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Resumen

Antecedentes: la ingenieria tisular permite obtener érganos como injertos a partir de
tejidos descelularizados, regenerados con células autdélogas.

Objetivo: descelularizar y regenerar trdqueas porcinas.

Material y métodos: se descelularizaron trdqueas porcinas colocdndolas cada una en
el epipldén de cuatro cerdos Yorkshire para su regeneracion in vivo. Una trdquea desce-
lularizada con tritén (DT), descelularizada con desoxicolato (DD), descelularizada con
desoxicolato y reforzada con un polimero y células epiteliales (DDR), y una nativa crio-
preservada (NC). Después de 8 dias se obtuvieron la DD, NC y DDR; y al dia 15, la DT.
Se las evalué mecdnica e histoldgicamente, se realizé el andlisis casuistico.
Resultados: las traqueas descelularizadas conservaron la integridad del cartilago, sin
diferencias mecdnicas, excepto la DDR con mayor rigidez. Las trdqueas regeneradas
presentaron menor rigidez, excepto la DDR que ademds perdid el epitelio y la vascula-
ridad. Las DT, DD mostraron epitelio no respiratorio, fibrosis y vasculogénesis con in-
flamacion.

Conclusiones: las matrices conservaron sus caracteristicas mecdnicas. La regenera-
cién in vivo ofrece ventajas como la esterilidad, interaccion celular, nutrientes; es senci-
llo, factible y econdmico, pero no hay control del crecimiento celular y vascularizacion, y
los tejidos presentaron alteraciones mecdnicas e histoldgicas. El polimero impidié la re-
epitelializacion y revascularizacion. Este estudio abre la posibilidad de mejorar las me-
todologias de ingenieria tisular aplicadas al tejido traqueal.

Palabras clave: descelularizacion, regeneracidn, trdquea, ingenieria tisular.

Abstract

Introduction: tissue engineering makes it possible to obtain organs as grafts from de-
cellularized tissues, regenerated with autologous cells.

Objective: decellularize and regenerate porcine tracheas.
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Materials and Methods: Porcine tracheas were decellularized by placing each one in
the omentum of four Yorkshire pigs for regeneration in vivo. A trachea decellularized
with triton (DT), decellularized with deoxycholate (DD), decellularized with deoxycho-
late and reinforced with a polymer, and epithelial cells (DDR), and a cryopreserved na-
tive (NC). After 8 days, the DD, NC and DDR were obtained; and on day 15, the DT. The
evaluation was mechanically and histologically, performing the case analysis.

Results: the decellularized tracheas preserved the integrity of the cartilage, with no me-
chanical differences, except for the DDR with greater rigidity. The regenerated trache-
as presented less rigidity, except the DDR, which also lost the epithelium and vascular-
ity. The DT, DD showed non-respiratory epithelium, fibrosis and vasculogenesis with
inflammation.

Conclusions: the matrices retained their mechanical characteristics, in vivo regenera-
tion offers advantages such as sterility, cell interaction, nutrients; it is simple, feasible
and economical, but there is no control of cell growth and vascularization, and the tis-
sues presented mechanical and histological alterations. The polymer prevented re-epi-
thelialization and revascularization. This study opens the possibility of improving tissue
engineering methodologies applied to tracheal tissue.

Key words: decellularized, regeneration, tracheas, tissue engineering.

Introduccidon

La ingenieria tisular permite la generacidén de drganos para sustituir funciones bioldgicas en
trasplantes con ausencia de respuesta inmunoldgica. Los injertos traqueales pueden ser obteni-
dos por esta tecnologia al descelularizar trdqueas de donadores y regenerar el tejido sembran-
do células del receptor.t* Para la regeneracidn es necesario un biorreactor que promueva el de-
sarrollo del tejido y la angiogénesis.>”

Cuando la estenosis traqueal no puede tratarse con reseccidon y anastomosis término-termi-
nal es necesario un trasplante o el uso de materiales sintéticos que no han tenido buenos resul-
tados debido a la pérdida del epitelio y pobre vascularizacién.®*° Para mejorar la vascularidad
se ha intentado la anastomosis de la arteria tirotraqueal con la tiroidea y de forma indirecta co-
locar el injerto en los tejidos del receptor semanas antes de su implantacion.?°-23 El objetivo de
este estudio consistid en descelularizar y regenerar trdqueas porcinas como un acercamiento a
la ingenieria tisular.

