UNIVERSIDAD AUTONOMA DE NUEVO LEON

FACULTAD DE MEDICINA

Q@ONOM‘]

[l i

Q" JALERE FLANNAN
VERITATIS

DESCELULARIZACION DE NERVIO CIATICO DE RATA Y SU
POSTERIOR RECELULARIZACION in vitro CON CELULAS DE

SCHWANN

POR:
IBT GYSELA GUADALUPE LOPEZ GUERRA

COMO REQUISITO PARCIAL PARA OBTENER EL GRADO DE
MAESTRIA EN CIENCIAS CON ORIENTACION EN BIOLOGIA

MOLECULAR E INGENIERIA GENETICA

DICIEMBRE 2014



DESCELULARIZACION DE NERVIO CIATICO DE RATA Y SU POSTERIOR
RECELULARIZACION in vitro CON CELULAS DE SCHWANN

Aprobacion de la Tesis:

DRA. C. HERMINIA GUADAL}/P RAINEZ RODRIGUEZ
Directora de Tesis

DR. MED. JOSE FERNX VILCHEZ CAVAZOS

Co- Director de Tesis

DR. C. SALVADOR LUIS SAID Y FERNANDEZ
Miembro de la Comision

(_-—~7 —

\-

DR. MED. GERARDO ENR|QUE MUNOZ MALDONADO
Subdirector de Es#udios de Posgrado




El presente trabajo se realiz6 en el Laboratorio de Terapia Celular del Departamento
de Bioquimica y Medicina Molecular de la Facultad de Medicina de la Universidad
Autonoma de Nuevo Ledn, asi como en el departamento de Histologia de la misma
Facultad y Universidad, también en el Departamento de Banco de Hueso y Tejidos
delServicio de Ortopedia y Traumatologia del Hospital Universitario “Dr. José E.
Gonzalez”, bajo la direccion de la Dra. Herminia Gpe. Martinez Rodriguez y la co-
direccion del Dr. Med. José Félix Vilchez Cavazos yelDr. C. Salvador Luis Said y

Fernandez.



AGRADECIMIENTOS

A Dios por mostrarme siempre el camino y haberme guiado hasta aqui. Por darme salud
y fortaleza para concluir esta etapa de mi vida.

A mi Ma, Guadalupe Guerra Rivera, por su enorme esfuerzo de darnos siempre lo que
necesitamos a mis hermanos y a mi, por apoyarme siempre en mis decisiones, por
darme todos mis estudios, por ensefiarme mis valores, por motivarme, por todo, gracias.

A la Dra. Herminia por su tiempo, pues a pesar de tener su agenda muy ocupa (en serio,
muy ocupada), siempre estuvo al pendiente de ver como iba avanzando. Por tenerme
paciencia, por preocuparse por el bienestar de sus alumnos, por sus acertadas
correcciones y por su asesoria en este proyecto.

Al Dr. Said por sus buenos consejos, por su paciencia, por apoyarme con la obtencion de
los nervios tantas veces y por mostrarse siempre optimista con la realizacion de este
proyecto.

Al Dr. Vilchez por su tiempo, por sus valiosos comentarios y por su asesoria en la
realizacion de este trabajo.

Al Dr. Rubén por toda la ayuda brindada para llevar a cabo este proyecto, por todos sus
tips 'y por estar siempre con una excelente disposicion.

Al Dr. Mauricio por su ayuda en la realizacion de las cirugias y su buena disposicion,
porque el dia que lo ascendieron a jefe de departamento se quedd a operar ratas hasta
media noche y por celebracion tuvo un pedazo de pizza y un refresco.

A Amador por apoyarme siempre, por escuchar mis quejas y zozobras y darme palabras
de aliento cuando me queria rendir.

A mis comparfieros y amigos de generacion Selene, Abraham, Jesus, Mauricio, Nidia,
Yazmin, Vanessa, Ulrich, Brenda, Rolando, Guillermo, Carlos, César, Byron, Alvaro, Rita,
Daniela y Eduardo que hicieron que este capitulo de mi vida llamado Maestria, estuviera
lleno de buenos momentos.

A mis compafieros de laboratorio Nancy, Selene, Jesus, Mario y Yeseniapor su amistad,
por su ayuda y por hacer del laboratorio un lugar tan agradable.

A los estudiantes de medicina Samuel, Marina y Lucero que a pesar de tener sus clases 'y
guardias en el HU se dieron el tiempo para ayudarme en la realizacién de este proyecto.

A todas las ratitas de laboratorio que dieron su vida en pos de esta causa, su sacrificio no
sera en vano, algun dia esto salvara vidas.

A CONACYT por la beca otorgada para la realizacion de este trabajo.

GRACIAS



DEDICATORIA

Esta tesis se la dedico a mi Madre.
Mis logros,

son sus logros también.



“Tanto si piensas que puedes,
como si piensas que no puedes,
estas en lo cierto”.

- Henry Ford



INDICE

Contenido Péagina
INDICE DE TABLAS ...ttt ettt s ettt e s e esaseeessesasaeessesasaeessssnsteesssssseeesssssseessesnnne [
INDICE DE FIGURAS. ...ttt etrtte e e e e e s s saanea e e e e s s s s saaaaaeessessssssssssenaans ii
ABREVIATURAS ...ttt et sttt e e e e e s s s s saaaeaa e e e e e s s s s s saaaaaaeeesssssnssssanaaseeas iii
RESUMEN ...ttt ettt et s et e et e et e e e te e s s b e e e nne e s snaeesnsaesnnaens v
|. INTRODUGCCION - ttttttettrtrtrtttrtstessectnssessessassassassassassassassssssssssssssssssssssssssssssssssssessasss 1
1.1 Matrices a partir de materiales SiNtEtiICOS...........eeevereeeeeeereeeereeeceeeecerree e 2
1.2 Matrices a partir de materiales naturales ................ccceeeueeeveeceeeieeceeecreeeeeenns 3
1.3 Técnicas de descelularizacion ...............ccocevereriererenenienieeneneeeeeeseeseeeenes 5
1.4 Uso de matrices en la regeneracion de lesiones en nervios periféricos ... 6
1.5 Reparacion de lesiones de nervios periféricos por autoinjertos...................... 7
1.6 Reparacion de lesiones de nervios periféricos por aloinjertos ..............oo....... 8
1.7 Importancia del microambiente en la regeneracion ...........cccccccceeeeeeeeeeeeeeenennn, 9
I JUSTIFICACION .ottt ettt et bttt b s senes 10
[ OBJETIVOS.......eeeeeeeteeeteee ettt ettt re e st e s et e st e e s sa e s st e e s saesesneaessnneeas 11
3.2 ObjetiVoSs ESPECITICOS..iiiiiiiiiiiiiiieiieecicceicccee e 11
3.1 ODJELIVO GENETAL...........coovirerereiereiererere et s s s s s s sesesenas 11
IV. MATERIALES Y METODOS ... ttteeeeeerccirteeee e s sseseeneeee e e e s s s s assnnaeesessssssnnnnnns 12
4.1 Estrategia GENETAL............ceeererririirieriereneeteterteste sttt ssesae s et et e saesaens 12
4.2 Descelularizacion del nervio ciatico de rata.............ccecceevveeeereevrenseenveesenseenns 12
4.3 Pruebas hiStolOgICas.............ccuevueruererieiiieienereete ettt 13
a) Tincion de Hematoxilina-Eosina (HY E).............cccooevirrinececnncnnnnnd 13
b) Tincion Tricromico de Masson (TCM)............cccceeueueirereeeeeesenseseennnns 13
c) Tincion de Kllver-Barrera (K-B).........ooovvvvveeeeeiieeieiinereeeeeeeeessssnnneeeens 14
d) Tincién de Marsland, Glees y Erickson (M-G-E).......cooovvveeveeeeeeeieeeeiennns 14



€) INMUNONISTOQUIMICA ...uvvriiieiiiiieciiireeeeeee e eeee e e e e e e e s 15
4.4 Aislamiento de células madre mesenquimales derivadas de tejido
AMIPOSO (CIMM-TA) veeureeteentiiiteeiteeieet ettt ettt e b s e s se e sse s e aneneas 16

4.5 Diferenciacion de las CMM-TA a células de tipo Schwann con factores

0 IfCIENCIACION <eeererereerraraeentsreeeeeacareeeacacesesencssesescacesesescssssasancssssessacssasencnsnsasances 17
4.6 Recelularizacion del NEIVIO «.....eeeeieeiiiiieirietieee ettt e e eereeeee e e s s eenaes 17
4.7 Procedimiento quir[]rgico ................................................................................ 18
4.8 Evaluacion funcional: Medicién del indice de funcién ciatica (SFI)................. 18
4.9 ANALISIS OSTATISTICO cveveererereerrarerererereaearsessesssssseseassssssssssssssesssssssssssssssssssssseses 19
V. RESULTADOS ... eeereeereerrrerrreerreeseseseee s s eessessseesseeseessssassaasssassssssasssasssssssasssaaasaeanas 20
5.1 Descelularizacion del nervio ciatico y conservacion de la MEC .................... 20
5.2 Recelularizacion del nervio in vitro con células madre mesenquimales
de tejido adiposo de rata diferenciadas a células de Schwann..........ccccceeeeeeunnnnes 24
5.3 Evaluacion de la recelularizacion del nervio trasplantado en ratas
después de un periodo de recuperacion de 9 SEMANAS........uuuveeerreevreereeemeeennannnns 26
5.4 Evaluacion funcional durante las 9 semanas de recuperacion...................... 30
VI DISCUSION ....ovititetitetetetetetet et e etetese s s ese s eseseesesesesassesensesessesessesessesessesessnsesen 32
VI CONCLUSIONES. ...ttt sttt e et e s s st e e e s sant e e s s s aneeessesnnees 35
VIIL BIBLIOGRAFIA........ooueiirieieisieteeseesesssiesessssssssssssessssssessssssessssssessssssessssssessssesessssess 36

