera-

Imbroda et al., 2016).

Histológicamente (Figura 1), la uretra está revestida internamente por un

epitelio estratificado columnar y no queratinizado que se transforma en un epitelio

transicional a nivel de la uretra membranosa y prostática. En el espesor de este

epitelio se localizan numerosas glándulas productoras de moco que protegen a la

uretra de los efectos perniciosos del paso de la orina. Bajo este epitelio, y separado por

una membrana basal, encontramos un tejido conectivo que forma la lámina propia de

la uretra, bajo el cual existe una capa vascular rodeada de fibras musculares lisas

dispuestas en una capa longitudinal interna y otra capa circular externa, mucho más

aparentes en las secciones uretrales a nivel prostático y membranoso (Gray y Carter,

2000).

Figura 1. Estructura histológica de la uretra superficial, mostrando la capa epitelial y la lámina propia

(Martín-Cano et al, 2013)
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1.2. La Ingeniería Tisular

La ingeniería tisular es una de las áreas de la biotecnología que más se ha

desarrollado en los últimos años, debido a su utilidad potencial para la fabricación in

vitro de tejidos y órganos para su implante en pacientes necesitados de los mismos. Se

trata de un área interdisciplinaria que aplica los principios y métodos de la ingeniería

para el desarrollo de sustitutos biológicos que restauren, mantengan o mejoren la

formación de los tejidos (Langer y Vacanti, 1993), mediante la combinación de células,

biomateriales y señales moleculares (Campos, 2004). El objetivo de la mayoría de

protocolos de ingeniería tisular es desarrollar un tejido lo más biomimético posible con

el tejido a reproducir. Para ello, es importante generar nuevos biomateriales capaces

de reproducir la compleja estructura de la matriz extracelular (MEC) de los tejidos

nativos.

La matriz extracelular es una estructura compleja diseñada para satisfacer las

necesidades específicas de los tejidos que contienen esta estructura,

fundamentalmente las necesidades de tipo físico y biomecánico. En el caso del tejido

conectivo, la población celular existente en este tejido es la encargada de sintetizar,

remodelar y mantener la MEC en las cuales se encuentran embebidas las propias

células (Ross y Pawlina, 2007). Aunque diversos autores han logrado generar sustitutos

de distintos tejidos conectivos tales como el hueso o el cartílago (Goldberg et al., 2017),

el tejido conectivo que constituye algunas capas de la uretra humana, especialmente la

lámina propia, es muy difícil de reproducir en laboratorio.

En el tejido conjuntivo, la matriz extracelular, es una red estructural compleja e

intrincada que rodea y sostiene las células del tejido conjuntivo (Alfonso-Rodríguez et

al., 2014). La matriz extracelular contiene una variedad de fibras, como las fibras

colágenas y elásticas, que están compuestas por tipos diferentes de proteínas

estructurales. Además, esta matriz contiene varios proteoglicanos (por ejemplo,

agrecano, sindecano), glucoproteínas multiadhesivas (como la fibronectina y la

laminina) y glicosaminoglucanos (por ejemplo, dermatán sulfato, queratán sulfato,

hialuronano). Los tres últimos grupos de moléculas constituyen la sustancia
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fundamental. Todas las moléculas que hay en la matriz extracelular comparten

dominios comunes y la función de esta matriz depende mucho de las interacciones

entre estas moléculas. Cada célula del tejido conjuntivo secreta una proporción

diferente de moléculas de la matriz extracelular que contribuyen a la formación de

muchas organizaciones estructurales diferentes; en consecuencia, la matriz posee

propiedades mecánicas y bioquímicas características específicas del tejido en el que se

encuentra. La matriz extracelular juega un papel importante en el mantenimiento y el

comportamiento celular, proveen soporte estructural, además de señales de adhesión,

sitios de unión de factores de crecimiento y lugares de degradación. Aunque la

estructura específica de la MEC uretral no es bien conocida, es muy probable que ésta

sea similar a la de otros tipos de tejido conectivo existente en el organismo. La

reproducción de esta estructura en laboratorio es muy compleja y aún requiere

futuros desarrollos basados en biomateriales de nueva generación cada vez más

biomiméticos respecto al tejido conectivo humano.

Hasta el momento, se han descrito numerosos tipos de biomateriales para uso

en ingeniería tisular y en biomedicina. En concreto, desde las primeras aplicaciones

médicas de las prótesis de madera o metales nobles hace ya más de cinco siglos,

hemos pasado a una medicina en la que la utilización de los biomateriales naturales y

sintéticos es cada vez mayor, utilizándose a menudo en intervenciones reparadoras del

aparato locomotor (rodillas, caderas, etc.), el sistema cardiovascular (Lam y Wu, 2012),

el aparato digestivo (esófago, conductos biliares), el sistema genitourinario (uréter,

uretra, vejiga), así como en oftalmología, dermatología y cirugía plástica. De igual

modo, la aplicación de adhesivos y selladores tisulares basados en polímeros de fibrina

o colágeno ha permitido la realización de intervenciones quirúrgicas complejas  (Haugh

et al., 2012), especialmente aquéllas relacionadas con la extirpación parcial de órganos

macizos (riñones, hígado).

Un biomaterial adecuado debe poseer algunos requisitos básicos, como ser

biocompatible, no debe ser tóxico ni carcinogénico, poseer propiedades físicas y

mecánicas adecuadas para servir como sustituto de tejidos del cuerpo, posibilitar su

fabricación en diferentes formas y presentar bajo coste (Agrawal, 1998). Para
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aplicaciones en ingeniería tisular deben promover viabilidad, desarrollo, proliferación y

diferenciación celular. Además de cumplir los requisitos básicos, los biomateriales

deben mimetizar las características del tejido que será reparado. En este contexto, es

necesario considerar algunos aspectos como propiedades eléctricas (conductores y

aislantes), propiedades térmicas (termoestables, lábiles, conductores y aislantes),

propiedades biomecánicas (tensión de compresión, elasticidad, ductilidad, cizalla,

densidad, fatiga, fragilidad, desgaste y corrosión), propiedades estructurales y

geométricas, y la respuesta celular (bioinerte, bioactivo y bioabsorbible) (Zhang et al.,

2010).

Los biomateriales pueden ser divididos en biomateriales sintéticos y naturales.

Los biomateriales sintéticos son fundamentalmente los metales, polímeros sintéticos y

cerámicos, mientras que los biomateriales naturales son los polímeros naturales y los

materiales biológicos obtenidos mediante descelularización. En primer lugar,

pasaremos a describir los materiales sintéticos y, posteriormente, los materiales

naturales utilizados en ingeniería tisular.

A) Sintéticos

Los materiales sintéticos han sido desarrollados fundamentalmente a partir de

metales, polímeros sintéticos y cerámicas. En primer lugar, los biomateriales sintéticos

desarrollados a partir de metales (Xiao et al., 2017) son ampliamente empleados como

implantes en diferentes áreas, incluyendo ortopedia, cirugía maxilofacial y cardiaca

(Agrawal, 1998). Entre los metales más utilizados, se encuentran acero inoxidable 316L,

aleaciones de cobalto y cromo, aleaciones de titanio, aleaciones de aluminio y vanadio

y cobalto, níquel, cromo y molibdeno.

Los biomateriales de acero inoxidable son bastante biocompatibles, aunque no

parecen integrarse completamente al hueso o al tejido blando, y las aleaciones de

cobalto-cromo se presentan altamente resistentes a la corrosión (Agrawal, 1998).

Recientemente, se demostró que en la superficie de un implante a base de aleación de

Co-Cr, células mesenquimáticas derivadas de la medula ósea son capaces de

diferenciarse hacia osteoblastos activos y formar matriz ósea (Ogawa et al., 2012). Por
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otro lado, diversos estudios indicaron que otros tipos de aleaciones basadas en Mg-Ca-

Zn, representan un excelente biomaterial biodegradable candidato para aplicaciones

en síntesis ósea (Cho et al., 2012). Biomateriales a base de titanio son muy

biocompatibles, llegando a formarse hueso en aposición adyacente a estos materiales.

Sin embargo, el titanio es relativamente caro y esto limita su popularidad (Agrawal,

1998).

La segunda variedad de biomateriales sintéticos son los polímeros,

ampliamente utilizados en medicina como biomateriales (Kondiah et al., 2016). Sus

aplicaciones varían desde prótesis faciales hasta tubos traqueales; desde partes de

riñones y pulmón, hasta componentes cardiacos; y desde prótesis odontológicas hasta

articulaciones de cadera y rodilla (Agrawal, 1998).

La popularidad de los polímeros biodegradables como biomateriales ha

aumentado continuamente en las últimas décadas. La ventaja de estos materiales es

que pueden ser utilizados como implantes temporales que permanecen intactos hasta

que el proceso de cicatrización se completa, y luego se degradan por acción hidrolítica

o enzimática, siendo excretados como productos de desecho. Los polímeros

biodegradables también pueden funcionar como sistemas de liberación de fármacos

(Agrawal, 1998). Los polímeros biodegradables más populares son ácido poliláctico

(PLA), ácido poliglicólico (PGA), y sus copolímeros. Otros materiales biodegradables de

interés incluyen poliortoésteres, policaprolactona, y poliandria (Deplaine et al., 2012).