La descelularizacién de la trdquea reduce la inmunogenicidad eliminando las células y, por
lo tanto, las moléculas HLA. La matriz obtenida funciona como andamio que aporta una red de
forma, tamafio y caracteristicas mecdnicas adecuadas para la regeneracién del epitelio y va-
s0s.?#25 Puede obtenerse de un donador de la misma especie (alogénica), de diferente especie
(xenogénica), sintéticas (inorgdnicas) o combinadas (hibridas).26-3°

Las matrices hibridas buscan fortalecer la matriz ya que durante la descelularizacion se afec-
tanlas caracteristicas mecdnicas. Se han utilizado biopolimeros de polie-caprolactona (C,H, ,O,),
poliéster alifdtico biodegradable, que se degrada en 2 a 4 afios.”3!

La seguridad microbioldgica y la esterilizacién de los érganos es un requisito que evita el da-
fo tisular, debe ser biocompatible y accesible. Se han utilizado agentes fisicos como la radia-
cién (gamma, UV), calor hiumedo, seco, gases (6xido de etileno) y quimicos (timerosal, antibidti-
cos, anti-fungicos).3%34

Para mantener la integridad de tejidos es necesaria la criopreservaciéon en condiciones
optimas de seguridad, temperatura y tiempo.3°3¢

La regeneracion consiste en reconstruir los tejidos sembrando las células autdlogas (proge-
nitoras endoteliales, células madre, condrocitos costales, células epiteliales respiratorias) en un
andamio hasta convertirse en células especializadas y lograr la revascularizacion, con la apor-
tacién de factores de crecimiento, nutrientes, en biorreactores naturales o mecdnicos.3”-4! Los in-
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convenientes son los largos periodos de siembra, alto costo, los riesgos de inestabilidad en la di-
ferenciacion celular y la contaminacién.*?

El cuerpo como biorreactor natural puede ser un dispositivo para cultivar tejidos (in vivo), re-
quiere de cortos periodos de estancia, con menos riesgos de contaminacion, a bajo costo, con los
inconvenientes en el control de factores de crecimiento y diferenciacion celular. 294344

Material y métodos

Se cumplié con la Norma Oficial Mexicana NOM-062-Z00-1999 para el cuidado de los anima-
les y con la aprobacién del Comité de Bioética del Instituto de Ciencias Biomédicas de la Univer-
sidad Auténoma de Ciudad Judrez (CBE.ICB/009.04-14).

Se obtuvieron cuatro trdqueas de cerdos donadores, se retiraron tejidos y se lavaron seis ve-
ces con tampdn fosfato salino (PBS) y antibidtico (moxifloxacino, Bayer Sol 400 mg/250 mL i.v.
lote BXG8Z21 oct 2015); en esta solucion se almacenaron a 4°C hasta la descelularizacion.

La descelularizacién en una de las trdqueas se realizé con 0,05% de hidroxido amdnico-triton
X-100 al 0,5%, descongelando a temperatura ambiente en agitacién durante 72 horas a 4°C a
una velocidad entre 95y 150 r.p.m., lavando 10 veces con agua destilada y almacenando a 4°C
en PBS 250 ml y moxifloxacino 10 ml hasta su esterilizacion (DT).>*Una trdquea se mantuvo en
criopreservacion a -80°C sin procesar (NC).!

A dos trdqueas se les aplicaron 8 y 17 ciclos de la descelularizacidon cada 48 por 4 horas con
4% de desoxicolato sddico (sigma lot 61K0110) en NaCl 1mmol/L, 4 horas en agitacidon a tempe-
ratura ambiente, lavando con agua destilada agitando por 5 min, repitiendo el proceso 7 veces
dejando en PBS y antibidtico a 4°C por 48 horas hasta el siguiente ciclo.*3° Al finalizar los 8 y 17
ciclos, respectivamente, se procedié a continuar con la esterilizacién (DD).

