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Resumen

El corazén es un drgano Unico que a partir del dia 22 de vida intrauterina comienza a
latir y no se detiene hasta la muerte. Sin embargo, durante la vida de una persona
puede manifestar alguna falla parcial o total. Para este caso, actualmente, solo existe
como solucidn el trasplante cardiaco. Adn con la reglamentacion de la Ley Justina, el
nimero de pacientes en espera de un trasplante cardiaco es elevado. La ingenieria de
tejidos brinda un nuevo enfoque y una potencial salida para estas personas en espera
de un d6rgano. En esta Tesis Doctoral se propuso desarrollar una matriz cardiaca
descelularizada de conejo, con una estructura tridimensional conservada, como un
andamio bioldgico para la recelularizacion. Se extrajo el corazéon y se descelularizo
usando una combinacién de agentes descelularizantes, se desinfectd y se evaluaron las
matrices obtenidas desde el punto de vista histoldgico, bioquimico, mecanico y de
citobiocompatibilidad. El resultado de las caracterizaciones determind que se obtuvo
un oérgano completo descelularizado y una matriz acelular desinfectada con una
ultraestructura 3D preservada. Se describié, ademas, que usando como agente
desinfectante el acido peracético, las propiedades mecdnicas de las matrices tratadas
fueron mejoradas comparada con el etanol, que es de uso mas difundido, sin alterar
sus propiedades biocompatibles.

Por otro lado, se aislaron con éxito células madre mesenquimales a partir de
lipoaspirados y se logré diferenciarlas en células de tipo cardiaco por estimulacién
guimica con 5-azaticidina como suplemento. Los resultados mostraron un aumento en
la concentracion de Troponina T cardiaca en las células estimuladas a los tiempos
estudiados, indicando que el uso de estas células mesenquimales indiferenciadas
obtenidas a partir de tejido adiposo adulto puede constituir una excelente opcidn para
la recelularizacion de bioandamios

Con la posibilidad de lograr una estimulacion mecdnica de las matrices bajo
condiciones que simulen la fisiologia propia del tejido cardiaco, se disefid, desarrollod e
implementéd un biorreactor de bajo costo, para controlar milimétricamente el
estiramiento ciclico de los andamios recelularizados. El equipo disefiado mostré un
correcto desempefio electrénico bajo condiciones de temperatura y humedad de
cultivo celular favoreciendo el acoplamiento electromecanico de las células a la matriz
alojada en los pocillos de estimulacién. Los resultados de la microscopia confocal,
mostraron una adecuada adherencia y supervivencia celular a las matrices segun
nuestro protocolo de estiramiento propuesto para la estimulacidn mecdnica de las
matrices recelularizadas con células previamente diferenciadas en condiciones
fisioldgicas.
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Abstract

The heart is a unique organ that from day 22 of intrauterine life begins to beat and
does not stop until death. However, in a person’s lifetime could fail partial or totally.
This last one case, the heart transplant is the medical treatment. But even with the
regulation of Ley Justina, the number of patients waiting for a new heart is high. The
tissue engineering may present a different and new approach to solve these demands.
It's proposed in this Thesis to develop a decellularized cardiac rabbit matrix with 3d
structure intact, so it can be used as a biological scaffold for new cardiac tissue. The
heart was extracted and decellularized using a combination of decellularizing agents,
then disinfected and it was histological, molecular, mechanical, and cyto-
biocompatible characterized. From these a whole decellularized heart and an acellular
matrix were gotten, they were disinfected, and the 3D ultrastructure was conservated.
The used of peracetic acid as a disinfected agent improved the mechanicals properties
without losing the biocompatility.

On the other hand, mesenchymal stem cells were isolated from adipose tissue
successfully, and cardiac-like cells were differentiated with the use of 5-azaticidine as a
supplement. This technique was measured as from the concentration of cardiac
Troponin in the stimulated cells, that it was higher than the control.

To achieving a mechanical stimulation on the matrix under physiological conditions, a
bioreactor was design, built and implemented, to monitor the cyclic stretch
millimetrically over the recellularized matrix. This prototype shows an excellent
electronic performance under cell culture temperature and humidity, facilitating the
electromechanical coupling of the cells. The results of the microscopy show a proper
adherence and cell survival in the matrix using our stretching protocol to stimulate
mechanically the recellularized matrix under physiological conditions.
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Abstrato

O coragdo € um 6rgdo Unico que a partir do 22° dia da vida intrauterina comeca a bater e
ndo para até a morte ou insuficiéncia cardiaca total. Neste ultimo caso, o transplante de
coracdo é o tratamento médico. Mas mesmo com a implementacdo de Ley Justina, o
numero de pacientes esperando por um novo coracdo € alto. A engenharia de tecidos pode
apresentar uma abordagem diferente e nova para resolver essas demandas. E proposto
nesta tese desenvolver uma matriz de coelho cardiaca descelularizada com estrutura 3d
intacta, para que possa ser usado como um andaime bioldgico para novo tecido cardiaco.

O coracdo foi extraido e descelularizado usando uma combinacdo de agentes
descelularizantes, depois desinfetado caracterizado e histolégico, molecular, mecanico e
cito-biocompativel. A partir destes, um cora¢do descelularizado e uma matriz acelular foram
obtidos, eles foram desinfetados, e a ultraestrutura 3D foi conservada. O uso do acido
peracético como agente desinfetado melhorou as propriedades mecanicas sem perder a
biocompatilidade.

Por outro lado, as células-tronco mesenquimais foram isoladas do tecido adiposo com
sucesso, e as células cardiacas foram diferenciadas com o uso de 5-azaticidina como
suplemento. Esta técnica foi medida a partir da concentracdo de Troponina cardiaca nas
células estimuladas, que era maior do que o controle.

Para alcangar uma estimulagdo mecanica na matriz em condicdes fisioldgicas, foi criado um
bioreator, construido e implementado, para monitorar o estiramento ciclico
milimetricamente sobre a matriz recelularizada. Este protétipo mostra um excelente
desempenho eletronico sob temperatura e umidade da cultura celular, facilitando o
acoplamento eletromecanico das células. Os resultados da microscopia mostram uma
adequada adesdao e sobrevivéncia celular na matriz usando nosso protocolo de
alongamento para estimular mecanicamente a matriz recelularizada em condi¢es
fisioldgicas.
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Introduccion

Corazon

Embriologia

El corazén embrionario es sumamente rudimentario, se origina a partir de un
tubo primitivo (Figura 1) con ondas peristdlticas como mecanismos de contracciodn,
gue se activan a partir del dia 22 de vida intrauterina. Este tubo cardiaco se divide en
cuatro cdmaras con una salida sistémica izquierda y una salida derecha que se encarga
de la circulacidon pulmonar [1]. El corazén desarrolla cuatro dilataciones sucesivas,
llamadas senos venosos, auricula, ventriculo y bulbo cardiaco. Este corazdn primitivo
va creciendo en el espacio que le cede la cavidad pericardiaca [2] (Figura 2).

Figura 1: Esquema de tubo primitivo embrionario. (3D Atlas of Human Embryology. New insights in human
development por Bernadette S de Bakker)

‘ Estadio de 4 somitos (embrion de 2 mm) aproximadamente a los 22 dias

Membrana bucofaringea Amnios

Encéfalo anterior

Arco aértico | izq.

wrco adrtico | der. . )
Tubo endocardico der. Encéfalo anterior

Amnios Comunicaciones entre tubos

endocérdicos izq. y der.

Tube endocérdico izq.

Miocardio
Cavidad
pericardica

Seno venoso izq.

Seno venoso der.
Intestino anterior

Venas umbilicales
der.

Aorta dorsal izq.

Ninnniin unmtul ' Nicanriin cantéal

Figura 2:Embrion de 22 dias, aproximadamente 2 mm[1]
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Anatomia

Morfologia externa

Una vez que el corazén completd su desarrollo y morfologia caracteristica, se
sitia en el mediastino de la cavidad toracica. Este es un compartimiento anatémico de
la region media del térax que esta limitada lateralmente por la cara interna de los
pulmones, hacia atras por la columna dorsal, hacia adelante por el esternén y hacia
abajo por el diafragma [3].

Figura 3: Ubicacion anatémica del corazon en el mediastino, con los érganos con quien se relaciona (Human
Anatomy Atlas. Argosy Publishing Inc.).

El corazdn tiene una forma de piramide triangular invertida, con base superior
en la cara posterior, el eje se dirige oblicuamente hacia adelante, a la izquierda y abajo,
finalizando en el vértice que se encuentra inclinado hacia adelante y a la izquierda [3].

Figura 4: Corazén normal y grandes vasos (Human Anatomy Atlas. Argosy Publishing Inc.).
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Configuracién interna
El corazén es un érgano muscular hueco, que en su interior tiene 4 cdmaras, 2
superiores llamadas auriculas y 2 inferiores o ventriculos (Figura 5).

Las auriculas tienen forma cuboides, se encuentran separadas por un tabique
intraauricular con paredes mads delgadas que los ventriculos, y conectados a ellos por
medio de valvulas, la bicuspide en el lado izquierdo y tricdspide en el lado derecho del
corazon.

En la pared inferior de la auricula derecha se determina una regidn triangular,
formada por la valvula de Tebesio, el tenddn de Todaro y la vdlvula tricuspide, llamado
triangulo de Koch donde se encuentra el nédulo auriculo-ventricular, actor importante
en la fisiologia cardiaca.