B) Naturales

Los biomateriales naturales son aquellos que derivan de productos encontrados

en la naturaleza. Consisten en polímeros naturales o son materiales biológicos

obtenidos mediante descelularización de tejidos humanos o animales. Entre los

materiales observados en la naturaleza, se puede encontrar los polímeros naturales,

representados, básicamente, por el colágeno, hialuronato, fibrina, alginato, agarosa,

gelatina y quitosano. En los últimos años, en medicina, se ha descrito el uso de dichos

biomateriales en reparación de diferentes tejidos (Patino et al., 2002; Lam y Wu, 2012;

Haugh et al., 2012; Pok et al., 2012), e incluso algunos biomateriales altamente
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biocompatibles de fibrina y agarosa han sido capaces de transferirse clínicamente

(González-Andrades et al., 2009; Ionescu et al., 2011).

Otra posible estrategia para fabricar tejidos consiste en obtener materiales

biológicos de tejidos y órganos mediante la eliminación de las células nativas,

generando, de esa forma, un material natural, compuesto básicamente de la MEC

procedente del tejido de origen, proceso denominado descelularización. Los

protocolos de descelularización están focalizados en la eliminación de todo el material

celular sin afectar adversamente la composición, actividad biológica, o integridad

mecánica de la MEC tridimensional restante (Badylak et al., 2011). De acuerdo con

Gilbert et al. (2006), para descelularizar un tejido existen diversas técnicas como, las

físicas, químicas y enzimáticas, pudiendo éstas utilizarse en combinación. Además, los

agentes más eficientes para la descelularización de cada tejido y órgano dependerán

de muchos factores, incluyendo la celularidad, densidad, contenido de lípidos y

espesor del tejido (Crapo et al., 2011). En los últimos años, se han desarrollado

numerosos trabajos de descelularización para obtener biomateriales biológicos para

aplicaciones en ingeniería tisular en distintos sistemas orgánicos, como riñones (Ross

et al., 2009), pulmón (Ott et al., 2010), córnea (González-Andrades et al., 2011), hígado

(Barakat et al., 2012) y corazón (Cigliano et al., 2012).

En el caso de la uretra, trabajos muy recientes han logrado descelularizar este

órgano para aplicarlo a protocolos de ingeniería tisular (Simões et al., 2017). Sin

embargo, aún es necesario investigar en este campo para encontrar biomateriales

descelularizados plenamente biomiméticos y biocompatibles con la uretra humana. A

este respecto, Saksena y cols. (Saksena et al., 2016) sugieren utilizar órganos tubulares

huecos para la obtención de biomateriales útiles en ingeniería tisular de la uretra. En la

presente Tesis Doctoral, hemos empleado intestino delgado de rata de laboratorio

para, mediante técnicas de descelularización, obtener biomateriales tubulares

altamente biomiméticos con el tejido conectivo de la uretra humana.

En relación a la descelularización del tracto gastrointestinal, estudios previos

demostraron que los biomateriales obtenidos mediante descelularización de intestino

delgado de ratón pueden utilizarse como soporte para la reconstrucción de diferentes
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órganos, incluyendo pulmón (Keckler et al., 2007), uretra (Fiala et al., 2007) y vagina

(Lemos et al., 2009). Probablemente, el uso de dichos materiales para propósitos

clínicos es una consecuencia de la presencia de numerosos factores de crecimiento y

citoquinas en estos biomateriales, incluyendo la familia del factor de crecimiento de

fibroblastos (FGF), factor de crecimiento transformador beta (TGF-β), y proteínas

estructurales y funcionales que forman parte de la MEC nativa de mamíferos (Badylak,

2004). Por otro lado, el grupo de investigación de ingeniería tisular de la Universidad

de Granada describió distintos protocolos de descelularización de intestino de ratón

para su posterior aplicación a la ingeniería tisular de la córnea, demostrando que los

protocolos más eficientes eran aquéllos que se basaban en el uso de SDS 0,1% y tritón

X-100 como agentes descelularizantes (Oliveira et al., 2013).

1.3. Técnicas de preservación de tejidos para uso diferido

Uno de los aspectos más importantes a considerar respecto de la ingeniería

tisular es el desarrollo de métodos que permitan preservar los tejidos artificiales para

uso diferido (Poornejad et al., 2015). Aunque son numerosos los métodos y protocolos

descritos para criopreservar algunos tipos de tejidos humanos en bancos de tejidos

(Wang et al., 2015), aún no se han desarrollado métodos efectivos para uso específico

en ingeniería tisular. Entre los métodos más extendidos hasta el momento para la

preservación de tejidos se encuentran la criopreservación y la liofilización.

1.3.1. Criopreservación

La criopreservación se define como el proceso por el cual las células o los

tejidos son sometidos a bajas temperaturas, con el fin de conservar intactas sus

estructuras y mantenerlos en condiciones de vida suspendida por mucho tiempo (Pegg,

2007). Aunque estas técnicas ofrecen resultados satisfactorios a la hora de

criopreservar células individuales (Elliott et al., 2017), son muy ineficientes a la hora de

criopreservar tejidos nativos o descelularizados, fundamentalmente por el efecto de

los numerosos cristales de hielo que se suelen formar durante el proceso y que son

capaces de alterar significativamente la estructura y composición de la MEC de estos

tejidos (Rodríguez et al., 2013). Para disminuir el efecto pernicioso de los cristales de
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hielo sobre las estructuras criopreservadas, el proceso de criopreservación debe incluir

un paso en el que las células o los tejidos son protegidos mediante el uso de un agente

crioprotector específico. Los crioprotectores son sustancias hidrosolubles, de baja

toxicidad, que disminuyen el punto de congelación. Bioquímicamente, es posible

distinguir tres tipos de crioprotectores: los alcoholes (metanol, etanol, propanol,

propanediol y glicerol), los azúcares (glucosa, lactosa, sacarosa, maltosa y trehalosa) y

el dimetilsulfóxido (DMSO) (García, 1984; Porcu, 2001). Basados en estos y otros

agentes, hasta el momento se ha descrito un gran número de protocolos diferentes

que utilizan agentes crioprotectores diferentes.

Asimismo, estos agentes pueden ser penetrantes o no penetrantes, según su

capacidad para atravesar la membrana celular:

- Crioprotectores penetrantes: Son sustancias de bajo peso molecular y permeables a

través de la membrana celular. Los más utilizados son: el glicerol, el dimetilsulfóxido

(DMSO) y el propanediol (PROH). El DMSO es un solvente bipolar aprótico,

hidrosoluble, de bajo peso molecular; desde el descubrimiento de sus propiedades

crioprotectoras por Lovelock en 1959, el DMSO se ha usado como crioprotector. Su

acción crioprotectora se atribuye principalmente a su habilidad de evitar la

acumulación excesiva de electrolitos y otras sustancias durante el proceso de

congelación y la formación de cristales de hielo que pueden alterar significativamente

la integridad de la membrana celular.

- Crioprotectores no penetrantes: Son sustancias de alto peso molecular, efectivas a

velocidades altas de congelación, y ejercen su acción crioprotectora promoviendo la

rápida deshidratación celular, logrando disminuir la posibilidad de ruptura de la

membrana plasmática durante la congelación (Boiso, 2001; Meryman, 1971). Los más

utilizados son: sacarosa, glucosa, dextrosa y dextrano. Estos compuestos generalmente

son polímeros que forman puentes hidrógeno con el agua, reduciendo la actividad de

agua a una magnitud mucho mayor que la que se esperaría por su concentración molar.

La adición de estos compuestos genera estrés osmótico sobre las células porque

aumenta la osmolaridad del medio. Las células inicialmente se deshidratan para

compensar la fuerza osmótica inducida por la presencia de los agentes crioprotectores
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y después se hidratan.

1.3.2. Liofilización

Para evitar los problemas relacionados con la presencia de agua en el tejido o

estructura a preservar, se han desarrollado métodos basados en la desecación de

dichas estructuras como la liofilización. La liofilización se basa en el fenómeno físico de

la sublimación a bajas temperaturas del agua presente en el tejido. El objetivo de la

liofilización es obtener un producto seco, que cuando se le vuelve a añadir agua o

disolvente, presente las mismas características que el producto original.

Habitualmente, la liofilización se lleva a cabo en un equipo o instrumento

denominado liofilizador, el cual consta de las siguientes partes (Figura 2):

 Cámara seca o cámara de liofilización: es el lugar donde se coloca el tejido a liofilizar.

Puede tener formas diferentes con compartimentos donde se realiza la sublimación,

pasando el agua de sólido a vapor. El cierre es hermético y se trabaja bajo alto vacío.

 Condensador con circuito de refrigeración: comunica con la cámara seca y es donde

se condensa el vapor que se va produciendo en la sublimación. Un refrigerante lo

mantiene a una temperatura más baja que la cámara seca (entre -50 y -125 ºC).