La esterilizacidn con rayos UV se realizé en todas las matrices DT, DD, NC después de lo cual
se almacenaron a -80°C hasta su utilizacidn.364¢

La matriz con 17 ciclos se reforzé (DDR) con un polimero de policaprolactona (PCL) de al-
to peso molecular, mds particulas de coldgeno tipo V de 20 ym de tamano (método castin film)
mds solvente orgdnico con multicapas de spray simple hasta que secé y se almacend a 4°C.#
Se colocaron en esta matriz células epiteliales antes de su regeneracion del cerdo que funcio-
naria como biorreactor, se colocaron en quiréfano en decubito supino y bajo anestesia general,
5 ml de propofol i.v. (200 mg/ml, Recofol PiSA Lot No 14276041 Cad 04-07-2016), se aplicé an-
tiséptico local, solucién de superdxido (Microdacyn, More Pharma) y se tomé una muestra de la
mucosa nasal colocdndola en un tubo de 5 ml con un 1 ml de tripsina para la disgregacion enzi-
mdtica (Trypsin 0,5% -EDTA 5,2 mM GIBCO BRL Cat No 15400-054, Lot No. 17K7171). Se de-
jé en agitacion por 10 minutos a temperatura ambiente. En condiciones estériles en campana de
flujo laminar, se neutralizé con 1 ml de medio de cultivo DMEM (Dulbeco’s Modified Eagle Me-
dium 1x low glucose, with low L-glutamine, 110 mg/L sodium pyruvate, pyridoxine hydrochlori-
de Cat No. 11885-084 Lot No. 1278668) con penicilina y estreptomicina centrifugando a 2500
r.p.m por 5 minutos, decantando y el botdn se resuspendié en 2 ml de solucidn fisioldgica y se
trasladd a temperatura ambiente al quiréfano para su implantacién en la trdquea DDR. Se to-
mo una jeringa estéril de 3 ml, se aspird el contenido de las células y se aplicd todo su contenido
en la porcién interna de la matriz. La matriz DDR se implanté en el epipldn abdominal del cerdo
para su regeneracion.

Fueron evaluadas las caracteristicas mecdnicas de todas las matrices antes de su implan-
tacidn en el epipldn para su regeneracion, con pruebas manuales de acuerdo a nuestro modelo;
posteriormente se tomaron muestras para su andlisis histoldgico.

Los pardmetros evaluados fueron la rigidez (respuesta del tejido a la presidn), flexibilidad (lle-
gando a su limite al flexionarla) y conformacién (capacidad de recuperacion a su forma original
después de la compresion).4°

Se colocdé cada matriz en el epipldn de la cavidad abdominal de cuatro cerdos Yorkshire para
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su regeneracion in vivo. Fueron seleccionados cuatro cerdos Yorkshire sanos, tres machos y una
hembra con pesos entre 23 y 33 kilogramos, con edad entre 4 y 5 meses (Tabla 1).

Los cerdos para recibir una matriz diferente en eventos quirdrgicos independientes se asig-
naron al azar (Tabla 1). Los animales recibieron clorohidrato de ketamina 3,5 mg/kg (Anesket,
PiSA), clorohidrato de xilacina a 5 mg/kg (Rompun, Bayer) i.m. y fueron canalizados con solu-
cion Hartman (500 mL). Se anestesiaron con propofol 1,9 mg/kg (Recofol 200 mg/20 mL PiSA),
se inicid la cirugia con asepsia y antisepsia, con incisién abdominal hasta llegar a la cavidad ab-
dominal, exponiendo el epiplén y envolviendo la matriz o en su caso la trdquea nativa criopre-
servada, fijdndolas con puntos a la pared, cerrando posteriormente por planos. Se mantuvieron
en observacion hasta su recuperacién de la anestesia y recibiendo antibidtico, 1,5 mL de moxi-
floxacino intramuscular (Avelox sol 400 mg amp 250 mL, Bayer, lot BX68221 oct 2015) 10 mg
de prednisona cada 12 horas via oral (Meticorten tab 5 mg, Schering-Plough), analgésico car-
profeno 5% 1,2 mL intramuscular cada 24 horas por dos dias (Centrovet, 100 mL/5 g, Ehlinger)
y caprofeno via oral 1 tab. cada 24 horas (Carprobay 50 mg Bayer) hasta su siguiente procedi-
miento; fueron examinados diariamente registrando datos de inflamacién o infeccion, se aplicé
moxifloxcino intramuscular cada 24 horas (400 mg amp 250 mL, Bayer lot BX68221 oct 2015).2°

Tabla 1.