/ \N EXOS ........................................................................................................................... I 1



“Descelularizacion de Nervio Ciatico de Rata y su Posterior
Recelularizacionin vitro con Células de Schwann”

INDICE DE TABLAS
Péagina
Tabla 1. Materiales naturales y sintéticos empleados en la generacion de

matrices, asi como sus ventajas y desventajas........ccccevueeeeininniiiinnnneeenninneeennnnneee 4

Tabla 2. Valores de SFI para los diferentes grupos durante 9 semanas de

BVAUUAICTON. c.eveeeeeeeeeeeeteeeeeee et eeeeteaeeeeeseeeetaeeneaaeeseseetenannnsnsessseesenannnsasessesesnnnnnnsaaseseaens 31



“Descelularizacion de Nervio Ciatico de Rata y su Posterior
Recelularizacionin vitro con Células de Schwann”

INDICE DE FIGURAS

Pagina
Figura 1. Lesion de Nervio PEriferiCO ......cccovvvuieiiiiiuieiiiiinieiiniiriceinreecesinreeessnneeessnnne 6
Figura 2. Descelularizacion del nervio ciatico con detergentes ..........cccccceeeeeeeeeeeeveeeeenn. 21
Figura 3. Deteccion de mielina en el nervio descelularizado ...........ccceeeeeevvveeeeecveeeeeennns 22
Figura 4. Deteccion de colageno tipo | en el nervio descelularizado ...............cccuueen..... 23
Figura 5. Tincion de M-G-E e inmonohistoquimica para NF en el nervio
JESCEIUIAMZATD +eeeeerrerrieeiiiiiiiiiiiiiiieieeeeeeeee e ee e et e e e et eeeeeeeeeeeeeeeeseeeeeesseeeeseeesesesseasaeaanaes 24
Figura 6. Caracterizacion de CMM-TA y drSC y recelularizacion de un nervio
descelularizado CON ArSC e e s 25
Figura 7. Tinciones de los nervios recuperados nueve semanas después de su
implantacién ©F) TATAS ceevvcercerensententescascsensensencescssensonsensensesssssnsensensessesssssnsensansascesssssnsansans 28
Figura 8. Cuantificacion de la sefial de mielina en el cabo proximal .........cccccooieiiiiinnnnnn. 29
Figura 9. Cuantificacion de la sefial de mielina en el cabo distal ««+eeeeeeeeeeemiiiiiiiiiiiiii, 29
Figura 10. Comparacion de la sefial de mielina en el cabo distal con el estandar
8 OF0 cereeerieieieeeeereeetreneneeeereeeerenessesesssreeernnsssssssseseeeesansssssssssseneranssssssssssesnennnssssssssssennnnne 30



“Descelularizacion de Nervio Ciatico de Rata y su Posterior
Recelularizacionin vitro con Células de Schwann”

°C
2D
3D
Ac
AgNO;

CMM-TA
DAB
drsSC
GFAP

HyE
HZOZ

ITS
K-B
Li,COs

LNP
MBP
MEC
M-G-E
min
NF
p/v
PBS
PGA
PL
PLA
SB
SBF
SC
seg
SFI
SNC
SNP
TA
TBST
TCM
TRS
TS

ABREVIATURAS

grados centigrados
dos dimensiones
tres dimensiones
Anticuerpo

nitrato de plata

células madre mesenquimales derivadas de tejido adiposo
3-3’ diaminobenzidina

CMM-TA de rata, diferenciadas in vitro a células de Schwann
proteina &cida fibrilar glial

Horas

tincion de hematoxilina y eosina

peroxido de hidrégeno

ingenieria de tejidos
longitud interna

tincién de Kliiver-Barrera
carbonato de litio

lesidn en nervio periférico
proteina béasica de la mielina
matriz extracelular

Tincidon de Marsland, Glees y Erickson
minutos

Neurofilamentos
peso/volumen

buffer fosfato salino

acido poliglicolico

longitud de la huella

acido polilactico
Sulfobetaina

Suero bovino fetal

células de Schwann
Segundos

indice de funcién ciatica
sistema nervioso central
sistema nervioso periférico
temperatura ambiente
tris-buffered-saline-tween 20
tricrémico de Masson
solucion recuperadora de antigenos
longitud externa



“Descelularizacion de Nervio Ciatico de Rata y su Posterior
Recelularizacionin vitro con Células de Schwann”

RESUMEN

Gysela Guadalupe Lopez Guerra Fecha de Graduacion: Diciembre 2014
Universidad Autonoma de Nuevo Leodn
Departamento de Bioquimica y Medicina Molecular, Facultad de Medicina.

Titulo del estudio: DESCELUITARIZACION DE NERVIO CIATICO DE RATA Y SU
POSTERIOR RECELULARIZACION in vitro CON CELULAS DE SCHWANN

Numero de paginas: 44
Area de estudio: Terapia Celular

Introduccién: La ingenieria de tejidos intenta resolver la necesidad de trasplantes, debido a
la falta de donadores disponibles, usando superficies porosas denominadas andamios, éstos
pueden obtenerse mediante descelularizacion, proceso que consiste en eliminar las células
dejando solo los componentes de la matriz extracelular. Los andamios descelularizados
presentan un campo de oportunidad para tratar lesiones de nervios periféricos, ya que el
autoinjerto (estandar de oro), presenta muchas desventajas como: morbilidad del &rea de
donacion, un segundo sitio donante y potencial formacién de neuroma. El empleo de un
aloinjerto nervioso descelularizado obtenido de cadaver tiene como ventajas: una facil
disponibilidad, no hay reaccién inmune en el paciente y proporcionan una microestructura que
ofrece el mismo nivel de apoyo regenerativo que un autoinjerto. Objetivo: Descelularizar
nervios ciaticos de rata y posteriormente trasplantarlos en ratas para evaluar su regeneracion.
Metodologia: Se extrajeron nervios cidticos de ratas y se descelularizaron mediante
detergentes. Se les hicieron pruebas histolégicas para comprobar su descelularizacion,
posteriormente se trasplantaron a otras ratas. Se operaron cuatro grupos de ratas: 1) sham,
2) autoinjerto, 3) nervio descelularizado y 4) nervio recelularizado con células de Schwann
(SC); después de 9 semanas de recuperacion se extrajo el nervio trasplantado y se analizé
mediante pruebas histoldgicas. Resultados: La tincién de H y E mostr6é ausencia de nucleos
celulares y la inmunotincién para detectar MBP fue negativa, por lo cual se puede comprobar
gue en los nervios tratados con detergentes no quedan restos celulares. Después de las 9
semanas, el nervio descelularizado presenta una recelularizaciéon y remielinizacién, sin
embargo, éstas son menores que en el nervio recelularizado, pero aun asi, ambos casos
presentan mejores resultados que el autoinjerto. En cuanto a la evaluacién funcional, el grupo
de nervio descelularizado presenta una mejoria a lo largo de las 9 semanas. Conclusion: Se
logré obtener un aloinjertodescelularizado mediante lavados con detergentes y éste puede ser
comparable con un autoinjerto en cuanto a recelularizacion, remielinizacion y funcionalidad.

Dra. Herminia Guadalupe Martinez Rodriguez
Directora de Tesis
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CAPITULO |

INTRODUCCION

Las técnicas para el trasplante de 6rganos y la cirugia reconstructiva han avanzado
mucho en los Ultimos afios, contribuyendo a mejorar la calidad de vida de los pacientes,
sin embargo, hay muchas cosas que pueden mejorarse, por ejemplo, en los trasplantes
autologos, en el caso de injertos de venas, arterias o nervios, se requiere de un segundo
sitio quirdrgico, que puede quedar con afectacion sensible, motora o ambas[1], ademas
hay dificultades para obtener donadores compatibles.Como resultado de estas
complicaciones, el interés de la comunidad médica y cientifica por el avance de la
medicina regenerativa, la ingenieria de tejidos (IT) y el uso de terapias celulares ha ido en
aumento.

La IT es un campo joven de investigacion, el cual se define como un campo
interdisciplinario que aplica los principios de la ingenieria y las ciencias de la vida hacia el
desarrollo de sustitutos biolégicos que restauren, mantengan o mejoren la funcion del

tejido"[2].La IT puede ser utilizada en la restauracion de algunos 6rganos como corazén y

rifidn, asi como de cartilago, hueso y nervios periféricos[3-5].