 Sistema de vacío: El vacío se produce con una bomba que trabaja sobre 10-2 mbar

conectada a una trampa para que no pasen vapores del solvente a su interior. El

sistema de vacío elimina primero el aire de la cámara seca al iniciar el proceso de

liofilización, y luego ayuda a la sublimación.

Hasta el momento, se han utilizado diferentes sistemas de liofilización para la

preservación de diferentes fármacos, drogas y vacunas para uso humano (Hansen et al.,

2016; Thakkar et al., 2017; Wang et al., 2017), así como algunos tipos de biomateriales

(Julca et al., 2012) y nanopartículas (Ball et al., 2016). Sin embargo, su aplicación a

células y tejidos humanos apenas ha sido estudiada y los resultados han sido, en su

mayoría, muy poco satisfactorios.

En general, los productos obtenidos mediante liofilización tienden a ser muy

higroscópicos y a tener escasa actividad biológica debido al proceso de desecación
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(Wang, 2000; Julca et al., 2012). Para reducir el daño generado durante la liofilización,

diversos autores propusieron proteger los productos a liofilizar mediante el uso de

agentes estabilizantes que incluyen distintos tipos de azúcares, aminoácidos y agentes

surfactantes (Izutsu et al., 1993; Wang, 2000; Arakawa et al., 2007; Julca et al., 2012).

La aplicación de técnicas de liofilización a tejidos generados mediante

ingeniería tisular es muy reciente, habiéndose logrado algunos resultados

prometedores mediante la liofilización de ciertos tipos de biomateriales para uso en

tejidos duros, especialmente en hueso (Fereshteh et al., 2016; Nakatani et al., 2017).

Asimismo, las técnicas de liofilización se han utilizado ocasionalmente para la

generación de xenoinjertos descelularizados (Yang et al., 2010; Wang et al., 2012;

Woon et al., 2012; Hung et al., 2013). Aunque esta técnica permite inactivar la mayor

parte de las células presentes en el tejido a descelularizar, su eficiencia como agente

descelularizante es limitada, por lo que es necesario combinar esta técnica con otros

agentes descelularizantes tales como los detergentes aniónicos y no aniónicos (Oliveira

et al., 2013).

La aplicación de estas técnicas de liofilización a biomateriales obtenidos

mediante descelularización permitirá determinar la utilidad de las mismas para la

preservación a largo plazo de estos tipos de biomateriales y, por tanto, para su uso

diferido en ingeniería tisular uretral.

Figura 2. Liofilizador utilizado para la preparación de muestras mediante desecación.





2. OBJETIVOS
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En la presente Tesis Doctoral se han planteado los siguientes objetivos:

2.1.  General

Optimizar y evaluar métodos de criopreservación y liofilización de biomateriales

descelularizados capaces de preservar adecuadamente la matriz extracelular de estos

biomateriales para su utilización en ingeniería tisular uretral.

2.2.  Específicos

1. Generar biomateriales descelularizados utilizando protocolos basados en los

agentes químicos SDS y Tritón X-100 útiles en ingeniería tisular de la uretra.

2. Evaluar la preservación de componentes fibrilares y no fibrilares de la matriz

extracelular de los biomateriales descelularizados sometidos a protocolos de

criopreservación basados en dimetilsulfóxido.

3. Evaluar la preservación de componentes fibrilares y no fibrilares de la matriz

extracelular de los biomateriales descelularizados sometidos a protocolos de

criopreservación basados en glicerol.

4. Evaluar la preservación de componentes fibrilares y no fibrilares de la matriz

extracelular de los biomateriales descelularizados sometidos a protocolos de

criopreservación basados en los disacáridos maltosa, sacarosa y trehalosa.

5. Evaluar la preservación de componentes fibrilares y no fibrilares de la matriz

extracelular de los biomateriales descelularizados sometidos a protocolos de

liofilización basados en los disacáridos maltosa, sacarosa y trehalosa.

6. Establecer criterios de selección de los protocolos más eficientes para la

preservación de biomateriales descelularizados para su utilización en

ingeniería tisular uretral.





3. MATERIALES Y MÉTODOS
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3.1. Obtención de muestras de intestino delgado de ratas de laboratorio

Para la generación de biomateriales tubulares descelularizados, se procedió a

extraer el intestino delgado de ratas Wistar macho adultas mantenidas en el animalario

de la Unidad Experimental de Instituto Biosanitario ibs.GRANADA y el Complejo

Hospitalario Universitario de Granada (Figura 3). Para ello, los animales fueron sometidos

a anestesia general profunda y sacrificados mediante inyección intracardiaca de una

solución 1M de cloruro potásico. Inmediatamente tras ello, se realizó laparotomía media

y se extrajo el intestino delgado (Figura 4), del cual se obtuvieron un total de 138

fragmentos de intestino delgado de aproximadamente 1 cm de longitud. A continuación,

las muestras obtenidas fueron lavadas con solución salina de fosfato tamponada (PBS)

hasta que todos los detritos adheridos a la luz intestinal fueron completamente retirados

(Figura 5).

Este trabajo se llevó a cabo bajo la conformidad con los protocolos de uso y

cuidado animal de los comités de ética e investigación de la Universidad de Granada,

España y guías nacionales y europeas.

Figura 3. Rata Wistar bajo anestesia genera.l

Figura 4. Muestra de intestino delgado. Figura 5. Lavado de muestra con PBS.
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3.2. Generación de biomateriales descelularizados de intestino delgado para utilización
en ingeniería tisular

Una vez obtenidos los 138 fragmentos de intestino delgado, y con el fin de

mantener su forma tubular, se colocó un segmento de tubo de silicona en la luz del

intestino de cada muestra (Figura 6), la cual fue retirada antes de su análisis histológico.

Tras ello, se procedió a aplicar dos protocolos de descelularización que demostraron

utilidad para la obtención de xenoinjertos descelularizados de intestino de rata

publicados en trabajos previos del grupo de Ingeniería Tisular (Oliveira et al., 2013): la

utilización de Tritón X-100 (0,1%) y de SDS (0,1%).

En primer lugar, cada muestra de intestino fue sumergida en uno de los dos

agentes de descelularización durante 24 horas. Posteriormente, las muestras se lavaron

tres veces con PBS y se introdujeron de nuevo en soluciones de descelularización durante

otras 24 horas. Finalmente, se efectuaron abundantes lavados con PBS hasta garantizar la

total ausencia de agente descelularizante en el tejido. Las muestras de intestino

descelularizado con SDS al 0,1% fueron llamados SDIS, mientras que las muestras

descelularizadas con Tritón X-100 al 0,1% se llamaron TDIS (Figura 7).

Todos los protocolos fueron llevados a cabo bajo inmersión en solución acuosa

para evitar la pérdida de agua, que podría ocasionar cambios en la estructura del tejido

(Badylak et al., 2009), a temperatura ambiente y bajo agitación suave continua (Figura 7).

Como control, se utilizaron fragmentos de intestino nativo no descelularizado.

Figura 6. Muestra descelularizada con segmento
de tubo de silicona en la luz intestinal.

Figura 7. Muestra de intestino delgado
descelularizado con SDS al 0,1% (SDIS).
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3.3.  Preservación de los biomateriales descelularizados de intestino delgado

En la presente Tesis Doctoral se evaluaron 22 protocolos diferentes: 8 protocolos

de liofilización (L1 a L8) y 14 protocolos de criopreservación (C1 a C14) que se describen

en la Tabla 1. Para cada protocolo, se utilizaron 3 muestras de intestino descelularizadas

con SDS al 0,1% (SDIS) y 3 muestras de intestino descelularizadas con Tritón X-100 al 0,1%

(TDIS) escogidas al azar entre las 138 muestras obtenidas.

Asimismo, se utilizaron como controles 3 muestras de intestino descelularizadas

con SDS al 0,1% (SDIS) y 3 muestras de intestino descelularizadas con Tritón X-100 al 0,1%

(TDIS) no sometidas a ningún proceso de preservación (muestras CTR).
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3.3.1. Liofilización

Las muestras sometidas a liofilización (L-SDIS y L-TDIS) se sumergieron durante 1

hora en un agente estabilizante (trehalosa, sacarosa y maltosa) o en un medio control

(medio de cultivo de Dulbecco modificado por Eagle -DMEM- y PBS). Tras ello, fueron

congeladas en nitrógeno líquido y liofilizadas durante 24 horas en un congelador E5300

Polaron equipado con un sistema de bomba de alto vacío.

El protocolo de liofilización empleado consistió en una secuencia de 6 ciclos:

-100ºC durante 6 horas, -70ºC durante 1 hora, -50ºC durante 4 horas, y un aumento

progresivo de la temperatura a 25ºC durante 12 horas. Este proceso fue llevado a cabo en

alto vacío para permitir la sublimación del agua de las muestras.

Una vez concluido el proceso de liofilización, las muestras se mantuvieron en seco

a temperatura ambiente durante 3 meses.