Animales de experimentacion. Biorreactores naturales
Traqueas Animales Sexo Peso Edad
DT Cerdo Yorkshire M 23.8kg 4 meses
DD Cerdo Yorkshire M 35 kg 5 meses
DDR Cerdo Yorkshire M 33.8kg 4 meses
NC Cerdo Yorkshire H 31.2kg 4 meses

Cerdos Yorkshire como biorreactores, cada uno recibié diferente matriz. La DT se colocé en un cerdo masculi-
no de 23,8 kg de peso y de 4 meses de edad. La matriz DD se colocé en un cerdo masculino de 35 kg, de 5 me-
ses de edad. En la DDR se utiliz6 un cerdo masculino de 33,8 kg de 4 meses y la NC se implant6 en una hembra
de 31,2 kg de 4 meses. M: Macho y H: Hembra.

La matriz descelularizada con tritdn (DT) permanecié 15 dias y las otras 8 dias. Se procedid
a obtener quirdrgicamente los tejidos regenerados para realizar la evaluacién mecdnica e his-
toldgica.

El andlisis histoldgico macrdscopico y microscépico de las matrices se llevd a cabo antes y
después del proceso de regeneracién, tomando como control una trdquea nativa fresca obteni-
da de un cerdo donador sano sacrificado con otro propdsito. Las muestras de los tejidos se em-
bebieron en parafina para realizar cortes de 5 m, se fijaron y tiferon con eosina y hematoxilina.
Por microscopia éptica (Microscopio Leica DM 2000 Idmpara Mycrosystems tipo 11307072057/
BZ:12 Hg100w procesador Leica application suite V3.1.0) se evaluaron las caracteristicas es-
tructurales como la presencia del epitelio, submucosa, cartilago, fibrosis, vasos sanguineos,
inflamacidn, con relacién al control.*°

Se realizd un andlisis casuistico que consistié en registrar y recopilar los datos de las varia-
bles de los distintos casos con el propdsito de formar un criterio sobre casos andlogos y que se-
rian los esperados en el mismo contexto.*®

Resultados
Todos los animales sobrevivieron al experimento y no presentaron datos de inflamacién o
infeccién.*
Se evaluaron las diferencias en las caracteristicas mecdnicas e histolégicas de las matrices
y de los tejidos regenerados, en relacidn con los diferentes procedimientos para su obtencion.
Las matrices DT, DD, NC no mostraron diferencias significativas en la evaluacién de las pro-
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piedades mecdnicas, como la capacidad de rigidez, flexibilidad y conformacién con relacién al
control excepto la matriz DDR. La trdquea control recuperd su forma en un 100%, la trdquea
descelularizada con tritén un 75%, la descelularizada con desoxicolato 8 ciclos un 80% y con 17
ciclos un 75%, la reforzada no tuvo esta capacidad 0% y la nativa criopreservada tuvo un 100%
(Tabla 2).

Tabla 2.
Evaluacion de las propiedades mecanicas de las matrices.

Matriz Rigidez Flexibilidad Conformacion
Traquea Nativa (N) 80% 22% 100%
Descelularizada Tritén (DT) 60% 33% 75%
Descelularizada Desoxicolato 8 ciclos (DD) 70% 33% 80%
Descelularizada Desoxicolato 17 ciclos (DD) 60% 38% 75%
Descelularizada Reforzada 17 ciclos (DDR) 100% 0% 0%
Nativa Criopreservada (NC) 75% 27% 100%

Las propiedades mecdnicas de rigidez, flexién y conformacién de la trdquea nativa control N, en relacién con
la matriz DT la cual mostré disminucion en su rigidez y conformacion y aumento su flexibilidad, al igual que la
DD, y la descelularizada con desoxicolato 17 ciclos, la NC presenté caracteristicas similares. La DDR aumenté
su rigidez a un 100%, pero disminuyé drasticamente su flexion y conformacion.