Figura 5:Configuracion interna del corazon (Human Anatomy Atlas. Argosy Publishing Inc.).

Los ventriculos, por su lado, tienen las paredes mas gruesas que las
auriculas siendo el ventriculo izquierdo de mayor grosor que el ventriculo derecho.
Esto se debe a las diferentes presiones que debe vencer para bombear la sangre.
Internamente cada ventriculo presenta salientes musculares denominadas pilares, que
se diferencian en 3 tipos. Los de primer orden, o musculos papilares contienen cuerdas
tendinosas que se fijan a las valvulas auriculoventriculares para evitar la inversion
durante su cierre. Los de segundo orden son fasciculos musculares que se fijan al
borde libre de la valvula y, por ultimo, los de tercer orden son eminencias de la pared,
suelen ser muy numerosas en la zona del vértice del corazén, cuya la funcién es evitar
la coagulacién de la sangre en los ventriculos [3].
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Irrigacion del corazén

El corazén se encuentra irrigado por dos arterias colaterales de la aorta, las
arterias coronarias derecha e izquierda (Figura 6). La arteria coronaria derecha recorre
e irriga a la auricula como al ventriculo derecho. La arteria coronaria izquierda por su
lado se divide en 2 ramas terminales, la circunfleja que irriga la base del corazén vy la
descendente anterior o arteria interventricular anterior que irriga la cara anterior del
corazon. De ellas se desprende todo el arbol vascular que irriga el corazén, mediante
ramas colaterales que llegan hasta lo mas intimo del musculo cardiaco(3].

Figura 6: Irrigacion del corazon (Human Anatomy Atlas. Argosy Publishing Inc.).

Inervacion del corazén

El corazdn se encuentra inervado por un plexo vegetativo mixto llamado plexo
cardiaco, este contiene fibras de nervios cardiacos simpaticos y parasimpaticos. Las
descargas de nervios parasimpaticos van a tener un efecto de disminucion de la
frecuencia cardiaca, conocida como bradicardia, estos nervios son fibras nerviosas del
X par craneal, el neumogastrico. Una acciéon de los nervios cardiacos simpaticos
produce un aumento en la frecuencia cardiaca o taquicardia. [3]

Sistema cardionector o de conduccién

El sistema cardionector consiste en un conjunto de células musculares
especializadas situada en el interior del musculo cardiaco (Figura 7), cuyo objetivo es
asegurar la propagacioén de la contraccidon del miocardio y al mismo tiempo coordinar
las contracciones de las diferentes etapas del musculo cardiaco.
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Figura 7: Sistema Cardionector (Human Anatomy Atlas. Argosy Publishing Inc.).
Este sistema se encuentra formado por:

° Nédulo sinusal: situado en la pared posterior de la auricula derecha,
tiene forma de huso.

° Nédulo auriculoventricular: ubicado en la parte inferior de la auricula
derecha, en el tridngulo de Koch, se encuentra conectado al nédulo sinusal por 3
bandas internodales.

° Haz de His: nace en el ndédulo auriculoventricular, se divide en dos
ramas, una derecha y otra izquierda, ambas terminan ramificAndose en la base de los
pilares de primer orden formando la red de Purkinje. [3]

Histologia
Si bien el corazén estd compuesto de multiples tejidos, se analizard el musculo
cardiaco propiamente dicho.

La organizacion estructural de la pared del corazén es continua en las auriculas
y los ventriculos. La pared se encuentra compuesta por tres capas (Figura 8):

° Epicardio: Se dispone en una sola capa de células mesoteliales, asi como
de tejido conjuntivo y adiposo.

° Miocardio: estd formado por musculo cardiaco, el miocardio en las
auriculas es sustancialmente mas fino que en los ventriculos debido a la mayor presién
gue debe ejercer el ventriculo al bombear sangre a través de las circulaciones
pulmonar y sistémica.

° Endocardio: es una capa interna endotelial que forma el revestimiento
interno de las auriculas y los ventriculos.
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Miocardio Epicardio
Endocardio

Pericardio

+— Tejido adiposo

aorta +— Hoja visceral

de la serosa pericardica

1 Hoja parietal
de la serosa pericardica

Auricula +— Pericardio fibroso

derecha — T —___

b:]/ Cavidad peric
Ventriculo derecho /

Pericardio

ardica

Figura 8: Capas del corazon y pericardio[4]

El muasculo cardiaco es un tipo muscular estriado especial con la disposicidn de
los filamentos contractiles de las células musculares cardiacas exhibiendo estriaciones
transversales macroscépicas evidentes. Ademas, las fibras cardiacas presentan bandas
cruzadas bien coloreadas, llamadas discos intercalares, que atraviesan las fibras de
modo lineal. Estos discos intercalares son sitios de adhesién especializados entre
células contiguas, de esta forma las fibras musculares cardiacas estdn compuestas por
numerosas células cilindricas dispuestas extremo con extremo, Asimismo, algunas
células musculares cardiacas en una fibra pueden unirse con dos o mas células a través
de los discos intercalares. En microscopio se observan como una estructura lineal, bien
coloreada orientada transversalmente respecto a las fibras musculares (Figura 9). El
elemento principal de estos discos son las uniones de hendidura, estas proporcionan
continuidad idnica entre las células contiguas permitiendo que la informacion pase de
una célula a otra. Este rapido intercambio hace que las fibras musculares actien como
un sincitio.

LS LULL
U

;

[

Figura 9: Esquema de musculo cardiaco corte longitudinal[5]
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Fisiologia

El corazén actla como una bomba aspirante e impelente, primero ocurre un
evento eléctrico, es decir, una despolarizacién de las membranas de los cardiomiocitos
gue precede al evento mecanico o la contraccion muscular propiamente dicha [5].

Corazodn eléctrico

Como de describio anteriormente en el interior del miocardio existe un sistema
llamado sistema de conduccidon que comienza en el ndédulo sinusal, se conecta por tres
haces al nddulo auriculoventricular, este por medio del haz de His, sus ramas derecha
e izquierda y la red de Purkinje llega a ambos ventriculos. El nédulo sinusal tiene una
particularidad propia, sus células tienen la capacidad de autoexcitaciéon, como esta
frecuencia de excitacion es mayor es quien comanda y actla como un marcapasos
natural. Una vez que el nédulo sinusal inicid el proceso de despolarizacién, se propaga
por toda la masa de fibras musculares auriculares hasta llegar al nédulo
auriculoventricular, una vez alli el impulso presenta un ligero retraso en la conduccidn,
gue permite el llenado de sangre en los ventriculos. La causa de este retraso es la
disminucion de uniones en hendidura entre las células de las vias de conduccion.
Posteriormente, el impulso sigue viajando por el haz de His hacia los ventriculos por
medio de la red de Purkinje. Este es un sistema especializado en la conduccién rapida,
para poder llegar casi instantdneamente a todo el musculo ventricular (Figura 7)[5].

Corazdn mecanico

El corazdn mecanico estd formado por dos bombas en serie y separadas: un
corazon (o bomba) derecho que bombea sangre a la circulaciéon pulmonar y un corazén
izquierdo que bombea sangre a la circulacion sistémica. Las auriculas actian como
bomba de cebado de los ventriculos y estos son los que aportan la principal presién
para poder impulsar la sangre hacia los distintos tipos de circulacién [5].

El ciclo cardiaco

El ciclo cardiaco estd formado por un periodo de relajacién que se denomina
diastole, seguido por un periodo de contraccién denominado sistole. En la Figura 10
podemos observar el grafico que relaciona la presidon y el volumen del ventriculo
izquierdo a lo largo del ciclo cardiaco. Desde A comienza el periodo de llenado, la
sangre va pasando de la auricula izquierda al ventriculo del mismo lado. En B se
produce el cierre de la valvula mitral o bicuspide y comienza la fase de la contraccién
isovolumétrica, en esta etapa el volumen no se modifica debido a que todas las
valvulas se encuentran cerradas, pero la presion interna del ventriculo aumenta hasta
igualarse a la presién en la aorta. Una vez igualadas las presiones la valvula aértica se
abre (C) y comienza la eyeccién de la sangre con la consiguiente disminucion del
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volumen y un aumento de la presion hasta aproximadamente 120 mmHg. Finalmente,
en (D) la presion dentro del ventriculo es menor a la de la valvula adrtica que se cierra
y comienza el periodo de relajacion isovolumétrica donde la cantidad de sangre que
gueda dentro del ventriculo es minima y la presidn poco a poco va bajando a niveles
proximos a 0 mmHg hasta que se abre de nuevo la vdlvula mitral y comienza el ciclo
nuevamente. El drea coloreada representa la presidon por volumen, es decir el trabajo
cardiaco externo neto del ventriculo durante su contraccién [5].

Periodo de
eyeccion

120 —
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sistélico final TE

=)
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Figura 10: Ciclo cardiaco(Fisiologia humana, Fernandez-Tresguerres)

Fisiopatologia cardiaca.