Uno de los principales métodos de la IT implica el crecimiento in vitro de las células de
manera tridimensional (3D), como lo harian en el 6rgano o tejido[6]. No obstante, las
células normalmente carecen de la capacidad de crecer en una orientacion 3D y asi
definir la forma anatémica del tejido. En su lugar, migran al azar para formar una capa

celular de dos dimensiones (2D). Sin embargo, los tejidos 3D son necesarios y esto se
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logra mediante la siembra de las células sobre matrices porosas, conocidas
comoandamios, al que las células se adhieren y colonizan[7-8]. EI andamio por lo tanto,
es un componente muy importante para la IT. Segun su tipo, estos andamios pueden ser
naturales o sintéticos[9], en la cuadro 1 se muestran las ventajas y desventajas de cada

uno, asi como el material del que pueden estar hechos.

Es importante sefialar que el andamio debe proveer las condiciones y el ambiente
necesario para que pueda ocurrir una adecuada regulacion celular (adhesion, migracion,
proliferacion y diferenciacién), asi como permitir eladecuado suministrode factores

bioactivos (de crecimiento y adhesion) [10].

Algunas investigaciones recientes indican que una matriz obtenida a partir de un proceso
denominado descelularizaciéon, puede proporcionar numerosas ventajas para la IT en la

restauracion de ciertos 6rganos o tejidos [11].

1.1 Matrices a partir de materiales sintéticos

Los materiales sintéticos utilizados para la creacidon de matrices pueden ser a base de
polimeros (ej. acido poliglicélico (PGA) y acido polilactico (PLA), de péptidos o de
ceramica, a partir de los cuales se pueden hacer andamios que permiten la regeneracion

de hueso, cartilago, nervios y algunos érganos como corazoén y riién[12].

Los materiales sintéticos ofrecen algunas ventajas, incluyendo la reproducibilidad, debido
a su composicién quimica definida y la capacidad de controlar las propiedades mecanicas
y dar la forma requerida. Las propiedades mecénicas de un andamio pueden influir en la

diferenciacion de las células madre, mientras que la capacidad de dar forma a un material
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permite la produccién de andamios que se ajustan a las especificaciones de la lesion o

sitio de trasplante[13].

Sin embargo, es importante mencionar que los materiales sintéticos también sufren de
varias limitaciones, tales como la vascularizacion ineficaz, una pobre distribucion y
organizacion celular, una baja densidad celular final[14], ademas de otras
consideraciones que incluyen la biocompatibilidad del material y su idoneidad para el
trasplante in vivo, asi como la posibilidad de que el material y sus derivados puedan
desencadenar una respuesta inmune[15]. Es por estas razones,que en ocasiones se opta
por matrices a partir de materiales naturales, que tienen ciertas ventajas sobres las

sintéticas, como se menciona en el siguiente apartado.

1.2 Matrices a partir de materiales naturales

Los diferentes componentes que constituyen la matriz extracelular (MEC), proporcionan
un punto de partida para el desarrollo de los andamios que se basan en materiales
naturales. Estas matrices se pueden dividir en dos tipos: biomateriales basados en
proteinas y biomateriales basados en polisacaridos. Dentro de la primera clasificacion,
puede ser colageno, fibrina y seda, los cuales se pueden utilizar en la regeneracién de
cartilago, hueso, nervios, etc. Para la segunda clasificacién, los materiales empleados
son polisacaridos como la agarosa, alginato, acidohialurénico y quitosano que se
emplean en la regeneracion de cartilago, nervios y algunos 6rganos como la piel y el

rAon[16-17].

Estas proteinas y polisacaridos desempefian muchas funciones in vivo, por lo que son
materiales atractivos para aplicaciones de IT. Ademas, su origen natural a menudo

significa que estos materiales contienen sitios para la adhesion celular y tienden a ser
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biocompatibles. Algunas de las desventajas de estos materiales incluyen un alto potencial

de variabilidad, dependiendo de la fuente, asi como la necesidad de garantizar la pureza

de la proteina o polisacarido antes de la implantacion, para evitar la activacion de una

respuesta inmune que pueda generar rechazo[18].

Este tipo de andamios naturales pueden ser obtenidos por un proceso denominado

descelularizacién, y posteriormente se pueden recelularizar con células autélogas

maduras o con células madre.Estas presentan grandes ventajas para la IT, tales como

una composicion quimica ideal, la preservacion de la estructura de la vascularizaciéon y

una estructura tridimensional perfecta[19].

Tabla 1. Materiales naturales y sintéticos empleados en la generacién de matrices, asi como sus

ventajas y desventajas [12-19].

Andamios Naturales

Andamios Sintéticos

Materiales

utilizados

Aplicacién

Ventajas

Desventajas

Proteinas (colageno, fibrina y silice)
y polisacaridos (agarosa, alginato,
acidohialurénico y quitosano).
Regeneracion de cartilago, nervios y
algunos 6rganos como la piel y el
rifon.

Contienen sitios para la adhesion
celular vy tienden a ser

biocompatibles.

Potencial de variabilidad, riesgo de
respuesta inmune sino se garantiza
la pureza de la proteina o del
polisacarido antes de la

implantacion.

Polimeros (PGA y PLA), péptidos y
ceramica.
Regeneracion de hueso, cartilago,
nervios y algunos 04rganos como
corazén y rifién.

Reproducibilidad, composicién quimica
definida, capacidad de controlar las
propiedades mecanicas y dar forma
independiente.
Vascularizacion ineficaz, pobre
distribucién y organizacion celular, baja
densidad celular final,posibilidad de

respuesta inmune.
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1.3 Técnicas de descelularizacién

El proceso de descelularizacion lleva diferentes etapas, pero la matriz finalmente
obtenida mantiene la conformacion espacial del tejido previamente tratado[20]. Hay dos
técnicas principalmente empleadas para descelularizar un 6rgano o tejido de interés: la
conservacion en frio y un proceso a base de detergentes. A pesar de las diferencias
inherentes, ambas técnicas tienen por objetivo: (1) reducir la inmunogenicidad del injerto
mediante la eliminacion de los componentes celulares, y (2) mejorar la capacidad de

regeneracion a través de la preservacion de la MEC[21].

La técnica de conservacion en frio desarrollada en la Universidad de Wisconsin (UW)
consiste basicamente en colocar el 6rgano o tejido a descelularizar directamente en
placas de cultivo, en una soluciébn de preservacion mezclada con tacrolimus vy
almacenarlo en condiciones estériles a 4°C durante un periodo de 7 semanas antes de la
implantacién, tiempo durante el cual, la solucion de preservacion se tiene que estar
cambiando[22]. Esta técnica ha demostrado eliminar efectivamente la antigenicidad de
las matrices, ademas de que permite la conservacién efectiva de las laminas basales
nativas, permitiendo una buena regeneraciéon. Sin embargo, la aplicaciéon clinica de esta
técnica ha sido limitada debido a los tiempos de procesamiento largos; como resultado,
las matrices obtenidas por conservacion en frio se han empleado principalmente como

una herramienta en el campo de la investigacién[23].

Por otra parte, la técnica basada en el uso de detergentes, fue desarrollada inicialmente
en un esfuerzo para eliminar de manera mas eficaz los restos celulares, evitando al
mismo tiempo los efectos destructivos de la congelacion-descongelacion de la técnica
anterior. Aunque los primeros protocolos para descelularizardependian en gran medida

del uso de desoxicolato de sodio, Tritbn X-100, y agua desionizada[24], estudios mas
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recientes han optimizado el proceso utilizando tratamientos quimicos menos agresivos.
Especificamente, Moore y colaboradores mencionan que los d&rganos expuestos
repetidamente a soluciones de agua desionizada, sulfobetaina-10 (SB-10), y Tritén X-
200/sulfobetainal6 (SB-16) durante un periodo de 4 dias,mostraron una conservacion
superior de la MEC nativa, al igual que un mayor nivel de descelularizacién en

comparacion con las técnicas anteriores de procesamiento quimico[25].

No obstante, a pesar de que la técnica de descelularizacion basada en el uso de
detergentes presenta ventajas adicionales respecto a la técnica de conservacion en frio,
aun es necesario que estudios in vivo demuestren si existe un aumento en la capacidad

regenerativa y la recuperacion funcional después del trasplante.

1.4 Uso de matrices en la regeneracion de lesiones en nervios periféricos

Las lesiones en nervio periférico (LNP) son un problema de salud grave para la sociedad,
afectando a 2.8% de los pacientes traumatizados, muchos de los cuales adquieren una
discapacidad a largo plazo y los costos socioecondmicos relacionados son altos. Las

LNP resultan en la interrupcion parcial o completa de la fisiologia normal del

e

\

nervio[26](figura 1).

/'L a1 )
) 1
Figura 1. En el esquema (a) se representa un nervio normal, mientras que en el (b), se

observauna interrupcién del nervio periférico.
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Los nervios periféricos que se interrumpen por un traumatismo o0 reseccion quirirgica
requieren de la reaproximacion de sus extremos, dado que el sistema nervioso periférico
es capaz de llevar a cabo un proceso de regeneracion cuando los dos extremos de los
nervios cortados pueden volverse a unir por una anastomosis directa en el caso de
unalesién pequefia. Sin embargo, en el caso de lagunas nerviosas mas largas, se

requiere de un injerto del nervio[27].