La evaluacién histolégica macrdscopica de las matrices se hizo utilizando una trdquea nati-
va fresca y limpia como control, la cual presenté una superficie rosada con la luz intacta y vasos
sanguineos en la fascia externa. Las matrices DT y DD mostraron una superficie blanca traslu-
cida, con la luz sin cambios, sin falta de continuidad del cartilago y sin vasos sanguineos en la
fascia externa. La NC tenia un color rosado tenue y trasltcida con la luz traqueal normal y pre-
sencia de pocos vasos en la fascia externa. La DDR presentd una superficie externa blanca bri-
llante, rigida con la luz sin anomalidad, sin vasos sanguineos externos (Figura 1).

Figura 1.
Caracteristicas histoldgicas macroscopicas de las matrices
r"_ - s ——

La fotografia (A) Traquea nativa control N, (B) Traquea descelularizada con tritén DT, (C) Trdquea descelulariza-
da con desoxicolato DD, (D) Traquea nativa criopreservada NC, (E) Traquea descelularizada con desoxicolato y
reforzada con polimero DDR.

La evaluacién histoldgica microscépica de las matrices mostré que la DT y DD no presenta-
ron epitelio, ni gldndulas y no se encontraron vasos sanguineos, el cartilago se conservd, mante-
niendo condrocitos residuales con algunas fibras musculares sin células viables. La NC preservé
el epitelio y la submucosa, asi como los condrocitos y fibras musculares estructuralmente inte-
gros. La DDR no mostré evidencia de epitelio ni submucosa y el cartilago con pérdida de condro-
citos, sin presencia de fibras musculares, el polimero recubria la superficie externa de la matriz
(Tabla 3). La evaluacién mecdnica de las matrices regeneradas mostré que la DT se deforma-
ba fdcilmente a la presion mecdnica en comparacion con la DD, y la flexibilidad fue mucho ma-

ISSN 2953-3414

Respirar 2023; 15 (3): 192



ARTICULO ORIGINAL/E. Barrera-Ramirez, R.E. Garrido-Cardona, A. Martinez-Martinez, L.F. Plenge-Tellechea, E. Rico-Escobar
Descelularizacién y regeneracion de traquea

yor que el control. La NC perdié rigidez, aumentd su flexibilidad y disminuyd su conformacién. La
matriz DDR conservo su rigidez con incapacidad de regresar a su forma después de la presion.

Tabla 3.
Evaluacion de las caracteristicas histoldgicas microscépicas de las matrices

Matriz Epitelio Submu- Cartilago Vasos Tejido Repara- Tejido Infiltrado

cosa sangui- cién Adiposo Inflama-
(Glandu- neos torio

las)

N (A) + +++++ +++++ +++++ - - -

DT (B) - - e - - - -

DD (C) - - e+t - - - -

NC (D) + +++++ +++++ ++++ - - -

DDR (E) - - ot - - - -

Las caracteristicas histolégicas en la imagen (A) la traquea nativa como control (N) a objetivo 10x, y en tabla
con su estructura sin alteraciones, en la imagen (B) la traquea DT con objetivo 10x y las diferencia en su estruc-
tura, laimagen (C) traquea DD, objetivo 10x y la imagen (D) es la traquea nativa criopreservada (NC) con objeti-
vo 10x, la fotografia (E) traquea DDR en objetivo 40x.

La flexibilidad de una trdquea nativa como su capacidad de formar un dngulo 140° sin lesio-
nar el tejido es equivalente al 22%, la matriz descelularizada DT regenerada alcanzé un dngulo
de 30° 0 83% aumentando su flexibilidad 110°. La DD se flexioné 50° aumentando su flexibilidad
90° 0 73%. La DDR no se flexiond permaneciendo en posicién de 180°0 0% y la NC alcanzd un
dngulo de 90° aumentando su flexibilidad 50° 0 50%.

La conformacion es del 100% en la trdquea nativa control, como la capacidad del tejido de
volver a su forma original después de la compresiéon manual. La DT regenerada volvié a su con-
formacién en un 25%, la DD regenerada un 50%, la DDR no recuperd su forma 0% y la nativa
criopreservada presentd una conformacién del 75%. (Tabla 4).

Tabla 4.