Las enfermedades cardioldgicas es la causa principal de muerte a nivel mundial
(Figura 11) y aproximadamente una de cada cuatro muertes en los Estados Unidos, es
decir 1 cada minuto, o 520 mil muertes por afio. En Argentina en el afio 2018 se
registraron mds de 61 mil muertes relacionadas con enfermedades cardiacas, que
constituye el 18% de las muertes totales. Para EE. UU., el impacto econdmico anual de
este tipo de enfermedades excede los 200 mil millones de ddlares, el cual mas de la
mitad se encuentra destinado a enfermedades isquémicas cardiacas. Ademas,
aproximadamente, un tercio de esas muertes son denominadas “prematuras” ya que
ocurren a personas menores de 75 afios, por lo tanto, existe una carga econdmica
adicional debido a la pérdida de productividad en una persona econdmicamente
activa.
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A pesar de amplio rango de enfermedades que pueden afectar el sistema
cardiovascular se puede comprender la fisiopatologia cardiaca a través de seis
mecanismos principales:

° Falla de la bomba: es la situacién mas comun, el musculo cardiaco se
contrae débilmente y las cdmaras no pueden evacuarse correctamente, o no se relajan
correctamente, por lo tanto, no se permite un llenado ventricular correcto.

° Obstruccion del flujo: Es una lesidn que previene que las valvulas se
abran o cause un aumento en la presion ventricular, lo que puede aumentar el trabajo
cardiaco del miocardio para poder vencer a la obstruccion.

° Flujo regurgitante: Patologia de las valvulas que permiten que el caudal
de cada contraccién vuelva hacia la cavidad, lo que provoca una sobrecarga de
volumen y una reduccién del flujo anterdgrado.

° Cortocircuitos, o también llamado Flujo derivado: es flujo anémalo de
sangre bien de derecha a izquierda (que elude los pulmones) o de izquierda a derecha
(que provoca una sobrecarga de volumen).

° Trastorno del sistema de conduccidén: impulsos descoordinados o
bloqueados que pueden causar contracciones lentas o evitar un bombeo eficiente.

° Rotura de grandes vasos: que producen una pérdida de la continuidad
de la circulacién normal[6].

Number of deaths by cause, World, 2019

« Change country

Cardiovascular diseases I 15,56 million
Cancers 10.08 million
Respiratory diseases I > 57 million
Digestive diseases EEE—_—— 2 .55
Lower respiratory infections

Dementia | 1

Diabetes N 1

Diarrheal diseases N 1
Liver diseases N 1.4

Kidney disease i 1.4

Road injuries i 1
Tuberculosis . 1

HIV/AIDS m 363

Suicide 1N

Malaria |l

Homicide

Parkinson's disease |
Nutritional deficiencies
Drowning §
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Hepatitis | 7

Poisonings | 7
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Natural disasters | 6
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Figura 11: Causas de muerte a nivel mundial afio 2019 (OurWordinData.org).
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Insuficiencia cardiaca

Se define como la alteracién funcional del corazén para mantener el gasto
cardiaco suficiente para cubrir las necesidades metabdlicas del cuerpo o bajo
presiones de llenado elevadas. Es el punto final comin a muchas formas de
cardiopatias, que tipicamente tiene una prognosis pobre. En los Estados Unidos, mas
de 5 millones de individuos se encuentran afectados a dicha patologia, lo que significa
mas de 1 millén de hospitalizaciones anuales, la mitad de los pacientes mueren dentro
de los 5 afios del diagnéstico y la poblacidn patoldgica representa una carga financiera
de 32 mil millones de ddélares. Para nuestro pais el afio 2018 hubo casi 23 mil
defunciones, representando el 37% de las defunciones de origen cardiaco.

Cardiopatia congénita

Este grupo de patologias se refieren a anomalias cardiacas o de los grandes
vasos presentes en el nacimiento, la mayoria atribuible a un desarrollo embrionario
defectuoso durante las semanas 3 y 8 de gestacién. En Argentina, las malformaciones
congénitas cardiacas representaron el 0,36% de las defunciones de enfermedades
cardiacas en 2018.

Cardiopatia hipertensiva
Es un mecanismo adaptativo del corazén como respuesta a la hipertensién, que
causa sobrecarga de presidn e hipertrofia ventricular.

Cardiopatia valvular

La enfermedad cardiaca valvular se produce por una estenosis, insuficiencia o
ambas razones. La gravedad va a variar en funcién del tipo de vdlvula afectada, el
grado de deterioro, de los cambios compensadores y las enfermedades preexistentes.

Cardiopatia Isquémica

Esta cardiopatia comprende multiples sindromes con una fisiopatologia similar
a la isquemia miocardica, es decir, un desequilibrio entre la demanda cardiaca y el
aporte vascular de sangre oxigenada. Las consecuencias son el aporte inadecuado de
oxigeno, de nutrientes y una menor depuracidén de los metabolitos. En EE.UU., la
cardiopatia isquémica causa mdas de 400.000 muertes al afio y, en los paises
desarrollados, la cifra llega a los 7 millones anuales. En Argentina, representaron casi el
29% de los casos de patologias cardiacas durante el afio 2018, siendo en el mayor
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porcentaje de casos debido a la reduccidn del flujo sanguineo coronario secundario
mas que a una enfermedad vascular aterosclerdética.

Entre los sindromes isquémicos, el mas comun es el infarto del miocardio, que
se define como una necrosis del musculo cardiaco como resultado de una isquemia
prolongada. La causa principal se debe a una aterosclerosis en las arterias coronarias
gue puede presentarse a cualquier edad, aunque la frecuencia de aparicion aumente
con la edad y con el aumento de los factores de riesgo (historia familiar, hipertension,
tabaquismo, hipercolesterolemia, diabetes, entre otros).

Ingenieria en Tejidos
Definicion

En octubre de 1987, Allen Zelman, director del programa Bioingenieria e
investigacion para ayuda a los discapacitados, preparé un borrador para una
convencién sobre ingenieria en tejido en donde la definiria como,

“una nueva iniciativa interdisciplinaria, la cual tiene el
objetivo de cultivar tejido u 6rganos directamente de una sola célula
tomada de un individuo. “ [7]

Este concepto fue rapidamente puesto en discusién debido a la complejidad de
la produccién de los érganos complejos, esto seria demasiado ambicioso como un
punto de inicio.

Fue hasta febrero del afio siguiente en donde Zelman, Heineken y Bruley en un
workshop del Hotel Granlibakken en California, se pusieron de acuerdo en una nueva
perspectiva:

“La ingenieria en tejidos es la aplicacion de principios y
metodologia de la ingenieria y la biologia con el objetivo de entender
la relacion entre estructura y funcion en condiciones normales y
patoldgicas en los tejidos y en el desarrollo de sustitutos bioldgicos
para restaurar, mantener o mejorar la funcion de los tejidos “.[7]

El punto basico en esta definicion involucra el uso de células vivas junto con su
producto extracelular en el desarrollo de sustitutos biolégicos para el reemplazo de
implantes internos.
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En 1992 durante un simposio en la Universidad de California, Los Angeles sobre
ingenieria en tejidos, Eugene Bell definid la ingenieria en tejidos en término de una
lista de objetivos:

1. Proveer prétesis o reemplazos para el cuerpo humano

2. Proveer partes de reemplazos acelulares capaces de inducir la
regeneracion

3. Proveer modelos similares a tejidos u érganos poblado con células para
investigacion basica y aplicada.

4. Proveer vehiculos de células para distribuciéon en el resto del organismo.

Otro término que resalta en el estudio de la ingenieria en tejidos es la medicina
regenerativa, el cual en muchos trabajos se utilizan indistintamente. A pesar de ser
usado como un sindnimo, William Haseltine utiliza este término de un punto de vista
mas clinico orientado al futuro de la medicina, en donde enfatiza la construccién in
vitro de drganos humanos para la implantacion, que usan materiales biocompatibles
especializados, moléculas de sefializacién y células adultas humanas [7].

Necesidad actual (Area de vacancia)

El Instituto Nacional Central Unico Coordinador de Ablacién e Implante
(INCUCAI) establece en sus memorias anuales que los trasplantes realizados son
insuficientes para cubrir las necesidades reales, a pesar de la reciente sancién de la ley
Justina de donacidn y trasplante de 6rganos (Ley 27.447). Esta reglamentacion resulté
ser una poderosa herramienta que generd un impacto altisimo en materia de donacién
de odrganos, fortalecié el sistema, simplific6 procesos y ayudd a posicionar la
trasplantologia de nuestro pais como referente de la region. Sin embargo, la escasez
critica de drganos de donantes conduce a una mayor morbi-mortalidad de miles de
pacientes cada afio. En nuestro pais, seglin los datos en tiempo real del INCUCAI el
total de pacientes que esperan por un trasplante es de 10163 al 08/04/2022 segun los
datos consignados en el Sistema Nacional de Informacién de Procuracién y Trasplante
de la Republica Argentina (SINTRA). De esa lista, 140 esperan por un reemplazo
cardiaco, 5 por un trasplante cardiopulmonar y 2 por un cardiorenal [8].