El estdndar de oro para la reconstruccion de lagunas nerviosas, es el uso de un
autoinjerto de nervio[28]; no obstante, actualmente se esta buscando una nueva
alternativa, ya que este método tiene algunas desventajas. Es por eso que la IT en el
sistema nervioso periférico une los esfuerzos de los médicos, ingenieros y bidlogos hacia
una meta comun de crear canales de guia, de nervios tubulares naturales o sintéticos
como alternativas a los autoinjertos nerviosos. Estas estructuras tienen como funcion:
ayudar a la organizacién de los axones que brotan directos desde el extremo del nervio
de regeneracion, proporcionandoademas un conducto para la difusion de los factores
neurotréficos secretados por las terminaciones nerviosas dafadas y reducir al minimo la

infiltracién de tejido fibroso[29].

1.5 Reparacion de lesiones de nervios periféricos por autoinjertos

La neurotmesisde un nervio periférico, es la rotura anatémica del axén y de los tejidos
conectores debido a una lesion traumatica, tiene un pronéstico particularmente malo y
requiere la rapida realineacién quirargica por neurorrafia primaria o la implantacién de un
injerto autdélogo. La neurorrafia primaria, consiste en la realineacion quirdrgica de
fasciculos individuales en los seres humanos y es la opcion de tratamiento principal para

pequefios defectos que pueden ser puenteados sin tension, pero si la diferencia es mayor
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a varios milimetros, un nervio donante se cosecha y se implanta quirdrgicamente, para

formar una via continua para la regeneracion[30].

Como ya se habia mencionado, el autoinjerto de un nervio es el estandar de oro para la
reconstruccion de lagunas nerviosas. A pesar de las ventajas que esta técnica ofrece,
como una respuesta inmune limitada y una fuente de tejido facilmente disponible, también
tiene varias limitaciones inherentes, algunas de ellas son que la cosecha de un
autoinjerto requiere un segundo sitio de cirugia, resultando en la pérdida sensorial del
sitio donante y teniendo el potencial para la formacién de un neuroma que resulta en
dolor. Una alternativa a los autoinjertos nerviosos es trasplantar un aloinjertoacelular para

cerrar la brecha entre los dos extremos de los nervios seccionados [31].

1.6 Reparacion de lesiones de nervios periféricos por aloinjertos

La morbilidad asociada con la cosecha autdégena de injerto de nervio ha motivado a los
investigadores a participar en la busqueda de alternativas para mejorar el proceso de
regeneracion del nervio periférico en los pacientes. Una alternativa a los autoinjertos son
los aloinjertos nerviosos. Los aloinjertos nerviosos pueden ser obtenidos de cadaveres,
por lo que ofrecen ciertas ventajas como una disponibilidad abundante, un mayor
potencial en cuanto al tamafio, la longitud y la especificidad sensorial del nervio; ademas,
contienen una microestructura que proporcionan el mismo nivel de apoyo regenerativo

gue los autoinjertos[25].

Empero, los aloinjertos requieren de una inmunosupresion sistémica en el paciente
durante aproximadamente 18 meses. Esta inmunosupresion permite que los axones y las
células de Schwann (SC) se regeneren a través del armazon del aloinjerto, pero deja al

paciente vulnerable a las infecciones y a la formacion de tumores. Por estas razones, los
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aloinjertosde nervios descelularizados se han convertido en una alternativa atractiva al
aloinjertonervioso, ya que son capaces de actuar como un andamio para la regeneracion
de los axones, y la vez eludir la necesidad de inmunosupresion. Cabe mencionar que se
han desarrollado modelos experimentales para la descelularizacion de aloinjertos

nerviosos, pero aun no se han presentado datos clinicos[32].

1.7 Importancia del microambiente en la regeneracion

Aunque los injertos de nervios que se vuelven acelulares mediante procesos quimicos
provocan poca O hinguna respuesta inmune, los métodos de procesamiento actuales
resultan en una regeneracion deficiente. Se cree que el principal obstaculo en el
desarrollo de un aloinjerto nervioso es la falta de un entorno adecuado que facilite la

regeneracion[30].

La regeneracion nerviosa periférica después de la lesién, depende de las sefales
ambientales y de apoyo tréfico. Las SC secretan factores tréficos que promueven la
supervivencia neuronal y ayudan a guiar a los axones durante la regeneracion. La adicion
de SC en aloinjertosacelulares de nervios, es una estrategia prometedora para la mejora
de la regeneracion de nervios periféricos[33].Las SC son las principales células gliales en
el sistema nervioso periférico y desempefan un papel indispensable en la regeneracion
del nervio periférico. Se convierten en el primer y mas utilizado tipo de células de apoyo,
para la introduccion en el andamio de aloinjertos de nervios en la IT, lo que mejora la
regeneracion nerviosa en estudios experimentales. Por otro lado, el uso de factores de
crecimiento, como el factor de crecimiento derivado de plaguetas (PDGF), el factor de
crecimiento de fibroblastos (FGF), elfactor de crecimiento nervioso (NGF)y otras
moléculas bioactivas para aloinjertos nerviosos, también han demostrado que ejercen

efectos positivos sobre la regeneracion del nervio periférico[34].
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CAPITULO II

JUSTIFICACION

Debido a la morbilidad asociada con la obtencién autégena de una porcion de nervio para
utilizarlo como injerto y de que se requiere de un segundo sitio quirtrgico, asi como el
hecho de que ni en México, ni en América Latina,se cuenta con un protocolo definido
para la generacion de aloinjertos nerviosos descelularizadosy debido a que estos
aloinjertos tienen algunas ventajas con respecto a los autoinjertos, como: 1) su féacil
disponibilidad, 2) no crean una reaccién inmune en el paciente y 3) pueden proporcionar
una microestructura que ofrezca el mismo nivel de apoyo regenerativo que los
autoinjertos; es necesario continuar con la buUsqueda de nuevas alternativas
experimentalesque contribuyana mejorar el proceso de regeneracion de nervios

periféricos en los pacientes que lo requieran.

Es por eso, que en el presente trabajo se desarroll6 un protocolo para el proceso de
descelularizacion y recelularizacionin vitro de nervio ciatico de rata con células
mesenquimales de tejido adiposo, obtenidas tambiénde rata y diferenciadas in vitro a

células de Schwann.
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CAPITULO Il

OBJETIVOS

3.1 Objetivo General

Descelularizar nervios ciaticos de rata y posteriormente recelularizarlosin vitro con

células madre mesenquimales de tejido adiposo de rata, diferenciadas a células de

Schwann para trasplantarlosen ratas y evaluar su regeneracion.

3.2 Objetivos Especificos

1.

2.

Optimizar el método de descelularizacion.

Comprobar mediante pruebas histolégicas que el nervio fue descelularizado
completamente y que se conserva en buen estado la matriz extracelular.
Recelularizar el nervio in vitro con células madre mesenquimales de tejido adiposo
de rata, diferenciadas a células de Schwann.

Comprobar mediante pruebas histoldgicas la recelularizacion del nervio

trasplantado en ratas.
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CAPITULO IV

MATERIALES Y METODOS

4.1 Estrategia General

., Descelularizacién de
Obtencion de

. nervios por Pruebas histolégicas
nervios ciaticos
detergentes
Evaluacion de la
recelularizacion Trasplante de Recelularizacién de
después de 9 nervios nervios in vitro

semanas

4.2 Descelularizacion de nervio ciatico de rata.

Se extrajeron nervios ciaticos de ratas Wistar adultas, los segmentos de nervios eran de
aproximadamente 15mm de longitud. Los nervios ciaticos extraidos se dividieron en tres
grupos. Primero, todos los grupos se sumergieron en agua destilada, la cual fue
sustituida cada 2h durante un periodo de 10h. Enseguida,los nervios se expusieron a
Triton X-100(SIGMA-ALDRICH®,San Luis, MO, Estados Unidos) durante toda la noche,
el primer grupo a una concentracion del 1%, el segundo del 2% y el tercero del 3%. Se
continué con un periodo de 24h de agitacion (500rpm) en una solucion de desoxicolato
de sodio(SIGMA-ALDRICH®), igualmente se usaron distintas concentraciones para cada
grupo, siendo para el primer grupo una concentracion del 1%, para el segundo del 2.5% y

para el tercero del 4%. Este proceso se repitid por 5, 9, 12 y 15 dias para cada grupo. El
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proceso se realizé bajo condiciones de esterilidad y a temperatura ambiente (TA). Por
ultimo, se realizé un lavado final en agua destilada y los nervios se almacenaron en buffer
PBS 1X, pH 7,2 a 4 ° C hasta su uso para incluirse en parafina y realizar los cortes

correspondientes.