Evaluacion de las propiedades mecanicas de las matrices regeneradas.
Traquea Tiempo de regeneracion | Rigidez | Flexibilidad | Conformacién
Nativa (N) 0 80% 22% 100%
Descelularizada Tritén (DT) 15 dias 25% 83% 25%
Descelularizada Desoxicolato (DD) 8 dias 30% 73% 50%
Descelularizada Reforzada (DDR) 8 dias 100% 0% 0%
Nativa Criopreservada (NC) 8 dias 50% 50% 75%

Comparacion de las propiedades mecanicas de las matrices regeneradas en relacién con el tiempo que perma-
necieron en el epiplén del cerdo como biorreactor. La trdquea nativa (N) no fue sometida a este proceso mos-
trando sus caracteristicas normales como control. La trdquea DT con un tiempo de regeneracién de 15 dias
disminuyd su rigidez mostrando a la presion una luz del 25%, la DD fue del 30% permaneciendo ocho dias, la
reforzada (DDR) se encontré muy rigida con una luz del 100% y su permanencia en el biorreactor fue de 8 dias
al igual que la trdquea nativa criopreservada (NC) la cual también disminuyd su rigidez con un lumen a la pre-
sion del 50%.
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A la evaluaciéon macroscoépica de las matrices regeneradas, la DT y DD mostraron evidencias
de revascularizacién en la superficie externa y neoformacién de tejido bien integrado en la su-
perficie externa e interna, no mostraron datos de necrosis o infeccion. La DT presentaba mejor
definicion de los anillos traqueales que las DD, NC y DDR. En la NC se observé tejido inflamato-
rio superficial con neoformacidn de tejido y vasos bien integrados a su superficie. Todas conser-
varon la luz con reduccidn en su didmetro ya que el espesor total de la pared era mayor al de una
trdquea nativa. En la DDR mostré tejido inflamatorio en la superficie externa y mayormente en
la interna que obliteraba la luz en sus extremos (Figura 2). Se observaron diferentes caracteris-
ticas macroscépicas de la trdquea nativa fresca como control y la matriz DT antes y después de
la regeneracién (Figura 3), las diferencias con la matriz DD (Figura 4), la DDR (Figura 5), la NC
antes y después de la regeneracién (Figura 6).

Figura 2.
Caracteristicas histolégicas macroscépicas de las matrices regeneradas

Las imagenes muestran los tejidos regenerados, (A) Trdquea nativa control N, (B) Trdquea descelularizada con
tritén DT, (C) Trdquea regenerada descelularizada con desoxicolato DD, (D) Traquea nativa criopreservada NC,
(E) Traquea descelularizada con desoxicolato reforzada con polimero y regenerada DDR.

Figura 3.
Caracteristicas macroscépicas de la traquea control, descelularizada con tritéon y regenerada

Las imagenes muestran, (A) Traquea nativa como control N, (B) Trdquea descelularizada con tritén DT, (C) Tra-
quea DT regenerada en el biorreactor natural.
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Figura 4.
Caracteristicas macroscépicas de la traquea control, descelularizada con desoxicolato 8 ciclos y regenerada

La imagen (A) Trdquea nativa como control N, (B) Traquea descelularizada con desoxicolato DD, (C) Traquea DD
regenerada en el biorreactor natural.

Figura 5.
Caracteristicas macroscépicas de la traquea control, descelularizada con desoxicolato 17 ciclos reforzada con
polimeroy regenerada

La imagen (A) Trdquea nativa como control N, (B) Traquea descelularizada con desoxicolato reforzada con poli-
mero DDR, (C) Traquea DDR regenerada en el biorreactor natural.

Figura 6.
Caracteristicas macroscépicas de la traquea control, trdquea nativa criopreservada y regenerada

La imagen (A) Trdquea nativa como control, (B) Trdquea nativa criopreservada NC, (C) Traquea NC regenerada
en el biorreactor natural.