Los datos presentados nos reflejan que a pesar de la generosidad de los
donantes, la aplicacion de las leyes y los esfuerzos asistenciales no han podido cubrir
hasta el presente las necesidades de la poblacién que crece a un ritmo exponencial.
Por lo tanto, la insuficiencia de érganos para trasplante constituye un problema de
salud prioritario que nos lleva a encontrar soluciones alternativas para restablecer la
calidad de vida de los pacientes afectados. Sin tener en cuenta todos aquellos
pacientes que si bien tienen la posibilidad de recibir un érgano cargan con el riesgo de
rechazo croénico y la morbilidad asociada a un régimen permanente de la terapia
inmunosupresora. Aunque se han hecho avances importantes en el desarrollo de la
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ingenieria de tejidos tales como el desarrollo de vasos sanguineos [9], vejiga urinaria
[10] y traquea [11] ninguno de estos tejidos requiere una red vascular intacta que se
pueda conectar a la circulacidon del huésped en el momento de la implantacién.
Organos como el corazén, los pulmones y el higado requieren de este tipo de aporte
vascular inmediato. Por lo tanto, una estrategia exitosa de la medicina regenerativa
para el reemplazo de todo el dérgano representaria un enorme avance en el
tratamiento de pacientes con enfermedad organica terminal.

Triada de ingenieria de tejidos

Alrededor de los afos 90, la ingenieria en tejidos se propuso la idea de
reconstruir dérganos como alternativa a aplicaciones terapéuticas farmacoldgicas
convencionales. Esta disciplina se basa en el uso de andamios tridimensionales que
proporcionan el sustrato adecuado para la regeneracidon de tejidos y érganos. Estos
andamios son sembrados con células y ocasionalmente con factores de crecimiento, y
pueden estar sometidos a estimulos biofisicos en un biorreactor. La combinacién de
células, andamios y factores bioquimicos (sefales extracelulares y factores de
crecimiento) se suele denominar triada de la ingenieria de tejidos [12].

Andamios naturales

Un gran nimero de andamios tridimensionales han sido fabricados a partir de
materiales bioldgicos naturales, principalmente colageno y alginatos a partir de
mezclas de matrices extracelulares obtenidas naturalmente como la marca comercial
Matrigel® o matrices extracelulares de drganos descelularizados. Estos andamios seran
descriptos a continuacidn:

Coldgeno

El colageno es el componente predominante en la matriz extracelular del
miocardio y ha sido usado como matriz para estudios electrofisioldgicos y mecanicos
del miocardio desde el principio de los afios 90 [13][14]. Una propiedad interesante del
musculo cardiaco de hidrogel a base de colageno es que reproduce algunas
propiedades de contractibilidad del miocardio nativo [15], [16]. El hidrogel a base de
esta proteina se ensayd en un andamio de colageno que contenia células madre
mesenquimales en su interior con la finalidad de ser un medio de entrega de células en
un modelo de infarto de miocardio de rata. Los andamios de colagenos también se han
usado como entrega de factores de crecimiento endotelial [17] de esta forma se pudo
promover el crecimiento vascular en el tejido infartado [17]. Los avances en el
desarrollo de tejido miocardicos a base de colageno apunta a que las plataformas que
se desarrollen tengan propiedades biomiméticas, es decir, que incorporen
estimulacion eléctrica [18] y mecdnica [15].
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Alginato

Los alginatos son los polisacaridos mas abundantes presentes en las algas
marinas pardas, comprendiendo hasta un 40% de su peso seco. Son los componentes
estructurales que forman la pared celular brindando elasticidad, flexibilidad y la
capacidad de enlazar agua. En su estado natural, los alginatos se presentan como una
mezcla de sales de cationes que comunmente se localizan en el agua de mar,
principalmente Ca*?, Mg*? y Na*. Las proporciones en las que estos iones estdn unidos
al alginato dependen de su composicidn, asi como de la selectividad de enlace de los
cationes alcalinos por el alginato [19].

Landa y cols (2008), inyectaron un hidrogel a base de alginato, libre de células
en infartos recientes (7 dias) y antiguos (60 dias), lo cual proveyé un andamio
temporario que atenudé el remodelado cardiaco adverso y mejord la contractilidad.
Estos beneficios fueron comparables y en algunos casos superiores con los obtenidos a
un trasplante de cardiomiocitos neonatales en el tejido cicatrizal [20]. La capacidad de
angiogénesis pudo mejorar con la integracidon de arginina-glicerina-asparragina en el
hidrogel de alginato [21], ademas, se observaron resultados similares en los andamios
de alginato con factor de crecimiento-1 tipo insulina [22].

Matrices de corazdn descelularizado

Los primeros descubrimientos relacionados en la produccién de tejido
especifico de Matrices Extracelulares (MEC) fueron reportados entre 1970 y 1980 [23].
A pesar de estos esfuerzos, no fue hasta 10 afios después que Badylak y cols (1995)
lograron generar pequefias matrices acelulares de submucosa intestinal mediante la
remocion mecanica del tejido mesentérico [24]. Dichas matrices demostraron tener
capacidad benéfica para la reparacion de tenddn de Aquiles en modelo animal canino
[24]. Se obtuvieron resultados prometedores en metodologias de descelularizacion
sobre tejidos simples como piel [25], tejido vascular [26], vdlvulas cardiacas [27] y
vejiga [28] en la generacion de andamios bioldgicos para aplicaciones biomédicas
como alternativas al uso de andamios sintéticos.

En el afio 2008, Ott y cols (2008) descelularizé un corazén de rata completo
mediante perfusion retrégrada de diferentes agentes quimicos y enzimaticos. Esto
representd un gran logro en el campo de la ingenieria en tejidos y significé el principio
de la era del desarrollo de la descelularizacién de 6rganos completos [29]. En afios
posteriores, distintos grupos de investigacion continuaron enfoques similares,
reportando la posibilidad de obtener andamios completos de matriz extracelular
descelularizada (dMEC) de diferentes o6rganos incluyendo higado[30], corazén[31],
pulmones[32], y rifiones [33].
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La composicidon y ultraestructura de la dMEC se encuentra en constante cambio
por las células residentes que remodelan dependiendo de la demanda metabdlica y
mecanica del tejido, este concepto es conocido como “reciprocidad dindmica” [34].
Este mecanismo puede estar alterado durante una enfermedad o lesidn, llevando a
modificar la composicion y las propiedades biofisicas de la MEC, y con consecuencias
finales en la funcién del érgano.

En general, el andamio de dMEC provee una compleja combinacidon de
especificidad de sitio, de sefiales bioquimicas y mecdnicas, sobre las cuales se
hipotetiza que estas guian la adhesién, la proliferaciéon y la diferenciacién celular
durante la recelularizacion [35].

Ventaja de las dMEC

° Preservacion de la ultraestructura y composicién que induce
favorablemente a la organizacién y remodelacion del tejido [29],[36], [37].

° La dMEC mejora el comportamiento celular, es decir la adherencia, la
migracion y la diferenciacién celular [29],[36], [37].

° La dMEC no produce rechazo inmunolégico ya que sus componentes se
preserva a través de las especies [38], [39].

° La dMEC conserva propiedades mecanicas, similares a su contraparte
nativa [36], [37],[29], [40]

Fuente de células

Para desarrollar un tejido cardiaco se necesitan tres tipos de poblaciones
celulares, que se encuentran en mayor proporcién en el corazén: células de musculo
liso, células endoteliales y cardiomiocitos. Hasta entonces la forma de obtener estas
células fueron a partir de explantes alogénicos o fuentes autdlogas, de los cuales se
obtienen cardiomiocitos de células madres para ser usadas en los distintos ensayos
clinicos, con el objetivo de mejorar la funcién cardiaca [41].

Cardiomiocitos

El volumen del corazén, en su mayor parte estd conformado por
cardiomiocitos, por lo tanto, el primer enfoque estuvo basado en la obtencién y
aislacion de los cardiomiocitos [42]. Los cardiomiocitos fetales y neonatales tienen una
mejor tasa de supervivencia respecto a los cardiomiocitos adultos, debido a que la tasa
de replicacidon in vitro es mayor en los primeros, asimismo se observd que pueden
ayudar a curar la escara causada por el infarto del miocardio [43].
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Células madre

Las células madre son aquellas células que tienen propiedades clonogénicas, de
autorrenovacion y la capacidad de diferenciarse en multiples linajes. Estas células las
podemos encontrar desde etapas embrionarias hasta en drganos y tejidos adultos y
muy especializados. Las células madre son la base de los organismos multicelulares,
tiene la potencialidad de diferenciarse en un amplio rango de células adultas [44]. La
totipotencialidad de las células madre a pesar de ser una de las caracteristicas mas
distintivas, se observa solamente en etapas embrionarias, a medida que el organismo
va desarrollandose las células madre tienen la capacidad de multipotencialidad y
guardan una plasticidad para diferenciarse en otra célula [45].

Células madre pluripotenciales

Por lo general, estas células madre son células indiferenciadas que se pueden
autorrenovar con la capacidad diferenciarse en multiples linajes. Entre ellas, incluye las
células madre embrionarias (ESCs, por sus siglas en ingles) que son pluripotentes, es
decir, que tienen la capacidad de poder diferenciarse en las tres capas germinales,
ectodermo, mesodermo y endodermo. Las ESCs han demostrado tener un gran
potencial cardiogénico, en un cultivo de blastocitos, por lo que fueron evaluadas como
una alternativa a la falla cardiaca [46]. Pocos estudios llevados a cabo en modelos
animales demostraron una mejora en la funcién cardiaca [47]. Sin embargo, las ESCs
presentan algunas contradicciones a nivel ético y bioldgico en la actualidad. La
pluripotencialidad es responsable de la formacién de teratomas y la causa natural de
los rechazos de los injertos alogénicos que limitarian las aplicaciones clinicas [48].