4.3 Pruebas histolégicas
Los nervios se fijaron con glutaraldehido al 2.5% durante 24h, enseguida se procesaron
mediante la técnica histoldgica descrita en el anexo 1.1, luego se incluyeron en parafina y

se realizaron los cortes correspondientes para las siguientes tinciones:

a) Tincién de Hematoxilina-Eosina (H y E). Se realizaron cortes de 5 um, se montaron
en laminillas y luego se desparafinizaron (ver anexo 2.1). Se sumergieron en
hematoxilina (ANALYTYKA INC., D.F., México) por 2 min, se lavaron dos veces con agua
corriente, se realizd una inmersién rapida en alcohol 4cido, se lavaron de nuevo con agua
corriente, sehicieron dos inmersiones rapidas en agua amoniacal 1%, se enjuagd con
agua corriente y posteriormente con agua destilada. Enseguida, se realizaron 9
inmersiones de los cortes en eosina (ANALYTYKA INC.). Por ultimo, se deshidraté,

aclaréy mont6 en resina (ver anexo 2.2).

b) Tinciéon Tricrémico de Masson (TCM). Se hicieron cortes igualmente de 5um, se
montaron en laminillas y luego se desparafinizaron (ver anexo 2.1). Después se usoé
como mordiente el fijador de Bouin durante toda la noche a TA. A continuacion, se
enjuagaron los cortes en agua corriente hasta que el color amarillo desaparecié y luego
se enjuagaron en agua destilada.Se pasaron los cortes a hematoxilina férrica de
Weigert(Fisher Scientific®, Waltham, MA, Estados Unidos) por 10 min, se lavd con agua

corriente y enseguida con agua destilada.Se tifié con la solucion de fuosina acida (Fisher
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Scientific®)-escarlatade Biebrich (CTR SCIENTIFIC, NL, México) por 5 seg, se lavé con
agua destilada varias veces hasta que dejo de tefiirla. Se pasaron los cortes a la solucién
de acido fosfomolibdico-fosfotingstico(CTR SCIENTIFIC) por 10 min y se enjuagd
brevemente con agua destilada. Se tifié con la solucién de azul de anilina (EASTMAN
KODAK COMPANY, Rochester, NY) por 15 seg y se lavé con agua destilada, hasta que
se elimino el exceso de colorante. Luego, los cortes se pasaron por acido acético durante

2 min. Por dltimo de deshidraté, aclaré y monté (ver anexo 2.2).

c) Tincion de Klliver-Barrera (K-B). Se hicieron cortes de 7 pm, se montaron en
laminillas y luego se desparafinizaron(ver anexo 2.1). Los cortes se dejaron toda la noche
en azul de luxol(SIGMA-ALDRICH®)a 50°C. Posteriormente, se enjuagé con etanol 96°
para eliminar el exceso del colorante y luego con agua destilada. Enseguida, se hizo una
inmersion en carbonato de litio (Li;CO3) 0.05% (p/v) (Merck®KGaA,
Darmstadt, Alemania)para producir la diferenciacién. Para continuar con la diferenciacion,
se coloco el corte en etanol al 70% hasta obtener un matiz gris y blanco y se enjuagé con
agua destilada. Para terminar con la diferenciacion, se enjuagé en Li,COzy enseguida se
pasé por varios cambios de etanol al 70% hasta que tomé un color azul verdoso la parte
mas tefiida y gris, la menos tefiida y se enjuagd con agua destilada. Después se coloco
en violeta de cresilo(Merck®)por 10 min y luego se colocé en varios cambios de etanol

96°. Por ultimo se deshidratd, aclaré y monté (ver anexo 2.2).

d) Tincién de Marsland, Glees y Erickson (M-G-E). Se realizaron cortes de 10um, se
montaron en laminillas y se desparafinizaron (ver anexo 2.1). Luego los cortes se lavaron
en agua desionizada. Enseguida, se colocaron las laminillas en nitrato de plata (AgNO3)
(Merck®) por 45 min a 37°C. Luego, se lavaron los cortes en formalina 10%

(ANALYTYKA INC.) aproximadamente 15 seg, se colocaron en AgNOzamoniacal por 90
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seg, se lavaron de nuevo en formalina 10% por 1 min y después con agua desionizada.
Posteriormente, se fijé la reaccion con tiosulfato de sodio al 5% (Merck®) durante 5 min y
se lavd con agua desionizada. Por dltimo, se deshidrato, aclar6é y mont6 en resina (ver

anexo 2.2).

e) Inmunohistoquimica.

Se realizaron cortes de 4um, se montaron en laminillas silanizadas (Fisher Scientific®) y
se desparafinizaron (ver anexo 2.1). Primero, se realizo la exposicion de antigenos en
soluciéon recuperadora de antigenos (por sus siglas en inglés TRS, Target
RetrievalSolution)(Abcam®, Cambridge, Inglaterra, Reino Unido) por 20 min, enseguida
tanto los controles de técnica como las muestras fueron colocadas en TBST
(Abcam®)durante 5 min, después se realiz6 el bloqueo de la peroxidasa enddégena con
H,0, al 3% (Abcam®) durante 10 min a 37°C, se hizo un lavado con TBST durante 5 min
y después se colocé el Anticuerpo primario, los cortes se incubaron a 4°C durante toda la
noche. Se emplearon anticuerpos primarios para detectar Proteina Basica de la Mielina
(por sus siglas en inglés MBP, Myelin Basic Protein) (Dako®, Carpinteria, CA, USA) y
Neurofilamentos (NF) (Dako®). Luego selavaron con TBST, se agregd el Ac secundario
del Kit de deteccibn Mouse &RabitSpecific HRP/DAB Detection IHC de Abcam®, se
incubaron a 37 °C por 30 min y se volvieron a lavar con TBST, después se agrego la
solucion de estreptavidina-HRP (Abcam®), de la misma manera se incubaron a 37 °C por
30 min y se volvieron a lavar con TBST. Enseguida se les afiadi6 el 3-3’ diaminobenzidina
(DAB) (Abcam®) durante 10 min. Por ultimo, se retird el DAB y se lavaron las muestras y
los controles con agua destilada para después contratefiir con Hematoxilina de Gill, y
después deshidratar gradualmente con soluciones crecientes de etanol (70-100%) hasta

llegar a xilol, para enseguida montar las laminillas con Entellan.
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4.4 Aislamiento de células madre mesenquimales derivadas de tejido adiposo

(CMM-TA).

Las células madre mesenquimalesse obtuvieron a partir de tejido adiposo de rata Wistar.
El tejido se coloc6 en PBS estérii con el antbiético gentamicina, 50
Mg/mL(LABORATORIOS QUIMICA SON’S, S.A. DE C.V., Puebla, México), y anfotericina
B, 0.25 pg/mL(GIBCO®/INVITROGEN™, Grand Island, NY, USA), como antimicético.
Después dentro de la campana de cultivo, la muestra se coloc6 en una caja de petriy se
fragment6 el tejido con un bisturi hasta obtener fragmentos pequefios. Luego, se
realizaron lavados con PBS estéril adicionado con antibiético y antimicético, mezclando
por inversion y dejando reposar para que se llevara a cabo la separacion de las fases, se
elimind la fase superior y se repitié el proceso hasta que la fase inferior se observara

clara.

Después se llevdé a cabo la digestion agregando una solucion de PBS estéril, con
Colagenasatipo |, 200U/mL(GIBCO®/INVITROGEN™), con la misma mezcla de
antibidtico/antimicotico mencionada anteriormente. La muestra se incubo a 37 °C con
agitacién suave durante 1lh, hasta observar una mezcla mas homogénea y espesa. Al
terminar el proceso de digestion se afiadi6 PBS adicionado con antibidtico/antimicético,
se mezclé suavemente y después se centrifug6b a 2000 rpm durante 5 min. En el
precipitado se mantuvo una pequefia cantidad de adipocitos y células mesenquimales.
Luego se descartd el sobrenadante, y la pastilla de células se resuspendié con PBS
adicionado con antibiético/antimicético y se volvié a centrifugar, este proceso se repiti6 2
veces mas. Por Ultimo, las células se resuspendieron en medio MEM - Alpha+
Glutamax™-I(GIBCO®/INVITROGEN™) adicionado con suero bovino fetal (SBF) al 10%

(GIBCO®/INVITROGEN™) vy antibiético/antimicético. Las células se sembraron en
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botellas de cultivo de 25cm? incubandolas a 37°C con 5% de CO,. A los 3 dias se les
realiz6 el cambio de medio y se dej6 expandir el cultivo. Cuando el cultivo lleg6 al 80-90%
de confluencia, las células se cosecharon utlizando tripsina al 0.25%
(GIBCO®/INVITROGEN™) y se dividieron en partes iguales en dos botellas de cultivo de

25cm?para seguir expandiéndolas.

4.5 Diferenciacion de las CMM-TA a células de tipo Schwann con factores de
diferenciacion.

Se realizé la diferenciacion a partir de las células del tercer pase. Las células fueron
lavadas con PBS y se les cambi6 el medio MEM-Alpha + Glutamax™-I, al cual se le
adiciond con B-Mercaptoetanol 1mM(SIGMA-ALDRICH®). A las 24 h, se cambié el medio
y se agregdé medio MEM-Alpha+ Glutamax™-I con SBF al 10% adicionado con &cido
transretinoico (ATRA) 0.1mM (Calbiochem®, ©MerkKGaA, Darmstadt, Alemania), este
medio se dejo por 72 h. Finalmente, a las células se les agreg6 medio MEM-Alpha +
Glutamax™-I adicionado con SBF al 10%, forscolina 5mM(Calbiochem®), factor de
crecimiento de fibroblastos humano recombinante-b (bFGF) 10ng/mL(PEPROTECH,
INC., Rocky Hill. NJ, USA), factor de crecimiento derivado de plaquetas humanas
recombinante-AA (PDGF-AA) 10 ng/mL (PEPROTECH, INC.) y 1B-heregulina humana
recombinante 200 ng/mL(PEPROTECH, INC.). Este ultimo medio se conservé de 2 a 8

dias, renovandose de acuerdo al crecimiento de las células.

4.6 Recelularizacion del nervio.
El nervio descelularizado se puso en contacto con una suspension de células de
Schwann de rata diferenciadas (drSC), enseguida se centrifugd a 3000 rpm por 5min, se

incubo por 48h a 37°C y posteriormente se trasplanto a las ratas receptoras[35].
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4.7 Procedimiento quirargico.