3.3.2. Criopreservación

Los protocolos de criopreservación utilizados en esta Tesis Doctoral y descritos en

la Tabla 1 fueron seleccionados a partir de protocolos previamente establecidos y

validados en el Centro Regional de Transfusión Sanguínea y Banco de Tejidos de Granada

y Almería para la preservación de distintos tipos de tejidos humanos procedentes de

donantes (vasos sanguíneos, progenitores sanguíneos, membrana amniótica y

paratiroides), así como de las publicaciones al respecto de Cui y colaboradores (Cui et al.,

2007) para la criopreservación de tejidos conectivos, de Ben-Bassat y colaboradores (Ben-

Bassat et al., 2000) para piel humana y de Serrato y colaboradores (Serrato et al., 2009)

para de tejidos artificiales. Como controles, algunas muestras se criopreservaron en

medio de cultivo DMEM o en PBS.

En este caso, las muestras descelularizadas y sometidas a criopreservación

(muestras C-SDIS y C-TDIS) se sumergieron en cada uno de los agentes crioprotectores

descritos en la Tabla 1 durante 1 hora a 4ºC. A continuación, se mantuvieron durante 48

horas a -20ºC en el mismo agente, durante 48 horas a -80ºC y, finalmente, fueron
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mantenidas a temperatura de nitrógeno líquido (aproximadamente -195ºC) durante 3

meses.

3.4. Análisis histológico e histoquímico de los biomateriales descelularizados de

intestino delgado

Todas las muestras de intestino delgado descelularizado (criopreservadas,

liofilizadas y controles no preservados) fueron analizadas histológicamente 3 meses

después de su procesamiento. Para ello, las muestras liofilizadas fueron rehidratadas

mediante inmersión en PBS durante 1h, mientras que las muestras sometidas a

criopreservación fueron descongeladas a temperatura ambiente, tras lo cual se lavaron

dos veces en PBS para eliminar el agente crioprotector.

Todas las muestras fueron posteriormente fijadas en formalina tamponada al 10%,

deshidratadas, impregnadas en xileno e incluidas en parafina siguiendo protocolos

estándar de laboratorio. En cada caso, se realizaron cortes de 5μm de espesor utilizando

un micrótomo, las cuales fueron desparafinizadas en xileno durante 10 minutos (dos

veces) y rehidratadas mediante diluciones seriadas de etanol hasta agua destilada. Tras

ello, se procedió a la tinción de cada muestra con hematoxilina y eosina (HE) o a la

realización de técnicas histoquímicas para el análisis de componentes de la MEC tal como

se describe a continuación.

3.4.1. Análisis morfoestructural mediante tinción con hematoxilina y eosina (HE)

Para un análisis morfoestructural de cada muestra sometida a descelularización,

las secciones tisulares rehidratadas fueron teñidas con hematoxilina durante 1 minuto y

con eosina durante 3 minutos. Tras ello, se lavaron y se deshidrataron en concentraciones

crecientes de alcohol, se impregnaron en xileno y se cubrieron con bálsamo histológico

para su posterior análisis histológico mediante un microscopio óptico Nikon Eclipse 90i.

De cada grupo de muestras se tomaron imágenes a baja magnificación (20x), las

cuales fueron evaluadas por tres observadores independientes que clasificaron cada

muestra como bien conservada (+++), conservada (++) o mal conservada (+) basado en la
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morfología general de las muestras y en el número de roturas encontradas en la pared de

cada muestra. Las muestras con la pared totalmente conservada se clasificaron como bien

conservadas, mientras que las muestras con único punto de ruptura se clasificaron como

conservadas y las muestras con más de una ruptura fueron consideradas como mal

conservadas.

3.4.2. Método histoquímico con ácido periódico de Schiff (PAS)

La tinción con ácido periódico de Schiff (PAS) permitió la identificación de

glicoproteínas en la MEC de las muestras descelularizadas. Tras la rehidratación, las

secciones tisulares fueron sumergidas en una solución de ácido periódico al 0,5% durante

10 minutos. Una vez realizada dicha inmersión, las muestras fueron incubadas en reactivo

de de Schiff durante 15 minutos en oscuridad. Posteriormente, las muestras fueron

contrastadas con hematoxilina de Harris durante 15 segundos. Finalmente, las muestras

fueron deshidratadas mediante alcoholes de concentración ascendente y xileno y

montadas con bálsamo en cubreobjetos.

3.4.3. Método histoquímico azul alcián

Para la identificación del contenido de proteoglicanos en la MEC de las muestras del

estudio, se realizó la tinción histoquímica mediante azul alcián. Las muestras fueron

preparadas histológicamente hasta rehidratación tal y como se describió en el apartado

anterior y se incubaron en solución de azul alcián a pH 2,5 durante 30 minutos. Una vez

teñidas, fueron contrastadas con nuclear fast red durante 5 minutos y posteriormente se

realizó la deshidratación, aclaramiento y montaje histológico.

3.4.4. Método histoquímico de picrosirius

La tinción mediante picrosirius es una técnica utilizada para identificar fibras de

colágeno maduras. Las secciones histológicas previamente rehidratadas, se tiñeron

durante 30 minutos en una solución de Sirius Red F3B y a continuación, fueron

contrastadas con hematoxilina de Harris durante 3 minutos. Finalmente, las muestras
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fueron sometidas a deshidratación con alcoholes de concentración ascendente y xileno,

montándose con cubreobjetos utilizando medio de montaje histológico.

3.4.5. Método histoquímico reticulina de Gomori

Para la detección de fibras reticulares, otro de los componentes fibrilares

fundamentales de la matriz extracelular, se utilizó el método de la reticulina de Gomori.

Tras la rehidratación de las secciones tisulares, se realizó una impregnación con sales de

plata, las cuales reducen sobre las fibras reticulares. Para ello, las muestras fueron

sumergidas en permanganato de potasio al 1% durante 1 minuto. A continuación, fueron

sometidas a sensibilización con alumbre de hierro al 2% durante 1 minuto e incubadas

durante 15 minutos en oscuridad en plata amoniacal y formaldehído al 20% durante 3

minutos. Finalmente, la diferenciación se realizó en cloruro de oro al 2% durante 5

minutos y en hiposulfito de sodio al 2% durante 1 minuto, contrastándose con nuclear

fast red durante 1 minuto. Finalmente, las muestras fueron sometidas a deshidratación

utilizando alcoholes ascendentes, para su posterior impregnación en xileno y montaje.

3.4.6. Método histoquímico de orceína

Para la identificación de fibras elásticas en las muestras estudiadas, se empleó la

tinción de orceína. Una vez rehidratadas, las muestras se sumergieron en solución de

orceína durante 30 minutos. Posteriormente, fueron lavadas con alcohol al 70% y

contrastadas con solución de contraste durante 5 minutos. Por último, se realizó la

deshidratación, aclaramiento y montaje histológico.
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3.5.  Análisis cuantitativo y estadístico

En el caso de los componentes de la MEC de los tejidos descelularizados, se realizó

un análisis cuantitativo de los resultados obtenidos mediante histoquímica. Para cada

grupo experimental, se tomaron tres fotografías con una magnitud de 200X y 400X

usando un microscopio óptico Nikon Eclipse 90i. La cuantificación de la señal histoquímica

de cada componente de la MEC se midió utilizando el software ImageJ, cuantificándose la

intensidad de señal positiva de forma automática por el software. Para cada tinción y

para cada muestra, se obtuvieron 45 mediciones, obteniéndose los valores medios

correspondientes a cada grupo de estudio.

Para la cuantificación relativa respecto a los controles no sometidos a

preservación, los valores medios de intensidad correspondientes a cada tinción y cada

muestra fueron normalizados respecto a los valores medios obtenidos para los controles

SDIS y TDIS no sometidos a ninguna técnica de preservación, que fueron considerados

como valores máximos de intensidad (100%) para cada método histoquímico. Este

método nos permitió determinar la intensidad de la tinción de cada muestra como un

porcentaje de señal referido al control preestablecido como el valor máximo.

Para el análisis estadístico, primero se comprobó que cada distribución cumplía

criterios de normalidad mediante el uso de la prueba de Kolmogorov-Smirnov. Por ese

motivo, se utilizó la prueba t de Student para comparar los resultados encontrados para

cada método histoquímico en cada grupo de estudio respecto a los controles no

preservados de SDIS y TDIS. Se consideraron significativos aquellos valores p que

resultaron menores de 0,05 para los tests de doble cola.
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4.1. Análisis morfoestructural de las muestras descelularizadas sometidas a métodos de
preservación.