En la evaluacidn histoldgica microscépica de las matrices regeneradas, la trdquea control
presentd una arquitectura normal con un epitelio cilindrico ciliado pseudoestratificado, submu-
cosa, cartilago y capa muscular integros. La DT regenerada presenté epitelio no respiratorio en
la parte central con generacién de membrana basal y tejido conectivo laxo, en lugar de la sub-
mucosa fibrosis y proliferacién de fibroblastos con vasculogénesis (+), el cartilago con pérdida
de condrocitos, la neoformacion incluyé tejido de reparacion (++), tejido adiposo en la porcién in-
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terna y externa (++) e infiltrado inflamatorio (+). La DD presentd epitelio células alargadas y te-
jido conectivo laxo en lugar de la submucosa tejido fibrético, con vasculogénesis (++), el cartila-
go conservado con tejido de reparacion (++), tejido adiposo en la porcidn interna (++) e infiltrado
inflamatorio (++). La NC regenerada no presentd epitelio, con gldndulas en la submucosa, fibro-
sis y vasculogénesis (++), el cartilago con pérdida de la matriz, tejido de reparacidn (+++) y teji-
do adiposo en la porcidn interna (+++) con infiltrado inflamatorio (+++).

En la DDR regenerada no se observo epitelio ni submucosa con fibrosis, vasculogénesis (++)
y cartilago perdido, el tejido de reparacion (+), tejido adiposo en la porcidn interna (+++), infiltra-
do inflamatorio (+++++) con células gigantes multinucleares delimitando el polimero que se en-
contré desprendido en ciertas zonas (Tabla 5).

Tabla 5.
Evaluacién de las caracteristicas microscépicas de las matrices regeneradas.

Matriz Tiempo Epitelio | Submucosa | Cartilago Vasos Tejido Tejido Infiltrado

Regenera- (gldndulas) sanguineos | Reparacion | Adiposo | inflama-
cion (fibrosis) torio

N (A) 0 + +++++ +++++ b+ - -

DT (B) 15 dias + - +++ + ++ T+ +

DD (C) 8 dias + - ++++ ++ ++ ++ ++

NC (D) 8 dias - +++ ++ ++ +++ +++ +++

DDR (E) 8 dias - - - ++ + +t+ bt

Las caracteristicas histoldgicas de las matrices regeneradas, en la imagen (A) la trdquea nativa como control
(N) a objetivol0 x, y en tabla con su estructura sin alteraciones, en la imagen (B) la trdquea DT con objetivo 10x
y las diferencia en su estructura, la imagen (C) trdquea DD objetivo 10x, y la imagen (D) es la trdquea nativa
criopreservada (NC) con objetivo 10x, la fotografia (E) trdquea DDR reforzada con polimero y células epiteliales
en objetivo 40x.

En la evaluacién mecdnica comparativa antes y después de la regeneracién, mostré que la
trdquea control (N) presentd una rigidez del 80%. La matriz DT de un 60% después de la rege-
neracién disminuyé a 25%. La DD antes de la regeneracion 70% y después 30%. La DDR antes 'y
después de la regeneracion fue del 100%. Antes del proceso de regeneracion, la NC mostrd una
rigidez del 75% y después un 50%.

La propiedad de flexion del control fue del 22%. La DT con una flexibilidad del 33% aumentd
en la regeneraciéon a 83%. La DD antes del proceso de regeneracidn se flexionaba en un 33% y
después llegaba a un 73%. La DDR no presenté flexibilidad antes y después con un 0%. La NC
presentd un 27% y regenerada se incrementd a un 50%. En la conformacidn, la traquea control
con un 100% de capacidad de volver a su forma original, la DT volvia a su forma en un 75% vy re-
generada el 25%, la DD como matriz permitia una conformacion del 80% y después de la rege-
neracién disminuyé a 50%, DDR antes y después del proceso de regeneracion perdié esta ca-
pacidad con un 0%. La NC de un 100% después del tratamiento de regeneracion llegé a 75%
(Tabla 6).
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Tabla 6.
Evaluacién mecdnica comparativa de las matrices en relacion con el tejido regenerado vy el control.
Trdquea Rigidez Flexibilidad Conformacidén
Matriz Regenerada Matriz Regenerada Matriz Regenerada

Nativa Control (N) 80% 22% 100%
Descelularizada

L, 60% 25% 33% 83% 75% 25%
Triton (DT)
Descelularizada

. 70% 30% 33% 73% 80% 50%

Desoxicolato (DD)
Descelularizada 100% 100% 0% 0% 0% 0%
Reforzada (DDR) 7 ? ? ? 7 ?
Nativa
Criopreservada 75% 50% 27% 50% 100% 75%
(NC)