Ratas Wistar de entre 230 — 2509 se anestesiaron por via intraperitoneal con ketamina
(90mg/Kg) y xilacina (10mg/Kg), enseguida el sitio quirdrgico fue rasurado y se esterilizo
con etanol al 70%. A continuacion, se hizo una incision en la piel a lo largo del eje
femoral, se separaron los muasculos del muslo y se localizé el nervio ciatico. Usando un
castroviejo, se secciond el nervio en un segmento aproximadamentedel5mm, dicho
segmento se invirti6 y se suturd6 microquirdgicamente al cabo proximal y distal usando
una sutura de 10.0 (Grupo [: Autoinjerto, n=3). Del mismo modo, a otro grupo de ratas les
fue removido el segmento del nervio y se trasplantdé un aloinjerto nervioso
descelularizado (Grupo Il: Descelularizado, n=3) o un aloinjerto nervioso recelularizado
(Grupo IlI: Recelularizado, n=3). Por ultimo, se us6 un grupo Sham (Grupo IV: Sham,
n=3), al cual solo se le hizo la incision y manipulacién del nervio, pero éste no se

segmento.

4.8 Evaluacion funcional: Medicién del indice de funcidn ciatica (por sus siglas en
inglés, SFI, sciaticfunctionalindex).

Las ratas fueron evaluadas funcionalmente durante un periodo de 9 semanas con
intervalos de una semana, para ello se les pintaron las patas traseras con tinta y se
hicieron pasar por un tlinel de un extremo a otro sobre una hoja blanca. Una vez

obtenidas las huellas se les hicieron las siguientes mediciones:

¢ Longitud de la huella (PL): distancia del talén al dedo del medio.
¢ Longitud externa (TS): distancia del primer al quinto dedo.

e Longitud interna (ITS): distancia del segundo al cuarto dedo.
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Las tres medidas fueron tomadas tanto de la pata experimental como de la pata control,

para después mediante la siguiente férmula calcular el SFI:

sp1 =333 EEL-NEL) 109 o EE-NIS ) 15 o BT -NIT) o
NPL NTS NIT

Donde E= pata experimental y N=pata control

4.9 Analisis estadistico

Para llevar a cabo el analisis que permitiera cuantificar la cantidad de mielina en los
nervios después de las 9 semanas de recuperacion tanto para el cabo proximal y distal,
de cada muestra se tomaron 8 campos consecutivos y se analizaron con el programa
ImageJ para obtener un valor de densidad. Para el andlisis estadistico se aplicd un
ANOVA, considerando como significativos los resultados que presentaron un valor de

p<0.05.

Para analizarla diferencia entre grupos con respecto al valor del SFI, también se

utilizéuna prueba de ANOVA.

Por dltimo, para comprobar si habia una mejoria significativa en base a la evaluacion
funcional entre la semana 1 y la semana 9 en cada uno de los grupos, se aplicé una
prueba t de Student para muestras relacionadas, igualmente considerando como

significativos los resultados que presentaron un valor de p<0.05.
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CAPITULO V

RESULTADOS

5.1 Descelularizacion del nervio ciatico y conservacion de la MEC.

Para descelularizar el nervio se probaron diferentes concentraciones de los detergentes
tritbn X-100 y desoxicolato de sodio, asi como diferentes periodos de tratamiento. La
primera prueba histoldgica que se hizo una vez terminado el proceso de descelularizacion
fue la de H y E, la cual se basa en dos etapas, la primera una tincién nuclear por un
colorante basico (hematoxilina) y la segunda, una tincién citoplasmatica por un colorante
xanténico acido (eosina). La hematoxilina oxidada y transformada en hemateina, nos
permite observar los nucleos tefiidos de color azul/negro; mientras que la eosina, aporta

una gradacion entre el rosa y el rojo al citoplasma y material extracelular[36].

En la figura 2 se puede observar que conforme va aumentando la concentracion de los
detergentes, asi como el tiempo de exposicidén al tratamiento, los nicleos van perdiendo
su integridad y se sitlan en la periferia del nervio hasta que en el dia 15, a una
concentracion de tritbn X-100 al 3% y desoxicolato de sodio al 4% el nervio quedé

completamente descelularizado.
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Tritén x 100 2%, Tritén x 100 1%,
DCS 2.5%

Tritén x 100 3%,

Figura 2. Descelularizacion del nervio ciatico con detergentes. Segmentos de nervio ciatico
obtenidos de ratas, fueron tratados con diferentes concentraciones de tritén X-100 y desoxicolato
de sodio e incubados por 5, 9, 12 y 15 dias, posteriormente fueron tefiidos con hematoxilina y
eosina para determinar si las células se habian destruido y ya no se observaban nucleos. Las

flechas blancas muestran los nucleos o remanentes de ellos.

Enseguida se realiz6 la tincion de K-By se usé un anticuerpo para detectar MBP y asi
comprobar que no habia restos de mielina en el nervio tratado. En la tincion K-B,el azul
de luxol tiene afinidad por los lipidos de la vaina de mielina, tifiéndola de color azul[37],
como se seflala con flechas en el recuadro A de la figura 3, por otro lado,en el
recuadroBse muestra que en el nervio tratado, no hay presencia de mielina. En el
recuadro C podemos ver el control positivo para la inmunotincién contra MBP donde la
presencia de mielina se observa de un color marrén, mientras que en el recuadro D, que

esel nervio tratado, no hay ninguna sefial.

[ L
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Nervio descelularizado

F

-

Figura 3. Deteccion de mielina en el nervio descelularizado. Se utilizé la tincién de K-B y MBP
en el nervio descelularizado con tritdn X-100 al 3% y desoxicolato de sodio al 4% por un periodo
de 15 dias. Ay C son el nervio control, como testigo positivo; B y D son el nervio tratado donde ya

no hay mielina.

Para comprobar que la MEC se conservaba en buen estado, se realiz6 la tincion de TCM,
gue es una técnica de coloracion que permite visualizar claramente las fibras de colageno
tipo I. Se emplean tres colorantes para diferenciar el nucleo celular (de color café), el
citoplasma (de color rojizo) y las fibras de colageno (de color azul)[36]. En el recuadro B
de la figura 4, donde se muestra el nervio tratado, podemos ver que las fibras de
colageno no presentan una diferencia notable en comparacion con el control (figura 4,

recuadro A), por lo que se puede decir que el tratamiento no afecta la MEC.

2 L
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Figura 4. Deteccion de colageno tipo | en el nervio descelularizado. Los nervios
descelularizados fueron tefiidos con TCM para comprobar si se conservaba la estructura de las
fibras de colageno después de los 15 dias de tratamiento con detergentes. A) nervio sin tratar,

como control positivo y B) nervio tratado.

De igual manera, se realiz6 la tincion de M-G-E con la cual se puede lograr una
impregnacion especifica de la plata por los axones[38]. En el control (figura 5, recuadro
A) se observa la presencia de axones bien conservados y uniformes; mientras, que en el
nervio tratado (figura 5, recuadro B) se pueden observar alteraciones. Se notan algunos
axones engrosados y otros mas delgados, asi como también la presencia de vacuolas
gue hacen gque se pierda la trayectoria de éstos. En el recuadro C de la figura 5, se
observa el nervio control para la deteccion de NF donde la positividad de color marrén
muestra igualmente axones bien definidos, pero en el nervio tratado (figura 5, recuadro D)

se pierde la positivad de éstos.

[ L
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Figura 5. Tincion de M-G-E e inmunohistoquimica para NF en el nervio descelularizado. Los
cortes de nervios tratados con triton X-100 al 3% y desoxicolato de sodio al 4% por un periodo de
15 dias, fueron tefiidos con la técnica M-G-E.Las acotacionesen el recuadro B sefialan
alteraciones en la estructura del axén como: vacuolas (estrella), adelgazamiento (flecha azul), y
engrosamiento (flecha amarilla); en el recuadro Alas flechas blancas sefialan la estructura normal
de los axones. En el recuadro D esta sefialado, por flechas blancas, como disminuye la sefial para
NF en el nervio después del tratamiento en comparacion con el control positivo (recuadro C),

donde las flechas sefialan la positividad para este marcador.

5.2 Recelularizacion del nervio in vitro con células madre mesenquimales de tejido
adiposo de rata diferenciadas a células de Schwann.

Lo primero que se realiz6 fue la extraccion de las CMM-TA de rata, una vez extraidas,
éstas se caracterizaron mediante el marcador CD-105 que es especifico para CMM [39],
en la figura 6 (recuadro B) se puede ver la positividad para este marcador de color

marrén. Enseguida, estas células se diferenciaron utilizando factores de diferenciacion,
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en los recuadro D y E (figura 6) se puede observar la positividad de color marron en
nuestras células diferenciadas para los marcadores GFAP (proteina &cida fibrilar glial) y
S100 respectivamente, que son especificos para SC[40]. Una vez obtenidas las drSC se
procedié a recelularizar el nervio, en el recuadro F) se puede observar un nervio
descelularizado, mientras que en recuadro G), mediante una H y E, podemos observar la

presencia de nucleos tefiidos de un color morado, comprobandose asi la recelularizacion.