Como se refleja en la Tabla 2 y en la Figuras 8 y 9, la mayoría de las muestras

mantuvieron su morfología original después del procedimiento de preservación. Cuando

se utilizó la liofilización, se encontró que la mayoría de las muestras tenían varias roturas

para el L-SDIS, mientras que las de L-TDIS tendieron a mostrar una mayor integridad de la

pared del intestino. Los métodos que mostraron los resultados más adecuados fueron L4,

L5 y L6 para L-TDIS. Para las muestras criopreservadas, se encontraron muy pocas

diferencias entre C-SDIS y C-TDIS, y los resultados señalaron que la criopreservación

tiende a conservar de manera más eficiente la morfología y la integridad de la pared del

intestino descelularizado. Los métodos que mostraron la mayor integridad de la

estructura  fueron C2, C3, C10 y C13 para ambos tipos de muestras, C1, C4, C7 y C12 para

C-SDIS y C6, C9 y C11 para C-TDIS. Como era de esperar, las muestras control sometidas a

criopreservación o liofilización sin agente protector (muestras control con PBS) mostraron

los peores resultados, mientras que las muestras control no preservadas presentaron la

mejor integridad tisular.

L1-PBS L2 L3 L4 L5 L6 L7 L8 C1 C2 C3 C4 C5 C6 C7 C8-PBS C9 C10 C11 C12 C13 C14 CTR

SDIS + ++ + + + ++ + + +++ +++ +++ +++ ++ + +++ + ++ +++ ++ +++ +++ ++ +++

TDIS + ++ + +++ +++ +++ + + ++ +++ +++ ++ ++ +++ ++ + +++ +++ +++ + +++ ++ +++

Tabla 2. Resultados del análisis morfoestructural de los tejidos SDIS y TDIS sometidos a cada protocolo de
preservación evaluado en este trabajo. Muestras bien conservadas (+++), conservadas (++) o mal
conservadas (+).
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4.2. Análisis de las glicoproteínas de las muestras descelularizadas sometidas a métodos
de preservación.

El análisis histoquímico de la preservación de glicoproteínas en las muestras de

SDIS y TDIS mediante tinción de PAS, puso de manifiesto que todas las muestras,

incluyendo los controles negativos, tenían contenidos de glicoproteínas similares a las

muestras control no preservadas (Tabla 3 y Figuras 10 y 11). El contenido promedio de

glicoproteínas en comparación con los controles CTR fue 86.58% en C-SDIS y 75.31% en C-

TDIS, mientras que para las muestras liofilizadas fue 91.69% para  L-SDIS y 88.04% para L-

TDIS.

Tabla 3. Análisis de los componentes de la matriz extracelular mediante tinción PAS en muestras de intestino
descelularizado con SDS (SDIS) y con tritón X-100 (TDIS), sometidos a diferentes métodos de liofilización (L1
a L8) y protocolos de criopreservación (C1 a C14) y en los controles no preservados (CTR). Los valores en las
columnas marcadas con % corresponden al porcentaje de la señal de la tinción para cada método en
comparación con los controles CTR no preservados (considerados como 100%). Los valores en las columnas
marcadas con P corresponden a los valores estadísticos de significación p para la comparación de cada
protocolo frente a los controles CTR no preservados.
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4.3. Análisis de los proteoglicanos de las muestras descelularizadas sometidas a
preservación.

La evaluación de proteoglicanos se determinó mediante el análisis histoquímico

con azul alcián. Los resultados se resumen en la Tabla 4 y en las Figuras 12 y 13. En

general, las muestras liofilizadas sin agente protector (L1-PBS) mostraron menos de un

tercio del contenido de proteoglicanos observado en las muestras control de intestino

descelularizado sin preservación (CTR), tanto para L-SDIS como para L-TDIS. El contenido

medio de estos componentes de la MEC respecto a las muestras CTR fue 70.90% para L-

SDIS y 66,56% para L-TDIS. Las muestras de L-SDIS que mostraron diferencias no

significativas con los controles fueron las sometidas a los protocolos L2, L3, L4, L6, L7 y L8,

y sólo L5 mostró diferencias significativas. Para L-TDIS, los protocolos L2, L3, L6, L7 y L8 no

tuvieron diferencias estadísticamente significativas con los controles, y sólo L4 y L5

mostraron diferencias significativas. Para los tejidos criopreservados, C-SDIS tuvo un

contenido de proteoglicanos medio de 71,45% respecto a los controles y C-TDIS 63,19%

de los controles. En el caso de la C-SDIS, sólo las muestras incluidas en los grupos C9, C13

y C14 tuvieron significativamente menos contenido de proteoglicanos que los controles.

Para el grupo C-TDIS, los protocolos C9, C11, C12, C13 y C14 mostraron diferencias

estadísticas con las muestras control sin preservar. Los protocolos de criopreservación

que resultaron en contenidos más adecuados de proteoglicanos respecto al control CTR

en ambos tipos de tejidos descelularizados (SDIS y TDIS) fueron C2, C4 y C7.
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SDIS AZUL ALCIÁN
%

AZUL ALCIÁN
P

L1-PBS 27.92 0.00217*
L2 108.26 0.75129
L3 107.41 0.79684
L4 84.33 0.60286
L5 23.93 0.00100*
L6 92.02 0.77542
L7 63.53 0.11087
L8 59.83 0.10277
C1 75.21 0.50930
C2 80.91 0.40303
C3 78.63 0.41825
C4 82.91 0.48411
C5 75.21 0.27620
C6 72.65 0.24140
C7 90.88 0.79794
C8-PBS 51.28 0.03804*
C9 47.58 0.02963*
C10 88.32 0.66735
C11 89.17 0.70750
C12 91.74 0.77060
C13 41.31 0.01090*
C14 34.47 0.00324*
CTR 100 1.00000

TDIS AZUL ALCIÁN
%

AZUL ALCIÁN
P

L1-PBS 33.06 0.00057*
L2 78.23 0.25536
L3 70.64 0.13176
L4 42.30 0.00692*
L5 50.31 0.01261*
L6 91.38 0.74958
L7 78.23 0.42827
L8 88.30 0.65163
C1 77.82 0.18413
C2 82.75 0.32767
C3 76.59 0.32301
C4 72.69 0.10920
C5 66.32 0.08352
C6 74.95 0.28308
C7 76.39 0.18457
C8-PBS 52.36 0.01156*
C9 30.60 0.00046*
C10 69.82 0.18662
C11 47.43 0.00825*
C12 56.88 0.03201*
C13 48.05 0.00236*
C14 51.95 0.00938*
CTR 100 1.00000

Tabla 4. Análisis de los componentes de la matriz extracelular mediante tinción histoquímica con azul alcián
en muestras de intestino descelularizado con SDS (SDIS) y con tritón X-100 (TDIS), sometidos a diferentes
métodos de liofilización (L1 a L8) y protocolos de criopreservación (C1 a C14) y en los controles no
preservados (CTR). Los valores en las columnas marcadas con % corresponden al porcentaje de la señal de la
tinción para cada método en comparación con los controles CTR no preservados (considerados como 100%).
Los valores en las columnas marcadas con P corresponden a los valores estadísticos de significación p para
la comparación de cada protocolo frente a los controles CTR no preservados.
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4.4. Análisis de las fibras de colágeno de las muestras descelularizadas sometidas a
métodos de preservación.

La cuantificación de las fibras de colágeno en la matriz extracelular de las

muestras sometidas a la criopreservación y liofilización, mostró diferencias importantes

entre los grupos de estudio. En primer lugar, las muestras liofilizadas sin agente de

conservación (L1-PBS) mostraron diferencias estadísticamente significativas en

comparación con los controles CTR sin preservación (Tabla 5 y Figuras 14 y 15),

mostrando sólo un tercio del contenido de colágeno de los controles para L-SDIS y la

mitad de este contenido para L-TDIS. El contenido promedio de colágeno fue 63.61% y

83.50% respecto a CTR para L-SDIS y L-TDIS, respectivamente. Curiosamente, los grupos

de L-SDIS correspondientes a L2, L3 y L7, y los grupos de L-TDIS de L2, L3, L4, L6 y L7 no

tenían diferencias estadísticas en comparación con las muestras controles. En cuanto a

los tejidos sometidos a criopreservación sin agente protector (C8-PBS) mostraron entre

62,47% y 55,67% del contenido de colágeno respecto a  los controles para C-SDIS y C-TDIS,

respectivamente, con diferencias estadísticamente significativas. La media de contenido

de colágeno de las muestras criopreservadas C-SDIS fue 68.78% y 76,51% para C-TDIS. Los

protocolos de criopreservación con niveles de contenido de colágeno que no mostraron

diferencias estadísticamente significativas respecto a las muestras control fueron C2, C3,

C5, C6, C11 y C12 para C-SDIS y C3, C4, C5, C6, C7, C12, C13 y C14 para C -TDIS.
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SDIS
PICROSIRIUS

%
PICROSIRIUS

P
L1-PBS 36.38 0.00122*
L2 82.69 0.06430
L3 87.09 0.05007
L4 43.54 0.00004*
L5 65.25 0.00069*
L6 53.68 0.00051*
L7 75.73 0.05750
L8 64.50 0.04884*
C1 69.51 0.00549*
C2 82.49 0.12659
C3 82.62 0.30274
C4 47.40 0.00222*
C5 74.44 0.05507
C6 99.73 0.97556
C7 44.15 0.00001*
C8-PBS 62.47 0.01465*
C9 46.38 0.00478*
C10 41.24 0.00003*
C11 105.81 0.22264
C12 95.61 0.64448
C13 53.75 0.00632*
C14 57.34 0.00846*
CTR 100 1.00000