Célula madre pluripotentes inducidas (iPSC)

Takahashi y cols(2006) describieron por primera vez a las células madre
pluripotentes inducidas (iPSC, por sus siglas en inglés), esto lo lograron a partir de
fibroblastos de ratén adulto a través de la transduccidon de factores definidos [49].
Desde entonces la metodologia de produccion de las iPSC y su diferenciacidn en células
cardiacas han evolucionado rapidamente. Se ha demostrado que las células cardiacas
obtenidas por medio de diferenciacién en iPSC poseen funcionalidades similares a las
células cardiacas nativas [50]. Ademas, estudios han revelado que modelos animales
con insuficiencia cardiaca, obtienen beneficios en la funcién cardiaca al injertar células
cardiacas obtenidas por medio de la diferenciaciéon de iPSC [51], [52]. Lewandoski y
cols (2017), implantaron un parche recelularizado con cardiomiocitos derivados de
iPSC, fibroblastos embrionarios de ratén y células endoteliales, en un modelo de
isquemia cardiaca de ratén. Cuatro semanas después de la implantacién, observaron
un aumento en el numero de la neovasculatura en el corazén, como asi también una
mejora en la funcidn cardiaca observada en ecocardiografia [51]. Mauritz y cols(2011),
utilizando un modelo animal similar para evaluar una inyeccién intramiocdardica de
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iPSC, obtenidas a partir de células Flk-1+, reportaron una mejora en la fraccién de
eyeccion ventricular izquierda y prevencién de remodelado ventricular comparado con
aquellos ratones controles [52]. Sin embargo, algunos autores han descrito que la
pluripotencialidad de las iPSC ha mostrado potencial teratégeno, ademas de la baja
productividad y un bajo grado de reproducibilidad en la metodologia [48], [53].

Células madre Multipotentes

El organismo adulto posee varios tipos de células capaces de diferenciarse en
una de las capas germinales, que son las llamadas células madre multipotentes. Entre
ellas y para la ingenieria de tejidos cardiaca, los mioblastos esqueléticos fueron los
primeros en ser propuestos para reparaciones cardiacas, ya que presentaban
numerosas ventajas, como ser autdlogos, de facil obtencién por medio de biopsia
muscular, y con una gran velocidad en la amplificacidon in vitro. Sin embargo, estas
células demostraron diferenciarse en miocitos esqueléticos en vez de cardiomiocitos
[47]. Ademas, se observd que la falta de acoplamiento electromecdanico causaba
arritmias y un bajo nivel de implantacién [54].

Las células mononucleares de médula désea se han usado en numerosos
ensayos clinicos [55]. Un Meta-andlisis sobre el uso de estas células en modelos
animales de accidente cerebro vascular isquémico demostraron consistentemente
beneficios sobre la estructura y funcién del ventriculo izquierdo [55].

Las células madre mesenquimales (MSC, por sus siglas en inglés) pueden ser
obtenidas a partir de médula ésea, cordén umbilical o tejido adiposo. Estas células,
descriptas hace 40 afios [56], son la mas usadas para regeneracidon cardiaca. En los
ultimos anos, la upregulation de factores de transcripcidon cardiaca que han sido
determinados, mejoran el potencial regenerativo. El ensayo clinico “Cardiopoietic stem
Cell therapy in hearth failure”(C-CURE) involucré 48 pacientes con insuficiencia
cardiaca crénica, en el cual se demostré la seguridad y factibilidad de las MSC
autdlogas [57].

Células Madre mesenquimales derivadas de tejido adiposo

Las células madre derivada de tejido adiposo (AdSC, por sus siglas en inglés)
ofrecen una gran capacidad terapéutica con una capacidad de potencialidad similar a
otras células multipotentes [58], [59]. Numerosos datos clinicos, testearon con éxito
las AdSC en reparaciones musculares esqueléticas, esclerosis multiple, infarto del
miocardio y mas[58]. Por lo tanto, las AdSC parecen ser la opcidon mas prometedora
para terapias de enfermedades cardiovasculares [60].

Zuk y cols (2002), publicaron que las AdSC son una fuente prometedora de
células madre multipotentes mesodermales. Estas se obtienen por medio de
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lipoaspirados tratados con colagenasa para obtener la fracciéon de estroma vascular,
estas células también derivadas del proceso de lipoaspirado retienen la capacidad
multipotente de diferenciacién [59]. Estas células madres derivadas de tejido adiposo
pueden ser diferenciadas in vitro en diferentes linajes, dependiendo del medio de
cultivo[61], por ejemplo si se suplementa con 5-azacitidina [62] o con angiotensina Il
[63] para inducir la diferenciacion en cardiomiocitos, otra metodologia es la
transfeccion del gen TBX18 para diferenciar las AdSC en células marcapasos [64]. Por lo
tanto, las AdSC tiene la capacidad inherente de diferenciarse en numerosos tipos
celulares propios del sistema cardiovascular [60].

Las células madre mesenquimales derivadas de tejido adiposo, médula ésea, y
corddn umbilical poseen los mismos marcadores antigénicos de superficie [65]
aunque las proteinas caracteristicas de la divisién celular cardiaca son expresadas
preferencialmente en las AdSC, sugiriendo que estas tiene un mayor potencial
proliferativo [65]. La funcionalidad de las AdSC no estan limitadas Unicamente a la
diferenciacidon exitosa, sino también a los efecto paracrinos, ya que secretan factores
de crecimiento como el vascular endotelial [66] y otros [60].

Sefiales celulares

Las sefiales son un vértice importante en la triada de la ingenieria de tejidos, ya
gue las caracteristicas del funcionamiento de cada célula estdn determinadas por
claves, o sea estas sefiales, las cuales forman parte del microambiente tisular. Todas
estas sefiales trabajan de una forma orquestada, compuesta por moléculas solubles,
sustratos /matrices extracelulares en donde las células se adhieren, contacto célula-
célula y las fuerzas fisicas (eléctrica/mecanica) del microambiente celular donde
residen.

Factores de crecimiento

Los factores de crecimiento han sido ampliamente usados para controlar el
microambiente tisular. Estos factores son polipéptidos secretados por células, que se
unen a los receptores de superficie celulares para ayudar a regular funciones como,
supervivencia, migracién, crecimiento, diferenciacién, replicacidn y angiogénesis [67]-
[68]. Los factores de crecimiento que se incorpora en los andamios ayudan a proteger
el tejido de la degradacion con una mayor predisposiciéon a las células del
microambiente, evitando que las mismas se propaguen fuera del tejido. Estos tipos de
andamios pueden reclutar a células mas facilmente, influir el destino del tejido y con
mas probabilidad de provocar una respuesta celular [69]-[71].
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Estimulacion eléctrica

El corazén bombea continuamente bajo el control de células marcapaso en el
nodulo sinusal. Los constructos cardiacos también podrian latir espontaneamente,
pero a frecuencias muy variadas e irregulares. Se ha reportado que la siembra de
células cardiacas en andamios de Matrigel® con estimulacién eléctrica durante 8 dias
mejord la orientacidn celular, la estructura y la funcién del tejido [18], [72].

Estimulacion mecdnica

Ha sido demostrado que la estimulacién mecanica es crucial para alinear y
madurar los cardiomiocitos como se observa en numerosos estudios de tejido cardiaco
a base de hidrogel. La forma mas facil de deformacidn es la tensién estatica, la cual
puede obtenerse por diversas técnicas a partir del tejido cardiaco fijado a dos varillas
de vidrio [16], o un anillo alrededor de una varilla central [73], o un molde tubular
alrededor de un mandril [74] o una tira entre dos agujas de acero [75], entre otros
[76]. También, el desarrollo de mayores fuerzas en tejidos cardiacos que se expusieron
a tensiones dinamicas del 10 al 15% de estiramiento por un biorreactor tipo stretcher
mostraron una mejora en la estructura del tejido cardiaco [77]. En conclusidn, las
metodologias que permitan al tejido realizar contracciones auxoténicas son las mas
recomendadas probablemente debido a que se busca imitar las condiciones normales
de la contraccién cardiaca contra la presién hidrostatica de la circulacién.

Por lo expuesto anteriormente, nuestra hipdtesis es que una matriz extracelular
descelularizada a partir de corazén de conejo con una estructura 3D preservada
constituye un potencial soporte para el ensamblaje y maduracién de células madre de
origen adiposo. El objetivo general del trabajo fue desarrollar una matriz cardiaca
descelularizada de conejo, con una estructura tridimensional conservada, como un
andamio bioldgico para la recelularizacion con la finalidad de establecer una
metodologia alternativa al trasplante de corazén mediante el uso de técnicas de
ingenieria de tejidos. Como objetivos especificos nos planteamos:

1. Desarrollar y optimizar un protocolo propio de descelularizacion de
corazén completo de conejo. Caracterizar bioquimica, histoanatdmica, bioldgica y
mecanicamente la matriz extracelular descelularizada.