La trédquea nativa control (N) muestra valores normales de rigidez, flexibilidad y conformacién. La DT disminuyd
su rigidez de 60% a 25% y su conformacion de 75% a 25%, y aumentd su flexibilidad de 33% a 83%. La DD
decrecid su rigidez de 70% a 30%, vy su conformacién de 80% a 50% y aumentd su flexibilidad de 33% a 73%.
La DDR inicid y termind con una rigidez del 100% con nula capacidad de flexion y conformacién (0%). La nativa
criopreservada (NC) con rigidez del 75% pasé a 50% y aumentd su flexibilidad de 27% a 50% con pérdida en la
conformacién de 100% a 75%.

Discusion
Los métodos de descelularizacion resultaron eficientes y las matrices obtenidas no mostraron
cambios significativos en cuanto a sus caracteristicas mecdnicas, sin embargo, el método con
tritdn demostrd ser mds rdpido y sencillo al conservar con mayor definicién los anillos traquea-
les.! Estas matrices podrian ser una opciéon como reemplazos traqueales no inmunogénicos, en
lugar de otros materiales utilizados en la actualidad.?®

Eltejido regenerado no cumplid con los requisitos mecdnicos de rigidez, flexibilidad, conforma-
cién de un injerto.? Los tejidos que fueron regenerados presentaban neoformacion, integracion
y vascularizacién independientemente del tiempo que permanecieron en el biorreactor 15 u 8
dias, sin embargo, no se logré la regeneracidon del epitelio cilindrico ciliado esencial en la funcidn
del tejido traqueal. Seria conveniente reducir el tiempo de regeneracién de la matriz DT a 8 dias
para determinar si es un factor determinante en las caracteristicas mecdnicas del tejido neofor-
mado o utilizar un material para reforzar el tejido, materiales que no induzcan un proceso infla-
matorio tan potente. La trdquea NC generd un proceso inflamatorio ya que conservé su inmuno-
genicidad a pesar de la criopreservacion. Algunos autores reportan que bajo ciertas condiciones
de congelacion de los injertos traqueales, mejoran su permanencia después del trasplante.*® En
el biorreactor natural se deben utilizar lineas celulares y factores de crecimiento adecuados pa-
ra lograr la diferenciacion especifica de ese epitelio no respiratorio al cilindrico ciliado, y la neo-
formacidn del tejido de acuerdo a la estructura traqueal. A pesar de que la vasculogénesis no
fue adecuada, todo indica que fue suficiente ya que no hubo zonas de necrosis. La regeneracion
in vivo utilizando el epiplén abdominal del cerdo puede ser una alternativa para la revitalizacion
de las matrices o injertos nativos, mantiene las condiciones de esterilidad, permite la interaccidn
celulary, por estar muy vascularizado, provee nutrientes y factores de crecimiento. Es un proce-
dimiento sencillo, factible, econdmico y posiblemente proporcionard en un futuro un modelo pa-
ra evaluar la repoblacidn y la regeneracion funcional.

Conclusiones
Actualmente, existen multiples técnicas en ingenieria de tejidos que han sido utilizadas con éxi-
to, pero es necesario perfeccionarlas y sequir con el desarrollo de nuevos materiales y disposi-
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tivos para mejorar las caracteristicas mecdnicas del tejido regenerado incorporando fuerzas de
cizallamiento. Los biorreactores actuales facilitan el crecimiento al permitir la visualizacién del
tejido, la esterilizacidn y el sembrado de diversos tipos de células en diferentes zonas del teji-
do.5%51 Es posible utilizar un reforzamiento con materiales biocompatibles que den la rigidez ne-
cesaria, la flexibilidad y conformacion traqueal, sin ser tdxicos o inmunogénicos y que permitan
la adecuada neoformacién del tejido como del epitelio cilindrico ciliado por auto ensamble celu-
lar, asi como la vascularizacién incorporando los factores de crecimiento especificos durante el
proceso de regeneracion.5#54

Este trabajo es un acercamiento para mejorar las metodologias de ingenieria tisular y con-
tinuar explorando la capacidad de generar tejidos no inmunogénicos, Utiles como injertos para
su aplicacidn clinica.
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