TDIS
PICROSIRIUS

%
PICROSIRIUS

P
L1-PBS 54.08 0.01506*
L2 94.00 0.72414
L3 88.83 0.53346
L4 99.33 0.94959
L5 66.50 0.00634*
L6 100.00 1.00000
L7 103.17 0.72069
L8 62.08 0.00774*
C1 63.83 0.02376*
C2 67.17 0.01525*
C3 84.08 0.24389
C4 87.50 0.46243
C5 89.75 0.52840
C6 99.92 0.99650
C7 86.00 0.42667
C8-PBS 55.67 0.00873*
C9 50.33 0.00665*
C10 64.67 0.01442*
C11 72.17 0.00855*
C12 73.42 0.08648
C13 72.00 0.05463
C14 104.58 0.69811
CTR 100 1.00000

Tabla 5. Análisis de los componentes de la matriz extracelular mediante el método histoquímico picrosirius
en muestras de intestino descelularizado con SDS (SDIS) y con tritón X-100 (TDIS), sometidos a diferentes
métodos de liofilización (L1 a L8) y protocolos de criopreservación (C1 a C14) y en los controles no
preservados (CTR). Los valores en las columnas marcadas con % corresponden al porcentaje de la señal de la
tinción para cada método en comparación con los controles CTR no preservados (considerados como 100%).
Los valores en las columnas marcadas con P corresponden a los valores estadísticos de significación p para
la comparación de cada protocolo frente a los controles CTR no preservados.
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4.5. Análisis de las fibras de reticulina de las muestras descelularizadas sometidas a
métodos de preservación.

La preservación de fibras reticulares determinada mediante el método

histoquímico reticulina de Gomori, mostró en general que los métodos de liofilización

fueron más eficientes que los métodos de criopreservación. Para la liofilización, las

muestras L1-PBS sin agente de conservación mostraron diferencias significativas con los

controles, con el 38.33% del contenido de reticulina respecto a los controles CTR para L-

SDIS y 33,57% para L-TDIS (Tabla 6 y Figuras 16 y 17). El contenido medio de reticulina en

L-SDIS fue 65.94% respecto a los controles y 47.60% en L-TDIS. La mayoría de las muestras

no tuvieron diferencias estadísticas con los controles, con la excepción de L5 para L-SDIS y

L5 y L8 para L-TDIS. En cuanto a las muestras de intestino descelularizado criopreservado

en ausencia de agente crioprotector (C8-PBS), C-SDIS sólo mostró el 38,81% del contenido

de reticulina observado en el control, mientras que C-TDIS presentaba el 43,21%. Las

muestras que no mostraron diferencias estadísticas respecto a los controles fueron

aquéllas tratadas con los protocolos C3, C6, C7, C13 y C14 para C-SDIS y C6, C7, C13 y C14

para C-TDIS. El contenido medio de reticulina fue del 46.45% del control CTR para C-SDIS y

del 45.25% para C-TDIS.
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SDIS RETICULINA % RETICULINA P

L1-PBS 38.33 0.03476*
L2 102.42 0.93267
L3 59.58 0.31291
L4 79.23 0.59063
L5 39.94 0.04583*
L6 54.59 0.16239
L7 76.97 0.53932
L8 76.49 0.53044
C1 29.47 0.01602*
C2 41.87 0.04248*
C3 59.58 0.25770
C4 35.75 0.02643*
C5 23.67 0.01088*
C6 85.02 0.64918
C7 86.15 0.60243
C8-PBS 38.81 0.03469*
C9 22.71 0.01014*
C10 22.06 0.00955*
C11 32.05 0.01947*
C12 36.55 0.02766*
C13 70.53 0.32483
C14 66.02 0.23795
CTR 100 1.00000

TDIS RETICULINA % RETICULINA P

L1-PBS 33.57 0.03479*
L2 49.25 0.14747
L3 54.59 0.09038
L4 70.85 0.32036
L5 44.83 0.03710*
L6 50.87 0.05803
L7 55.17 0.10341
L8 21.72 0.01004*
C1 43.55 0.03235*
C2 37.51 0.01728*
C3 41.46 0.03406*
C4 43.90 0.03152*
C5 28.11 0.00997*
C6 51.68 0.05055
C7 51.10 0.06363
C8-PBS 43.21 0.02725*
C9 38.91 0.01941*
C10 32.29 0.01258*
C11 50.52 0.04666*
C12 44.02 0.02606*
C13 73.17 0.27382
C14 54.01 0.07522
CTR 100 1.00000

Tabla 6. Análisis de los componentes de la matriz extracelular mediante el método histoquímico para
reticulina de Gomori en muestras de intestino descelularizado con SDS (SDIS) y con tritón X-100 (TDIS),
sometidos a diferentes métodos de liofilización (L1 a L8) y protocolos de criopreservación (C1 a C14) y en los
controles no preservados (CTR). Los valores en las columnas marcadas con % corresponden al porcentaje de
la señal de la tinción para cada método en comparación con los controles CTR no preservados (considerados
como 100%). Los valores en las columnas marcadas con P corresponden a los valores estadísticos de
significación p para la comparación de cada protocolo frente a los controles CTR no preservados.
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4.6. Análisis de las fibras elásticas de las muestras descelularizadas sometidas a
métodos de preservación.

El análisis del contenido de fibras elásticas mediante tinción histoquímica de

orceína, mostró varias diferencias con los controles tanto en las muestras liofilizadas

como en las criopreservadas. En primer lugar, las muestras L1-PBS tuvieron diferencias

significativas con los controles, mostrando 27,84% de contenido de fibras elásticas para L-

SDIS y 37,43% para L-TDIS en comparación con los controles sin preservación (Tabla 7 y

Figuras 18 y 19). L-SDIS mostró un valor medio de 50,46% de fibras elásticas respecto a los

controles y L-TDIS, un 60,49%. Los protocolos L2, L4, L6, L7 y L8 se asociaron a contenidos

de fibras elásticas que no difirieron significativamente de los controles para L-SDIS,

mientras que L2, L3, L4, L6 y L8 no mostraron diferencias significativas con los controles

para L-TDIS. En las muestras criopreservadas, los tejidos C8-PBS (sin ningún agente

crioprotector) mostraron diferencias estadísticamente significativas con los controles, con

menos del 40% del contenido de elastina tanto para C-SDIS como para C-TDIS. El

contenido promedio de elastina de C-SDIS fue 60,33% del total de los controles y del

59,60% para C-TDIS. Las muestras cuyo contenido de fibras elásticas no fue

significativamente diferente a la de los controles fueron C2, C6, C7, C11, C12 y C14 para C-

SDIS y C2, C4, C6, C7, C11, C12, C13 y C14 para C-TDIS.
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SDIS ORCEÍNA % ORCEÍNA P

L1-PBS 27.84 0.00188*
L2 73.08 0.32341
L3 34.02 0.01373*
L4 69.07 0.33610
L5 19.82 0.00044*
L6 52.46 0.11067
L7 69.19 0.16668
L8 58.19 0.16313
C1 42.73 0.01278*
C2 59.68 0.08231
C3 31.16 0.00252*
C4 30.36 0.00184*
C5 53.49 0.02427*
C6 61.74 0.08096
C7 84.31 0.54118
C8-PBS 39.86 0.00370*
C9 44.67 0.01011*
C10 60.60 0.03524*
C11 109.62 0.58596
C12 106.64 0.71109
C13 54.30 0.02337*
C14 65.52 0.11838
CTR 100 1.00000

TDIS ORCEÍNA % ORCEÍNA P

L1-PBS 37.43 0.03156*
L2 66.75 0.24355
L3 63.22 0.26027
L4 93.32 0.85063
L5 22.64 0.00978*
L6 85.99 0.71557
L7 29.45 0.01494*
L8 85.08 0.69942
C1 38.74 0.02998*
C2 81.54 0.51879
C3 45.29 0.04627*
C4 86.39 0.66899
C5 29.71 0.01549*
C6 87.17 0.67234
C7 83.38 0.57776
C8-PBS 39.66 0.03290*
C9 42.80 0.03757*
C10 33.38 0.02069*
C11 66.36 0.21141
C12 57.07 0.13341
C13 94.24 0.85512
C14 48.69 0.07789
CTR 100 1.00000

Tabla 7. Análisis de los componentes de la matriz extracelular mediante tinción histoquímica para orceína en
muestras de intestino descelularizado con SDS (SDIS) y con tritón X-100 (TDIS), sometidos a diferentes
métodos de liofilización (L1 a L8) y protocolos de criopreservación (C1 a C14) y en los controles no
preservados (CTR). Los valores en las columnas marcadas con % corresponden al porcentaje de la señal de la
tinción para cada método en comparación con los controles CTR no preservados (considerados como 100%).
Los valores en las columnas marcadas con P corresponden a los valores estadísticos de significación p para
la comparación de cada protocolo frente a los controles CTR no preservados.
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El reciente desarrollo de las técnicas de descelularización ha permitido disponer

de nuevos biomateriales altamente biomiméticos y biocompatibles para su utilización en

protocolos de ingeniería tisular de la uretra y otras estructuras humanas (Simões et al.,

2017).