Figura 6. Caracterizacién de CMM-TA y drSC y recelularizacién de un nervio descelularizado
con drSC. A) Control negativo para CD-105, B) rCMM-TA muestran positividad para el marcador
CD-105, C) Control negativo donde se omitié el anticuerpo primario, D) drSC muestran positividad
para el marcador GFAP, E) drSC muestran positividad para el marcador S-100, F) Nervio
descelularizado, donde no se observa ningin nucleo celular, G) Nervio recelularizado, se puede

observar la presencia de un nucleo celular de color morado.
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5.3 Evaluacion de la recelularizacién del nervio trasplantado en ratas después de
un periodo de recuperacion de 9 semanas.

El nervio trasplantado después de las 9 semanas de recuperacion se disecd tomando
aproximadamente 5mm antes de las suturas tanto en el cabo proximal (mas cercano a la
médula espinal), como en el cabo distal(mas alejado de la médula espinal), para hacerle
las tinciones correspondientes. En la figura 7 podemos observar una imagen
representativa de cada grupo, en la primera fila tenemos la tincion de H 'y E con la cual
podemos observar que en el nervio descelularizado,hay una recelularizacion uniforme,
muy similar al nervio Sham y al autoinjerto. Sin embargo, en el recelularizado con células
de Schwann, se observa una celularidad mayor, asi como una alteracion en la estructura

en comparacion con los otros tres grupos.

En el nervio descelularizado se pudo observar quedespués del proceso de
descelularizacion, los axones perdian su integridad y presentaban alteraciones (figura 5B
y 5D), sin embargo, en la figura 7 en la segunda fila, donde se muestra una inmunotincién
para la deteccibn de NF, se puede ver como en el nervio descelularizado yen
elrecelularizado después de las 9 semanas de recuperacion, la integridad de los axones

se ve restaurada en ambos casos.

La regeneracion axonal es unidireccional y va del cabo proximal hasta llegar al cabo
distal. Por ello para evaluar la remielinizacion del nervio trasplantado, se tomé una
porcién del cabo proximal y distal y haciendo uso de una técnica histolégica llamada
histoarreglo, la cual consiste en incluir en un mismo bloque de parafina un mayor nimero
de muestras, lo que permite optimizar tiempo y reactivos, se les hizo la inmunotincion
para la deteccion de MBP. En la figura 7 en la tercera fila, se observa como la porcién del

cabo proximal en los nervios descelularizado y recelularizado se ve remielinizada.
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Mediante el programa ImageJ se realiz6 una cuantificacion de la sefial de MBP y en la
figura 8, se puede observar que en los nervios descelularizado y recelularizado hay una

mayor cantidad de mielina en comparacién con el control.

En la dltima fila de la figura 7 se muestra la porcion del cabo distal, se puede ver que para
los nervios de autoinjerto y descelularizado, la remielinizacion ain no ha alcanzado esa
zona, sin embargo, en el nervio recelularizado la sefial de mielina es notable. En la figura
9, se puede observar de forma cuantitativa que hay una menor cantidad de mielina en los
grupos de autoinjerto, descelularizado y recelularizado con respecto al control. Sin
embargo, si comparamos los grupos descelularizado y recelularizado con el autoinjerto
(figura 10), que es el estandar de oro en la LNP, hay una mayor remielinizacién en los
dos primeros grupos, siendo este incremento, en el caso del grupo de nervio

recelularizado significativamente estadistico.
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NF HyE

MBP Proximal

MBP Distal

Figura 7. Tinciones de los nervios recuperados nueve semanas después de su implantacién
en ratas. En la primera fila se observa una imagen representativa de cada grupo con la tincién de
H y E, el grupo descelularizado presenta una recelularizacion similar al grupo Sham y al
autoinjerto; sin embargo, en el grupo recelularizado se observa una mayor cantidad de nicleo y
una estructura menos ordenada. En la segunda fila se muestra la inmunohistoquimica para NF, se
nota como la integridad en los axones se ve recuperada después de 9 semanas en los grupos de
nervio descelularizado y recelularizado. Por dltimo, la tercera y cuarta fila representan la
inmunotincion para MBP en el cabo proximal y distal respectivamente; en el cabo proximal en
todos grupos experimentales se ve una remielinizacion, sin embargo, en el cabo distal, para los

grupos de autoinjerto y descelularizado, la remielinizacion ain no es completa.

[ L




“Descelularizacion de Nervio Ciatico de Rata y su Posterior
Recelularizacionin vitro con Células de Schwann”

*

2.00E+08

1.80E+08 -
1.60E+08 -
1.40E+08

1.20E+08 -

1.00E+08 -

l Control
8.00E+07 |
6.00E+07 |
4.00E+07
2.00E+07

0.00E+00
Autoinjerto Descelularizado Recelularizado

Unidades de denslidad

Grupos

Figura 8. Cuantificacion de la sefial de mielina en el cabo proximal. Se utilizé el programa Image J
para medir las unidades de densidad correspondientes a la cantidad de mielina expresada en el
cabo proximal después de las 9 semanas de recuperacion para cada uno de los grupos. Los
grupos descelularizado y recelularizado presentan mayor remielinizacion con respecto al grupo

Sham y Autoinjerto.
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Figura 9. Cuantificacion de la sefial de mielina en el cabo distal. Mediante el programa Image J se
midieron las unidades de densidad correspondientes a la cantidad de mielina expresada en el
cabo distal después de las 9 semanas de recuperacion para cada uno de los grupos. Los grupos
Autoinjerto y Descelularizado presentan una menor remielinizacion con respecto al Control,

mientras que en el grupo Recelularizado esta diferencia no es estadisticamente significativa.
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Figura 10. Comparacion de la sefial de mielina en el cabo distal con el estandar de oro. El grupo
recelularizado presenta una mayor remielinizacion en el cabo distal en comparacién con el

autoinjerto.

5.4 Evaluacion funcional durante las 9 semanas de recuperacion.
Para evaluar la funcionalidad del nervio ciatico, se calculé el indice de funcién ciatica para
cada rata a lo largo de las 9 semanas. El indice de funcion ciatica tiene valores de 0 a -

100, siendo 0 el resultado mas favorable y -100 es el menos favorable.

En la figura 11 se puede observar que el comportamiento del grupo Sham tiene SFI
cercanos a 0 a lo largo de las 9 semanas, lo cual es un comportamiento normal. Se
puede observar también que los grupos de autoinjerto, descelularizado y recelularizadoa
lo largo de lasnueve semanas de observacién, presentan un comportamiento similar y no

hay diferencia significativa entre estos; sin embargo, si hay una diferencia significativa
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entre el SFI de la semana 1 y el SFI de la semana 9 en el grupo de nervio

descelularizado, representando una mejora a lo largo de las 9 semanas.

Tabla 2.Valores de SFI para los diferentes grupos durante 9 semanas de evaluacion.

Semana Sham Autoinjerto | Descelularizado | Recelularizado
1 -11.12 -82.83 -87.64 -67.99
2 -15.26 -75.44 -82.40 -80.45
3 -13.76 -71.97 -74.06 -75.99
4 -6.36 -77.29 -82.12 -73.13
5 -1.11 -71.90 -88.10 -67.85
6 -0.48 -64.61 -83.71 -71.1
7 -1.22 -65.39 -71.98 -65.04
8 -4.24 -72.25 -63.90 -73.32
9 -7.82 -74.97 -64.66 -64.11

Indice de Funcion Ciatica (SFl)

0.00 T T T ‘ N 1
Q\;_M 6 7 8
-20.00 A
=¢—Sham

_ -40.00 -

o Al
-60.00 + === DesCell
-80.00 - == ReCell
-100.00 -

Semana

Figura 11. Evaluacionfuncional de los distintos grupos a lo largo de 9 semanas. Los
animales de cada grupo de tratamiento se analizaron con el indice de funcidn ciatica con intervalos

de una semana y los valores obtenidos se graficaron. (n= 3, para cada grupo).
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CAPITULO VI

DISCUSION

El estandar de oro usado en una LNP es el autoinjerto, sin embargo, este procedimiento
presenta ciertas desventajas como son: escasez de material para el injerto, se requiere
de un segundo sitio de cirugia, hay una pérdida sensorial del sitio donante y una potencial
formacion de neuroma. Debido a estos inconvenientes, los esfuerzos por reemplazar este
procedimiento se enfocan al desarrollo de un aloinjerto nervioso acelularque serviria
como andamio en la reparacion de estas lesiones y presenta algunas ventajas como por

ejemplo:facil disponibilidad, no crea una reaccion inmune y conserva la MECJ[41].

Se han descrito varios protocolos de descelularizacién para obtener un aloinjertoacelular,
uno de ellos es el uso de detergentes. Sondell y colaboradores mostraron que usando
una combinacion de tritbn X-100 y desoxicolato de sodio es posible lograr una
descelularizacion de un nervio ciatico de rata Sprague—Dawley[42]. En el presente
trabajo, la combinaciobn empleada de estos detergentes para descelularizar, que dio
mejores resultados fue de tritbn X-100 3% y desoxicolato de sodio 4% durante un periodo
de 15 dias. Mediante la tincion de H y E y la inmunohistoquimica para detectar MBP, fue
posible comprobar la eliminacion total de material celular. Olausson y colaboradores [43],
seflalaron que la eliminacion del componente celular en  cualquier
aloinjertodescelularizadoes crucial para evitar una reaccién inmune. En su caso,
Olausson realizé un trasplante de un aloinjerto de vena descelularizado, en el cual el

paciente no presentd ninguna reaccion inmune.
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La regeneracion axonal del sistema nervioso central (SNC) es mucho mas lenta que en el
sistema nervioso periférico (SNP), la principal causa de esto podria ser el retraso en la
limpieza de los restos de mielina, ya que contienen varios factores inhibitorios, por lo
tanto, su presencia podria obstaculizar la regeneracidbnaxonal[44]. Al eliminar la mielina
en el nervio descelularizado,estamos eliminando este efecto inhibitorio y propiciando de

manera mas eficiente la regeneracién axonal.