2. Obtencién, aislacién y diferenciacion cardiaca de células madre
mesenquimales a partir de tejido adiposo adulto.
3. Realizar la siembra celular sobre la matriz descelularizada de las células

diferenciadas previamente por perfusién en un biorreactor.
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Capitulo I: Obtencion y caracterizacion de la matriz extracelular
proveniente de corazon

Materiales y métodos

Procedimiento quirurgico

Los corazones se obtuvieron mediante una cardiectomia total en conejos
neozelandeses machos de 2.100 + 120 g con preservacién de la vasculatura coronaria.
Previo a la cirugia los animales fueron sacrificados en una cdmara de didxido de
carbono, con una atmodsfera saturada al 70% de este gas durante 5 minutos.
Posteriormente, los conejos se fijaron en posicion decubito dorsal por sus
extremidades. Se realizd una incisidn mediana y posteriormente se amplié al
hemitdrax derecho. Se identificé la vena cava e inmediatamente se inyecté 1000 Ul de
heparina por via intravenosa. Se procedid a la identificacién del cayado adrtico y las
venas cavas tanto superior como inferior, se realizd una ligadura en cada vaso. Se
identificd y disecciond la vena cava inferior y la consiguiente liberacién de adherencias
del corazén. Luego, se localizd la vena cava superior, con la correspondiente
identificacidn, diseccidn, ligadura y seccién de la vena cava superior para culminar con
la cardiectomia total.

Antes de comenzar con el protocolo de descelularizacidn se introdujo un
catéter de teflén por la arteria aorta y se fijé con puntos de prolene 4/0 y se perfundid
de una bomba de perfusién peristaltica (APEMA, PC25-4-f-s) con agua desionizada para
su lavado completo durante 3 h. Posteriormente, el érgano se colocd en solucion de
PBS y en bafio de hielo para su transporte y posterior congelamiento a -80°C durante
24 h. Esta etapa es primordial para comenzar con los procesos de lisis celular mediante
los procesos fisicos de congelamiento-descongelamiento.

Todos los procedimientos quirdrgicos fueron realizados de acuerdo a las
normas del NIH para el cuidado y uso de animales de laboratorio aprobados por el
CICUAL de la FCEFyN-UNC (17/2018).

Protocolo de descelularizacion de corazon completo

Se siguid el protocolo de descelularizacién desarrollado por Ott en el aifio 2008
[29] con modificaciones. El corazén conservado a -802C fue extraido del freezer y
descongelado a temperatura ambiente para ayudar a la lisis celular. El catéter se
conecté a una bomba peristaltica y se iniciaron ciclos de perfusién retrégrada a una
velocidad entre 3 y 6 ml/min. Primero se perfundié agua desionizada a 4°C durante 2 h
y posteriormente, se inicidé una perfusion durante 2 h con una solucién de SDS
(dodecilsulfato sédico) 1% P/V en agua desionizada. La velocidad de perfusion se
ajusté a fin de evitar la ruptura de las valvulas mitral y adrtica. Para eliminar el
detergente del sistema, se realizaron sucesivos lavados de dos horas cada uno, a fin de
arrastrar los restos celulares. Se perfundié nuevamente con SDS 1% durante toda la
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noche. Al dia siguiente, se realizaron lavados sucesivos con agua desionizada para
arrastrar los restos celulares y el detergente. Por ultimo, se perfundié durante media
hora con etanol 70% para desinfectar el érgano, paso importante para lograr una
matriz preservada, desinfectada y perfundible para la recelularizaciéon. La correcta
descelularizacién se observa macroscdpicamente a través de la MEC translicida; una
vez obtenida se conserva en PBS estéril con gentamicina 1% (Richter) a 42C.

Técnica de descelularizacion de parche

El protocolo que se siguid para la descelularizacion estuvo basado en
bibliografia con modificaciones [78]. Los corazones se conservaron a -80°C durante 48
h. Al cabo de ese tiempo, se procedié a su descongelacién a temperatura ambiente.
Luego se realizaron cortes del ventriculo izquierdo de aproximadamente 1 mm de
espesor y se sumergieron los parches en agua desionizada a 4°C durante 2 h.
Posteriormente, se reemplazé el agua desionizada por una solucion de SDS al 1%
durante 4 h en agitacién constante a 4°C. Esta solucién fue renovada por solucién
fresca y se dejo en agitacién constante durante toda la noche. Finalmente, se
reemplazé el medio por agua desionizada. Este ciclo fue repetido hasta completar las
72 h a fin de obtener una correcta eliminaciéon de los restos celulares. Los parches
obtenidos fueron desinfectados mediante un lavado de 30 minutos con &cido
peracético al 0,2% o con etanol 70%. Una vez desinfectado se procedio a conservar la
matriz descelularizada en PBS estéril con gentamicina 1% (Richter) a 42C.

Caracterizacién de las Matrices

La seccién siguiente describe las caracterizaciones histoanatdmicas, fisicas y
bioquimicas para verificar la correcta descelularizacién del corazén como asi también
de los parches descelularizados.

Caracterizacion Histoldgica

Las matrices descelularizadas fueron analizadas por microscopia dptica con
técnicas de tincidon convencionales para evaluar la falta de contenido celular en las
muestras obtenidas por ambos tipos de descelularizaciones descriptas.

Microscopia Optica

Las matrices en forma de parche u érgano completo descelularizado fueron
fijadas con p-formaldehido al 4% durante 24 horas, para detener los procesos celulares
cataliticos y asi obtener la estructura con minimas modificaciones. Se realizaron cortes
a distinta altura en los corazones descelularizados y controles:
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Figura 12: Esquema de cortes en érgano completo descelularizado

Se realizaron 2 tipos de tinciones en las muestras anteriormente puntualizadas.
Con la finalidad de observar la presencia de nucleos y contenido celular se usé la
técnica de tincidon con Hematoxilina-Eosina [79]. Esta técnica consiste en el teiiido de
color violeta de los nucleos por medio del colorante bdsico (catidnico), la hematoxilina,
y de color rosado el contenido citoplasmatico por el colorante acido (anidnico), la
eosina. También se realizé la tincién Tricrémica de Masson [79], que es una técnica de
coloracién especial que permite visualizar las fibras de coldgeno tipo | asi también
como, aunque en menor intensidad, de las fibras reticulares. Se emplean tres
colorantes para diferenciar el nucleo celular, el citoplasma vy las fibras de colageno. Se
fundamenta en el uso de una tincion dcida como escarlata de Biebrich que permite
visualizar el citoplasma, y el coldgeno. Ademas, el acido fosfotlngstico y
fosfomolibdico permiten la tincién diferente del citoplasma y contribuyen como medio
de unidn entre el coldgeno y el colorante azul de la anilina, que tifie al coldgeno. Por lo
tanto, el tejido conjuntivo y las fibras de colageno se tefiirdn de azul. El citoplasma
adquirira un color rojo del mismo modo que los gldbulos rojos y el tejido muscular
guedando los nucleos celulares de color marrdn. La opcidn de uso de esta técnica nos
permitié obtener una clara visualizacién de la distribucién y constitucién de las fibras
de coldgeno, asi como de un posible deterioro de las mismas por accion del protocolo
de descelularizacién.

Microscopia de fluorescencia

De forma complementaria, las membranas controles y dMEC fueron
observadas mediante microscopia de fluorescencia usando la tincién de DAPI (4',6-
diamidino-2-fenilindol). Este tipo de técnica se utiliza para evaluar la presencia de
nlcleos celulares a través de la unidon del marcador fluorescente DAPI que se une
fuertemente a regiones enriquecidas en adenina y timina en secuencias de la doble
hélice del ADN [80]. Brevemente, las matrices y membranas controles fueron fijadas
por inmersion en una solucion de p-formaldehido al 4% en buffer de Triton-X100 10%
durante 25 minutos. Para permeabilizar las membranas posteriormente al lavado con
PBS durante 5 min, se agregd 0,1% Tritdn-X100 en PBS hasta cubrir la muestra, se

35



Yy
R
KE@@ Desarrollo de un corazoén bioartificial a partir
de recelularizacién con células madre de origen adiposo

realizaron tres lavados de 5 minutos cada uno, entre cada lavado se renovo la solucion.
Por ultimo, se sumergieron las matrices en la solucion de DAPI en una dilucién de
1:1000 y se la dejé reposar durante 40 minutos a temperatura ambiente y en
oscuridad. Se retird la solucidn de DAPI y se lavé con PBS por 5 minutos, esto ultimo se
repitié dos veces mas. Posteriormente, fueron montadas en un portaobjeto para su
observacion microscdpica. Las imagenes obtenidas fueron captadas mediante un haz
ultravioleta de longitud de onda 358 nm para excitar el croméforo de DAPI en un
microscopio Nikon, modelo ECLIPSE TE2000-U.

Microscopia electrdnica de barrido

Con la finalidad de evaluar la ultraestructura de las matrices descelularizadas se
procedid a tomar muestras de 0,5 cm? de los ventriculos del corazén descelularizado y
control, asimismo de los parches descelularizados, con su correspondiente control.
Estas fueron deshidratadas durante 10 minutos en concentraciones crecientes de
etanol (30%, 50%, 70%, 90%, 100%). Posteriormente, se realizd un secado a punto
critico y luego se realizd un proceso de metalizado con Cromo. Cada muestra fue
analizada en un microscopio electrénico marca Carl Zeiss- Sigma (LAMARX- CONICET):
a 3 kV a 1000X, 5000X%, 25000X.