El mantenimiento de la estructura y composición de la MEC del tejido original es

uno de los principales retos de la descelularización tisular (Scarritt et al., 2015). Tanto el

proceso de descelularización como la aplicación diferida del biomaterial, pueden alterar

significativamente la estructura y composición molecular de estos materiales. De hecho,

trabajos previos demostraron que los tejidos descelularizados suelen mantener ciertos

componentes tales como colágeno, laminina, elastina y fibronectina, pero los factores de

crecimiento y otras proteínas importantes pueden reducirse y alterarse (Caralt et al.,

2015; Scarritt et al., 2015). Anteriormente se demostró que los injertos intestinales

descelularizados se pueden utilizar como matrices útiles en ingeniería tisular de diversos

órganos como la córnea, la vejiga urinaria o la uretra, y los agentes de descelularización

más eficientes en el caso de intestino de rata demostraron ser el SDS y el Tritón X-100 al

0,1% (Oliveira et al., 2013).

Aunque los biomateriales descelularizados ofrecen nuevas posibilidades para la

generación de tejidos y órganos bioartificiales mediante ingeniería tisular, una de sus

limitaciones principales es la dificultad para su uso diferido y almacenamiento en bancos

de tejidos, debido al estado altamente hidratado de estos materiales y a la probabilidad

de contaminación microbiológica, degradación por hidrólisis, inestabilidad físico-química

y la pérdida de actividad biológica (Morais et al., 2016). Por esta razón, en la presente

Tesis Doctoral hemos evaluado varios protocolos de preservación previamente descritos y

de uso común para la preservación de productos para uso clínico, para determinar si

estos materiales descelularizados pueden ser almacenados para aplicaciones futuras.

En primer lugar, las muestras de intestino descelularizadas se sometieron a

liofilización, técnica mediante la cual se eliminó el agua del tejido por sublimación en alto

vacío (Morais et al., 2016) para generar un biomaterial estable y completamente seco.

Este método se utiliza comúnmente para la conservación a largo plazo de vacunas
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(Hansen et al., 2015) y otros productos biológicos, ya que los productos liofilizados son

muy estables y son fáciles de transportar y almacenar (Morais et al., 2016) y pueden

esterilizarse con óxido de etileno o radiación gamma (Sheridan et al., 2013). En segundo

lugar, utilizamos la criopreservación. Este método mantiene tejidos y órganos muy por

debajo de 0ºC, y permite el almacenamiento a largo plazo de aloinjertos humanos en

bancos de tejidos (Jashari et al., 2013). Aunque ambos métodos permiten el

almacenamiento a largo plazo de tejidos y órganos, es bien sabido que la estructura y

composición del tejido nativo puede ser modificada por el proceso, alterándose la

microestructura y las propiedades mecánicas de la MEC debido a la formación de cristales

de hielo o al proceso de desecación (Karlsson y Toner, 1996).

En nuestro trabajo, se encontró que la apariencia morfoestructural de todos los

tejidos descelularizados varía entre los diferentes grupos de estudio. En general, los

protocolos de criopreservación tuvieron más éxito que la liofilización en la preservación

de la estructura y morfología de los tejidos. De hecho, numerosos protocolos de

criopreservación fueron capaces de mantener eficazmente la estructura de los tejidos

descelularizados. Los métodos basados en la liofilización son muy eficientes, pero durante

el proceso de congelación previa se puede formar un gran cristal de hielo en la estructura

del tejido que podría alterar la MEC y crear heterogeneidad en el tejido (Nail et al., 2002).

Por lo tanto, no es sorprendente que los tejidos liofilizados tengan más alteraciones

morfoestructurales que los tejidos criopreservados. A pesar de ello, hemos sido capaces

de identificar varios protocolos de liofilización y criopreservación que dan como resultado

niveles adecuados de preservación de la morfología y la estructura, lo que sugiere que la

histomorfología del intestino descelularizado se mantiene con la mayoría de los

protocolos.

A nivel histológico, se encontró que los resultados correspondientes a los tejidos

descelularizados con SDS y tritón X-100 (SDIS y TDIS) tuvieron resultados muy similares,

encontrándose diferencias sólo para algunos componentes específicos de la MEC y para

determinados protocolos. Esto sugiere que la capacidad histoprotectora de cada

protocolo de preservación es independiente del método de descelularización utilizado

para obtener los biomateriales SDIS y TDIS y que ambos tipos de tejidos se pueden
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almacenar para su uso retardado. Por otro lado, cuando analizamos el contenido de

glicoproteínas y proteoglicanos, probablemente las moléculas no fibrilares más

abundantes de la MEC, encontramos que estos componentes se conservaron

adecuadamente con el uso de la mayoría de los protocolos de preservación, con la única

excepción de los proteoglicanos para algunos protocolos. El hecho de que las

glicoproteínas no se vean afectadas por la preservación, incluso en ausencia de un agente

protector, y que los proteoglicanos estén protegidos eficazmente con el uso de la mayoría

de los protocolos, sugiere que los componentes de la MEC no fibrilares pueden ser más

estables y resistentes a la liofilización y la criopreservación que los componentes fibrilares.

Estudios previos demostraron que la criopreservación de válvulas aórticas

descelularizadas no afectó significativamente el contenido de la mayoría de los

proteoglicanos, aunque ciertos proteoglicanos asociados interfibrilares si podrían verse

alterados (Narine et al., 2006). De forma similar, estudios realizados sobre cartílago no

descelularizado mostraron que el ácido hialurónico (uno de los glicosaminoglicanos más

abundantes) puede ser criopreservado usando algunos crioprotectores específicos

(Geraghty et al., 2015).

Por otro lado, nuestro análisis de los componentes fibrilares de la MEC mostró que

éstos pueden ser alterados por el proceso de preservación más intensamente que las

moléculas no fibrilares, aunque existe variabilidad. La evaluación de los resultados

encontró que los protocolos L2 y C6 fueron capaces de preservar adecuadamente los tres

componentes fibrilares evaluados (colágeno, fibras reticulares y fibras elásticas), tanto en

SDIS como en TDIS, mientras que L3, L4, L6, L7, C7 y C14 conservaron estos componentes

en todos los grupos de estudio excepto en uno. Además, el colágeno fue el componente

fibrilar que mostró menos alteración tras la liofilización y la criopreservación, siendo las

fibras reticulares las más alteradas. Trabajos previos de Giannini y colaboradores

(Giannini et al., 2008) demostraron la disminución del número de fibras de colágeno

después de la criopreservación de tejidos nativos ricos en colágeno, aunque las

alteraciones no fueron muy importantes y afectaron principalmente al diámetro de las

fibras, con resultados similares para la liofilización (Chen et al., 2011). Sin embargo, la

descelularización y posterior liofilización de grandes arterias en ausencia de agente de
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preservación dio lugar a una disrupción significativa del colágeno y de la elastina, aunque

esto estaba relacionado con el protocolo específico utilizado para llevar a cabo la

liofilización (Sheridan et al., 2013). El mencionado estudio sugiere que la alteración de las

fibras fue causada por el secado desigual durante la liofilización, lo que llevó a la

formación de grandes cristales de hielo en el centro de la pared arterial cuando la

temperatura de liofilización no era apropiada. Aunque las fibras reticulares no han sido

evaluadas en tejidos descelularizados y preservados, los pocos estudios que evalúan este

componente fibrilar de la MEC en tejidos conservados a 0ºC sugieren la existencia de gran

variabilidad dependiendo tanto del protocolo de descelularización como del de

preservación utilizados (Quintana et al., 2003).

En conjunto, nuestros resultados sugieren la posibilidad de preservar tejidos

descelularizados para su uso diferido en ingeniería tisular de distintos órganos, incluida la

uretra, aunque no todos los métodos y protocolos son eficaces para este propósito. Si se

tienen en cuenta tanto la morfología de los tejidos como la composición histológica de los

mismos, podríamos concluir que los métodos que muestran los resultados más

adecuados son L2 y C6, que muestran tanto una preservación adecuada de la

morfoestructura, como de los componentes no fibrilares y fibrilares en SDIS y TDIS.