El aloinjerto nerviosodescelularizadoofrece un andamio para la regeneracion de los
axones y es un soporte para las células de Schwann, por lo tanto su MEC debe
conservarse en buen estado y no ser afectada por el tratamiento con los detergentes.
Con la tincién de TM se pudo observar la estructura de las fibras de colageno del nervio
tratado, las cuales resultaron similares a las del nervio control, sefialando que el
tratamiento empleado en este trabajo para descelularizar los nervios no afectd la
MEC.Wallis J. et al. [45] sefialan que es indispensable mantener la integridad de la MEC

para una adecuada recelularizacién.

En el nervio descelularizado se puede ver como la estructura de los axones si se vio
afectada por el proceso de descelularizacién. Sin embargo, su integridad parece
recuperarse después de las 9 semanas postrasplante. Salazar M., et al. [38] reportaron
gue cuando hay un dafiocausado por una neuropatia, los axones sufren una alteracion
por causa de la desmielinizacibnpero pueden restaurarse en la etapa de recuperacion si

hay condiciones adecuadas.

En lo que se refiere a la remielinizacion del nervio, se pudo ver que en el caso de los
grupos de autoinjerto y nervio descelularizado, la remielinizacion ain no alcanza el cabo

distal, esto puede deberse a que el tiempo de recuperacion no fue el suficiente para
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permitir dicho proceso, ya que en la mayoria de los estudios reportados, el tiempo
después del trasplantes es mayor a 4 meses, pero en nuestro caso fue solo de nueve

semanas.

Sin embargo, la remielinizacion en el nervio recelularizado es mayor significativamente
tanto en el cabo proximal como en el cabo distal en comparacion con el autoinjerto, que
es el estandar de oro en la reparacion de LNP. Esto puede deberse a la adicién de SC,
ya que éstas producen los factores de crecimiento que atraen a nuevos brotes axonales
gue crecen desde el tronco proximal hacia el distal ytambién proporcionan orientacion

estructural guiando la regeneracion de los axones en la direccion correcta[46].

En lo que se refiere al SFI, todos los grupos parecen notener una diferencia significativa
entre si. Sin embargo, el grupo de nervio descelularizado si presenta una diferencia
significativa entre el SFI de la semana 1 y el SFI obtenido en la semana 9. Cabe sefalar
gue en el grupo de nervio recelularizado solo se tiene una muestra de 2 ratas por lo que
se deberd aumentar la muestra para comprobar si existe una mejoria a lo largo del

tiempo, ya que este grupo fue el que mejor resultados tuvo en cuanto a la remielinizacién.

En base a los resultados obtenidos, se puede decir que los grupos de nervio
descelularizado y recelularizado tuvieron mejores resultados que el autoinjerto que es el

estandar de oro en la reparacion de LNP.
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CAPITULO VI

CONCLUSIONES

El tratamiento con detergentes triton X-100 3% y desoxicolato de sodio 4%
durante un periodo de 15 dias, permiti6 descelularizar y conservar la MEC del
nervio en buen estado, para su posterior uso como un aloinjerto eficiente en una

LNP en un modelo murino.

Se observo una mayor remielinizacion en el nervio recelularizado con drSCin vitro

mediante factores de diferenciacion.

En todos los grupos se observé una recuperacion en la integridad de los axones

después de un periodo de 9 semanas de recuperacion.

No se detectdé una diferencia significativa entre los grupos de autoinjerto o
recelularizado, en lo referente al SFI, sin embargo, el grupo de nervio

descelularizado si present6é una mejoria significativa a lo largo de las 9 semanas.
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CAPITULO Vil
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ANEXOS

1. DESHIDRATACION DE MUESTRAS FIJADAS

1.1 Deshidratacion de muestras fijadas.

1. Sumergir las muestras en alcohol etilico al 60% por 1h.

2. Transferir a alcohol etilico al 70%, 80% y 96%, dejar por 1h en cada uno de los

alcoholes.

3. Enseguida, transferir a alcohol etilico absoluto por 1h (dos cambios).

4. Trasferir a una solucion de etanol absoluto:xilol (1:1) por 1h.

5. Luego, a xilol por 1h (dos cambios)

6. Por ultimo, en parafina liquida por 1h (dos cambio).

2. DESPARAFINIZACION Y MONTAJE

2.1 Desparafinizacion de cortes incluidos en parafina

1. Colocar los cortes en la estufa a 60°C por 10 min.

2. Colocar los cortes en xilol por 5 min.

3. Pasar los cortes a una mezcla de xilol-etanol por 5 min.
4. Transferir a etanol absoluto por 2 min.

5. Transferir a etanol 96° por 2 min.

6. Enjuagar en agua destilada.
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2.2 Deshidratacion y montaje de los cortes ya tefiidos

1. Colocar los cortes ya tefiidos en etanol 96° de 10 a 20 seg. Y luego por 1min.

2. Transferir los cortes a etanol absoluto por 2min (dos cambios).

3. Colocar los cortes en mezcla de xilol-etanol por 3min.

4. Transferir los cortes a xilol por 2min (dos cambios).

5. Colocar una gota de entellan sobre el portaobjetos y sobre esta se colocar el

cubreobjetos, procurando no dejar burbujas entre ellos.

3. PREPARACION DE SOLUCIONES PARA LA

TINCION DE HEMATOXILINA Y EOSINA

3.1 Hematoxilina de Gil

Mezclar 730mL de agua destilada + 250 mL de etilenglicol + 2.0 g de Hematoxilina
anhidrida en polvo (si son cristales pesar 2,36 g) + 0.2 g de yodato de sodio + 17.6 g de
sulfato de aluminio + 2 mL de acido acético glacial. La solucién se prepara en el orden en
gue estan listados los reactivos y se mezclan con ayuda de un agitador magnético a

temperatura ambiente durante 1hr. Filtrar la primera vez antes de usar.

3.2 Eosina

Pesar 1 g de eosina amarillenta y disolver en 20 mL de agua destilada + 80 mL de
alcohol 96°. De ésta solucién concentrada, tomar una parte y agregarla en tres partes del
alcohol 80°. Antes de usar agregar 0.5 mL de acido acético glacial por cada 100 mL de

colorante preparado y agitar.
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3.3 Solucion de Alcohol-Acido (decolorador o decolorante)

Mezclar 1 mL de HCI concentrado + 99mL de alcohol 70°.

3.4 Solucién de Agua Amoniacal (Virador)

Mezclar 1mL de NaH,OH + 99 mL de agua destilada.

4. PREPARACION DE SOLUCIONES PARA LA

TINCION DE MARSLAND GLEE Y ERICKSON

4.1 Solucién de Nitrato de plata (AgNO3z) 20%
Pesar 6 g de AgNO;y disolver en 30 mL de agua desionizada para evitar la formacion de

precipitados de plata. Protegerla solucion de la luz.

4.2 Solucién de AgNOsamoniacal

Preparar 30 mL de AgNO;3;20% + 20 mL de etanol absoluto. A la solucion anterior se le
adiciona hidréxido de amonio (NH4OH) concentrado gota a gota hasta que se forme un
precipitado café, se sigue agregando NH,OH hasta que se disuelva el precipitado y

finalmente se agregan 5 gotas mas de NH,OH concentrado.

5. PREPARACION DE SOLUCIONES PARA LA

TINCION DE TRICROMICO DE MASSON

5.1 Solucién de Fucsina 4cida y escarlata de Biebrich.
Preparar 90 mL de escarlata de Biebrich acuosa 1% + 10 mL de fucsina 4cida acuosa 1%

+ 1 mL de acido acético glacial.
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5.2 Solucién de acidos fosfomolibdico y fosfotungstico.
Pesar 5 g de acidofosfomolibdico, 5 g de acido fosfotingstico y disolverlos en 200 mL de

agua destilada.

5.3 Solucién de azul de anilina

Pesar 2.5 g de azul de anilina, disolverlos en 100mL de agua destilada y agregar al final

2mL de acido acético glacial.

5.4 Solucién acuosa de acido acético al 1%

Mezclar 1mL de acido acético glacial en 99 mL de agua destilada

6. PREPARACION DE SOLUCIONES PARA LA TINCION KLUVER-BARRERA

6.1 Azul de luxol 0.1%
Pesar 0.1 g de azul de luxol, disolverlo en 100mL de etanol 96° y agregar al final 0.5mL

de acido acético glacial.

6.2 Violeta de cresilo 0.1%
Pesar 0.1 g de violeta de cresilo, disolverlo en 100 mL de agua destilada y filtrar (papel

filtro). Agregar al final 15 gotas de acido acético glacial al 10%.

6.3 Carbonato de litio 0.05% (p/v)

Pesar 0.05 g de Li,COgy disolverlo en 100 mL de agua destilada.