Caracterizacion bioquimica
Cuantificacion de ADN remanente

Una cantidad suficiente de ADN remanente al proceso de descelularizacién
puede desencadenar una reaccién inflamatoria en el huésped, por lo tanto, es
determinante validar el correcto proceso de descelularizaciéon mediante Ia
cuantificacion del ADN remanente, el cual debe ser menor a 50 ng/mg de tejido o
poseer menos de 200 bp [81]. Para cuantificar se realizaron cortes de 1 cm? de tejido
liofilizado. Las muestras de tejido fueron colocadas en tubos eppendorf, en los cuales
se adicion6 0,5 ml de buffer de extraccién a cada tubo (200 mM NaCl, 100 mM TRIS, 5
mM EDTA, 0,2% SDS y 100ug proteinasa K).

Los tubos fueron incubados a 552C durante toda la noche. Al dia siguiente, se
agregé el mismo volumen de isopropanol (propan-2-ol) (Merck) al tubo y se agito
manualmente hasta observar un fluido homogéneo. Se centrifugd a 10.000 rpm
durante 5 minutos. Se descartd el sobrenadante, el precipitado que contenia ADN se
lavé con etanol absoluto (Merck) y se centrifugd nuevamente a 10.000 rpm por 5
minutos. Finalmente, se descarté el sobrenadante y se dejo evaporar el solvente a
temperatura ambiente. El precipitado seco se disolvié en agua desionizada a 372C
durante 30 minutos y se leyd en un espectrofotémetro a 260 nm. Los resultados se
expresaron como la cantidad de acidos nucleicos por mg de tejido seco[82]
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Cuantificacion de SDS remanente

Para la cuantificacidon del SDS se tomaron muestras de la ultima hora del lavado
del proceso de descelularizacién y se prosiguid el protocolo propuesto [83].
Brevemente, se tomdé una muestra de 300 pl de la solucién de lavado, se agregd 300 pl
de agua desionizada y se agité manualmente. Posteriormente, se agregd 600 ul de
reactivo de azul de metileno (250 mg de azul de metileno, 50 gr de Na;SO4 y 10 ml de
H2SO4 en un volumen final de 1000 ml). Se agité y se adiciond 2,4 ml de cloroformo y
se agité nuevamente en un vértex durante 1 minuto. La solucién se centrifugé a 2.500
rpm durante 2 min. Se recogio el sobrenadante y se cuantificd por espectrofotometria
a 651 nm. Los célculos finales fueron expresados en %P/V.

Evaluacion de la Biocompatibilidad

La meta final de obtener matrices descelularizadas es ser implantadas, por lo
tanto, estas deben ser biocompatibles para evitar reacciones de histocompatibilidad
negativa dentro del organismo. Para observar esta condicidn se realizé uno de los
ensayos recomendados por la ISO 10993 - Biological Evaluation of medical devices
(2018): el ensayo de citotoxicidad in vitro que corresponde a la Parte 5 de la Norma
(84].

Obtencidn de extractos

Los ensayos propuestos por la parte 5 de la Norma fueron realizados a partir de
extractos derivados de las matrices descelularizadas y desinfectadas. Los extractos
fueron obtenidos se acuerdo a lo recomendado por la Parte 12 de la Norma ISO 10993
[85]. Brevemente, las matrices estériles se cortaron con una tijera en piezas de
aproximadamente 3 cm? y se las sumergié en 1 ml de medio de cultivo celular DMEM
suplementado con suero fetal bovino al 10%, 1% antibioticos y 1% de glutamina dentro
de un tubo Eppendorf. Se mantuvo en agitacion constante a 372C durante 72 h. Estos
extractos se usaron inmediatamente luego de su correcta preparaciéon para evitar
contaminaciones, cambios en la composicion u homogeneidad. El pH del extracto no
fue modificado para ser apto en cultivo celular.

Ensayo de viabilidad celular

Para evaluar la capacidad citotdoxica de las matrices descelularizadas y no
descelularizadas se realizé el ensayo de MTT sugerido por la Norma segln el Anexo C.
Este ensayo se basa en la reduccion metabdlica del Bromuro de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-
ilo)-2,5-difeniltetrazol (MTT) catalizada por la enzima mitocondrial succinato
deshidrogenasa en un compuesto de color azul (formazan). Esta metodologia permite
determinar la funcionabilidad mitocondrial de las células tratadas para medir
supervivencia y proliferacidn celular. La cantidad de células vivas es proporcional a la
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cantidad de formazadn producido. El método fue desarrollado por Mosmann en
1983[86] y modificado posteriormente por Denizot y Lang en 1986[87].

Para la realizacidén de este ensayo se usé la linea celular Vero, unos de los tipos
celulares recomendado por la Norma 10993:5. Este linaje es muy utilizado en biologia
celular ya que se trata de una cepa que fuera aislada a partir de las células epiteliales
del rifidn de un mono verde africano (Chlorocebus sp). Esta estirpe celular fue
crioconservada en nitrégeno liquido hasta su uso. Las mismas fueron descongeladas
paulatinamente hasta las condiciones dptimas de cultivo sumergidas en medio de
cultivo celular DMEM con 1% de glutamina, 1% de gentamicina (50 pg / ml) y
suplementado con 10% de suero fetal bovino dentro de una placa de Petri. Esta se
mantuvo en una incubadora a 372C en atmdsfera controlada con 5% de CO». Luego de
3 pasajes se procedio a realizar el ensayo de MTT. En el dia de la prueba, las células se
levantaron de la placa con una solucién de digestion enzimatica (Tripsina/EDTA 0,25%)
y fueron contadas usando una cdmara de Neubauer. A continuacién, se preparé una
solucién que contuvo una concentracién de 1 x 10° células/ml, se sembré 100 pl de
esta solucion por sextuplicado en una placa multiwell de 96 pocillos luego se incubd a
372C en atmdsfera controlada a 5% de CO,. Veinticuatro horas se removié el medio de
cultivo celular y se agregd en cada pocillo los extractos provenientes de las membranas
descelularizadas y/o controles sin descelularizar, los controles de ensayo, positivo
(DMSO al 100%) y negativo (polietileno de alta densidad). Las placas se colocaron
dentro de la incubadora de cultivo. Al dia siguiente se removieron los extractos de
todas las placas, se adicioné 50ul de una solucion de MTT (1 mg/ml en medio de
cultivo suplementado con suero fetal bovino) en cada pocillo y se incubé durante 3 h.
A continuacidn, se elimind el sobrenadante, se adicioné 100ul de isopropanol en cada
pocillo, de esta forma se disolvieron los cristales de formazan y se cuantificé por
espectrofotometria a una longitud de onda de 595 nm, utilizando un lector multiplaca
ELISA (Multiskan Spectrum; Thermo Scientific; Suecia). Debido a que la cantidad de
cristales de formazan es directamente proporcional a la viabilidad celular, el
porcentaje de viabilidad fue expresado como el resultado obtenido a partir de la
siguiente ecuacion:

100 x DO595 e
DO 595 b

Ecuacion 1:Cdlculo de la viabilidad de una muestra de material ensayada, donde DO595e: Densidad dptica
media de los pocillos con extracto del material; DO595b: Densidad dptica media de los pocillos blanco.

% viabilidad =

Los resultados obtenidos fueron expresados como el porcentaje de viabilidad
celular, el cual segun lo recomienda la Norma ISO 10993: 5 debe ser mayor al 70% que
indica la ausencia de citotoxicidad.
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Caracterizacion mecdnica

Ensayo de estiramiento

Este experimento consiste en conocer el comportamiento de las matrices
cuando son sometidas a un estiramiento uniaxial y a partir de estos resultados
determinar sus propiedades elasticas

El ensayo consistié en fijar una muestra de membrana descelularizada de
corazoén con dimensiones aproximadas de 15 mm de longitud, 4,5 mm de ancho y 1,6
mm de espesor a una maquina universal de ensayos (DIGIMESS RS-8000, con celda de
carga Transcell BSS-500 kg) y se la programd para un estiramiento continuo con un
avance de 1 mm/s hasta la ruptura de la muestra de tejido. Los datos devueltos por la
magquina universal de ensayos (kgf, mm) fueron transformados en esfuerzo (kPa) y
deformacion unitaria.

Se buscé observar las diferencias cualitativas que existen a causa del proceso
de descelularizacion y el proceso de desinfeccidn, por lo tanto, se usaron muestras de
tejido cardiaco sin descelularizar (control), tejido descelularizado sin desinfectar
(dMEC), tejido descelularizado y desinfectado por acido peracético al 0,2% (dMEC-
APA) y tejido descelularizado y desinfectado por etanol al 70% (dMEC-Etanol), por
comparacion de graficos de esfuerzo de traccion.

Un procesamiento posterior se basd en obtener el mdédulo de Young de las
medidas en el segmento linea de la curva de esfuerzo versus deformacidn, de las
distintas muestras mediante la siguiente ecuacién

o
E=-—
&

Ecuacion 2: Cdlculo de mddulo de Elasticidad

donde o es la tension ejercida sobre el area de la seccidén transversal del
elemento, € es la deformacidn unitaria.

Ensayo de reometria

Se procedid a realizar el andlisis reométrico mediante un reémetro (Rheoplus
Physica MCR 301 Anton Paar), se utilizd una geometria de placa PP (8 mm de
didmetro) y se cortaron discos de muestras de tejido cardiaco sin descelularizar, tejido
descelularizado sin desinfectar, tejido descelularizado y desinfectado por acido
peracético al 0,2% y tejido descelularizado y desinfectado por etanol al 70% con un
sacabocados de 8 mm de didmetro. El primer paso del ensayo consistié en realizar un
barrido de amplitud a una frecuencia constante, se configurd el equipo en una
frecuencia constante de 1 Hz y un estiramiento variable entre 0,01% y 10%, con 6
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puntos por década. El resultado de ese primer paso se utilizé para establecer la Regién
Viscoelastica Lineal (RVL) de cada una de las matrices.