Por un lado, el protocolo L2 se basa en la liofilización usando 0,1 M de trehalosa

como agente protector. Se ha demostrado que los protectores para liofilización

estabilizan proteínas y liposomas durante la liofilización y la trehalosa parece ser capaz de

estabilizar el volumen celular reteniendo más agua líquida a bajas temperaturas,

reduciendo de este modo la concentración de electrólitos externos (Muller-Schweinitzer,

2009). La trehalosa está naturalmente presente en los tejidos de varias especies con alta

capacidad de supervivencia a la deshidratación y la desecación, ya que confiere

resistencia a la desecación y la congelación (Serrato et al., 2009; Julca et al., 2012). De

hecho, hemos demostrado previamente que la trehalosa puede prevenir la formación de

cristales de hielo y conservar la estructura de los tejidos artificiales para su posterior

análisis histológico (Serrato et al., 2009), aunque ésta es la primera vez que este método

se aplica a los biomateriales de intestino descelularizado. Aún son necesarios más

trabajos para demostrar si el uso de trehalosa 0,1 M como agente protector puede
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impedir la formación de macroporos en la estructura del tejido nativo que podrían alterar

la estructura del tejido.

Por otro lado, C6 es un protocolo de criopreservación utilizado en el Centro

Regional de Transfusión Sanguínea y Banco de Tejidos de Granada y Almería y en otros

bancos de tejidos para la preservación del tejido paratiroideo humano (Borot et al., 2010).

Curiosamente, este protocolo utiliza una mezcla de dimetilsulfóxido (DMSO) y albúmina

como agentes crioprotectores. El DMSO es un crioprotector permeable capaz de reducir

la formación de hielo extracelular, evitando una concentración excesiva de solutos y

minimizando la deshidratación celular hasta un grado tolerable (Márquez-Curtis et al.,

2015), aunque su papel como crioprotector para tejidos y órganos no se conoce bien. El

DMSO es uno de los componentes más comunes en los medios de criopreservación

comercialmente disponibles debido a su alta capacidad de crioprotección y normalmente

se usa en combinación con una solución electrolítica tal como un medio de cultivo y una

alta concentración de proteínas (Márquez-Curtis et al., 2015), especialmente la albúmina.

En la presente Tesis Doctoral se evaluaron varios protocolos que combinan DMSO y

albúmina, incluyendo C6, pero también C3, C4 y C5 y el protocolo C7, que utiliza una

mezcla de DMSO y suero bovino fetal. Curiosamente, el agente de crioprotección que más

eficientemente logró preservar la estructura y la composición histológica de SDIS y TDIS

fue C6, que utiliza las concentraciones más bajas de DMSO (8%) y albúmina (4,6%). El

DMSO se usa típicamente a una concentración final de 10% para la criopreservación de

células humanas (Lecchi et al., 2016), para las que se ha demostrado que esta

concentración funciona eficientemente, pero nuestros resultados sugieren que su

concentración óptima para preservar biomateriales intestinales descelularizados es

menor. Probablemente, la necesidad de preservar la membrana celular de las células

vivas obliga a usar concentraciones más altas de este agente cuando las células están

presentes en el tejido. En cuanto a la concentración de albúmina, algunos informes

encontraron que la presencia de suero o proteínas combinadas con DMSO no tiene

ningún efecto sobre la tasa de supervivencia de las células criopreservadas (Ohno et al.,

1988), pero nuestros resultados señalan la posibilidad de que una baja concentración es
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importante para una eficiente conservación de los componentes de la MEC,

especialmente para fibras reticulares y elásticas.

Una de las posibles limitaciones de la presente Tesis Doctoral es el método de

cuantificación utilizado para determinar la cantidad de componentes de la MEC de las

diferentes muestras. Aunque es un método sencillo y directo que ha sido ampliamente

utilizado por nuestro grupo de investigación (Oliveira et al., 2013; Alfonso-Rodríguez et al.,

2014: Carriel et al., 2014; González-Andrades et al., 2015; Martín-Piedra et al., 2016), los

resultados obtenidos con este método deberían ser corroborados mediante otros

métodos más sensibles y específicos. A este respecto, en el futuro serán necesarios

nuevos estudios para determinar la cantidad exacta de componentes de la MEC

conservados en cada tejido después de su preservación, utilizando métodos altamente

precisos basados en la cuantificación de proteínas como el ELISA y los métodos

enzimáticos cuantitativos.

En resumen, la presente Tesis Doctoral constituye una primera aproximación para

el desarrollo de protocolos de preservación eficaces de intestino descelularizado para uso

diferido en ingeniería tisular de la uretra o de otros órganos tubulares. Nuestros

resultados sugieren que la liofilización utilizando trehalosa 0,1 M y la criopreservación en

presencia de DMSO al 8% y albúmina al 4,6% son más eficientes que otros protocolos

para preservar la morfoestructura y la composición histológica del biomaterial. Sin

embargo, aún se deben realizar trabajos futuros para determinar las propiedades

biomecánicas de estos tejidos y la posibilidad de utilizarlos  para la construcción de

tejidos humanos artificiales mediante ingeniería tisular.
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De los resultados de la presente Tesis Doctoral podemos inferir las siguientes

conclusiones:

1. Los protocolos descritos en la presente Tesis Doctoral basados en la utilización de

los agentes químicos SDS y Tritón X-100 a una concentración de 0,1% permitieron generar

de forma eficiente biomateriales descelularizados a partir del intestino de la rata. El

análisis morfoestructural de estos biomateriales sometidos a protocolos de preservación

reveló que los métodos que más eficientemente mantenían la morfología del intestino

descelularizado eran la criopreservación con glicerol y con las concentraciones más bajas

de DMSO y algunos protocolos que utilizaban los dicasáridos trehalosa y maltosa.

Asimismo, la liofilización con trehalosa al 0,1M lograba mantener la estructura tubular de

estos biomateriales para uso en ingeniería tisular uretral.

2. La utilización de protocolos basados en DMSO como agente crioprotector logró

preservar adecuadamente la mayor parte de los componentes fibrilares y no fibrilares de

la matriz extracelular de los biomateriales obtenidos mediante descelularización con

agentes químicos y sometidos a criopreservación. Los niveles más elevados de

preservación se encontraron para las fibras de colágeno, existiendo variabilidad entre las

muestras descelularizadas con SDS y con Tritón X-100 en lo referente a la preservación de

fibras reticulares y elásticas. La preservación de proteoglicanos y glicoproteínas resultó

asimismo muy elevada tanto en muestras descelularizadas con SDS como con Tritón X-

100, aunque no alcanzaron los niveles de preservación de las fibras de colágeno. Por otro

lado, los resultados más óptimos se obtuvieron cuando se utilizaron las concentraciones

más bajas de DMSO combinadas con una baja concentración de albúmina sérica.

3. La utilización de protocolos basados en glicerol como agente crioprotector resultó

en niveles adecuados de preservación de los componentes no fibrilares de la matriz

extracelular de los biomateriales obtenidos mediante descelularización con agentes

químicos y sometidos a criopreservación. Los niveles más elevados de preservación se

encontraron para las glicoproteínas y los proteoglicanos, que no mostraron diferencias

significativas respecto a las muestras control no sometidas a preservación. Sin embargo,

el análisis de componentes fibrilares reveló una disminución no significativa de las fibras
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elásticas y una alteración significativa de las fibras de colágeno y reticulina, especialmente

en las muestras descelularizadas con Tritón X-100.

4. La utilización de protocolos basados en disacáridos como agentes crioprotectores

resultó, en general, en niveles variables de preservación de los componentes fibrilares y

no fibrilares de la matriz extracelular de los biomateriales obtenidos mediante

descelularización con agentes químicos y sometidos a criopreservación. En lo que se

refiere a los componentes no fibrilares, los niveles más elevados de preservación se

encontraron para las glicoproteínas, las cuales se mantuvieron similares a los controles en

todos los protocolos de criopreservación basados en disacáridos. Sin embargo,

únicamente el protocolo basado en trehalosa al 0,2M logró mantener los niveles de

proteoglicanos tanto en las muestras descelularizadas con SDS como en las

descelularizadas con Tritón X-100. Para los componentes fibrilares, se encontró gran

variabilidad entre los distintos disacáridos, encontrándose que la maltosa preservaba más

eficientemente las fibras reticulares, mientras que la sacarosa preservaba mejor las fibras

de colágeno y elásticas.

5. La utilización de protocolos de liofilización mostró gran variabilidad entre las

muestras descelularizadas con SDS y las descelularizadas con Tritón X-100 y entre los

diferentes agentes protectores. Para las glicoproteínas, se encontró que todos los

protocolos preservaban eficientemente estos componentes, siendo mayores los niveles

de preservación en los protocolos que utilizan sacarosa como agente protector. El uso de

trehalosa y sacarosa resultó en niveles elevados de preservación de proteoglicanos, con

diferencias entre los dos métodos de descelularización. Ambos agentes protectores

fueron asimismo eficaces para preservar las fibras de colágeno, reticulares y elásticas de

la matriz extracelular, con diferencias entre los distintos protocolos.

6. Del análisis de los resultados anteriores podemos concluir que los protocolos más

eficientes a la hora de mantener la estructura y composición histomolecular de los

biomateriales descelularizados son aquéllos que se basan en la criopreservación con bajas

concentraciones de DMSO (8%) y albúmina sérica (4,6%) y aquéllos que utilizan la

liofilización utilizando trehalosa al 0,1M como agente estabilizador.
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