Una vez determinado un valor de estiramiento para cada matriz, dentro de la
RVL se procedio al segundo paso del ensayo. Este consistid en un barrido en frecuencia
del material, configurado con una amplitud constante de 0,99%, y una frecuencia
variable entre 0,1 a 10 Hz con 13 puntos por década. Los resultados de ambas partes
del ensayo fueron procesados con la aplicacién Rheoplus 32 V3.10 21003376-33024.

Caracterizacion quimica

Espectroscopia infrarroja por transformada de Fourier (FTIR)

Para caracterizar quimicamente las matrices se procedid a realizar un ensayo
de espectrofotometria de transformada de Fourier entre las matrices descelularizadas
sin desinfeccién y la descelularizada con desinfeccidén por acido peracético al 0,2%. La
preparacion de muestra consistié en secarlas durante 24 h en un liofilizador (Rificor
Mod L-05) a -479C en un vacio de 0,5 psi. Una vez listo, se procedid a usar un
espectrometro FTIR ABB Bomem MB-100. Los espectros IR de las muestras fueron
obtenidos utilizando la técnica de reflectancia difusa. Las muestras finamente
pulverizadas se irradiaron con longitudes de onda comprendida entre 800 y 4000 cm™
y los espectros fueron obtenidos como porcentaje de transmitancia. Los espectros y
resultados fueron tratados con el software OMNIC 9.2.86, Thermo Fisher Scientific Inc.
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Resultados

Corazon completo descelularizado

El protocolo de descelularizaciéon desarrollado en este trabajo logré obtener
una matriz extracelular de corazén de conejo completamente descelularizada.
Macroscépicamente, se observd (Figura 13-C) una matriz blanca, translicida y sin
rastro de sangre visible ni restos del tejido cardiaco. Con el fin de observar posibles
cambios en la anatomia interna del drgano descelularizado, se realizaron cortes axiales
a distintos niveles y se verificd que las diferentes secciones obtenidas permanecieron
intactas, asi también como la disposicién de las cdmaras cardiacas y el septum se
mantuvieron sin alteraciones (Figura 14).

Figura 13: Tres etapas del proceso de descelularizacion. A: Antes de iniciar; B: a la mitad del proceso, en donde se
pueden observar el uso de la anatomia del drbol vascular como medio de distribucion de los agentes
descelularizantes; C: El proceso finalizado.

Figura 14: Preparacion de las matrices para ser enviadas a histologia, estas corresponden a las secciones cortadas
como se dispuso en la Figura 12.
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La microscopia 6ptica mostré la ausencia completa de restos celulares en las
matrices descelularizadas analizadas. En la Figura 15 se puede observar la ausencia
total de nucleos y citoplasma celulares, aun asi, la integridad anatdmica de la matriz
estuvo conservada. La Figura 15, A, B, y C representan el tejido cardiaco control, no
descelularizado, la figura 15 D, E y F se puede observar la presencia de células del
miocardio y la seccién de un vaso sanguineo con la tunica tisular completa y restos de
sangre en la luz del mismo.

4x 10x 40x

Control

Descelularizado

Figura 15: Micrografias dpticas de secciones de miocardio con tincion HE corazén control a 4x(A), 10x(B) y 40x(C) y
MEC descelularizada de corazon (D, E, F). En los paneles superiores se puede observar la presencia de nucleos
celulares tefiidos de azul, citoplasma en purpura y hematies en rosa. Mientras que, en los paneles inferiores donde el
miocardio ya fue descelularizado, se nota la ausencia de nucleos y citoplasma, se observa la estructura de la matriz
coloreada con tonos violetas.

En la Figura 16, la tincion tricrémica de Masson reveld la conservaciéon del
tejido conectivo en las muestras provenientes de tejido descelularizado respecto de las
muestras de musculo cardiaco control. La distribucidn y organizacién del colageno en
la MEC fue similar a la observada para el miocardio control. La tincién en los cortes de
la MEC mostré la presencia, en su mayoria, de fibras de colageno con una morfologia y
orientacién preservada. Mientras que en las muestras del tejido control, ademas, de
las fibras de coldgeno, se puede chequear la presencia de nucleos y citoplasmas
celulares. Asimismo, se pudo verificar la estructura conservada de vasos sanguineos
presentes en el corte histoldgico.
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Control

Descelularizado

Figura 16: Micrografia de tincion tricromica de Masson, en los paneles A, By C observamos cortes de miocardio sin
descelularizar. En los paneles inferiores (D, E 'y F) observamos la ausencia de nucleos(purpura) y citoplasma
celular(rojo), pero se denota la presencia de fibras de coldgeno tefiidas de celeste.

La microscopia electronica de barrido corrobord, la ausencia de nucleos vy
contenido citoplasmico en los cortes realizados de la matriz extracelular. Asimismo, los
distintos aumentos mostraron una preservacion correcta de las fibras de colageno en
la MEC luego del protocolo de descelularizacién desarrollado, comparada a las
muestras de musculo cardiaco control. Ademas, el mayor aumento permitio verificar la
adecuada conservacién de la arquitectura microscépica de la MEC con la distribucion,
orientacién, dimensién y grado de agregacién de la organizacion tridimensional de la
ultraestructura de las fibras reticulares que fueran sometidas al proceso de
descelularizacion tanto fisico como quimico (Figura 17).
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400x 4000x

Control

Descelularizado

Figura 17: Micrografia Electrénica de Barrido de corazon control sin descelularizar en panel superior (Ay B) y MEC
descelularizada en panel inferior(C y D), en estos paneles se observa la conservacion de la ultraestructura de la MEC
tanto en aumentos de 400x como de 4000X.

Ensayos bioquimicos
Determinacién de ADN remanente

La Figura 18 muestra la cuantificaciéon del ADN en muestras de musculo
cardiaco control, sin descelularizar y descelularizado. El contenido total de ADN en las
muestras analizadas de MEC fue de 7,68 + 0,42 ng de ADN por gr de tejido seco
comparado al contenido de 2.100 * 579 ng/gr tejido proveniente de miocardio intacto
(t = 3,453, p < 0,05, Test de Student), indicando que el protocolo de descelularizacién
utilizado fue eficaz para eliminar los remanentes nucleares del tejido sometido al
protocolo de descelularizacién.
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Figura 18: Cuantificacion de ADN remanente en la dMEC y su control respectivo. n=3. * p < 0,005 (Test de Student).

Obtener una matriz celular con concentraciones bajas de SDS residual, puede
ser un factor determinante para la recelularizacion de esta y la adherencia y
proliferacidn celular. La Figura 19 muestra la cantidad de SDS residual en la MEC luego
del protocolo de descelularizacidon. Las matrices extracelulares exhibieron un
contenido al finalizar el procedimiento de descelularizacién de 0,009 + 0,001 % P/V en
comparacion con la concentracion al inicio del mismo proceso, que fue del 1 %P/V.
Estos valores obtenidos brindaron la evidencia de que los sucesivos lavados
implementados asi también como el medio de desinfeccién final llevaron a una
eliminacidon practicamente total del detergente, esencial para evitar una futura
interaccidon negativa en el proceso de recelularizacion propuesto. El Test de Student
reveld una diferencia significativa entre el principio del ensayo con la concentracién
final obtenida, luego del protocolo ensayado con un p<0,0001 y un t=66,08.
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Figura 19: Cantidad de SDS residual en la muestra de MEC posterior al protocolo de descelularizacion. n=3 * p <
0,0001 t=66,08 (Test de Student) .

Evaluacion de la citotoxicidad

La ausencia de citotoxicidad de la matriz resultante luego del protocolo de
descelularizacién es indispensable para poder considerarse como un andamio seguro
para la resiembra con las diferentes estirpes celulares que deberdn adherirse vy
proliferar sobre la MEC obtenida. La Figura 20 revela que la viabilidad celular para la
muestra del extracto obtenido a partir de la matriz extracelular es mayor al 70%
recomendado por la Norma I1SO 10993:5 [84]. Un ANOVA de una via mostré un efecto
sobre la viabilidad celular estudiada (F (2, 15) = 62.16 p < 0.0001). El test a
posteriori de Bonferroni reveld una viabilidad similar de la MEC (108,6 + 11,12 %) y el
control negativo (85,85 +3,257 %) (p= 0,05) y una diferencia significativa (p < 0,001)
respecto del control positivo (7,869 +0,618%). Estos resultados nos sugieren que la
MEC obtenida carece de citotoxicidad bajo las condiciones ensayadas.
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Figura 20: Viabilidad celular del extracto 100% obtenido de la dMEC en cultivo de células Vero durante 24h. Barras
representan media aritmética + ESM. n= 3. *significativamente diferente del Control positivo, p < 0,005 (Test de
bonferroni)

Caracterizacién de parches de corazdn descelularizado

Con la finalidad de caracterizar mecanica, quimica y funcionalmente a las
matrices cardiacas descelularizadas, se procedié a preparar los parches de ventriculo
cardiaco. La Figura 21 muestra el resultado de la descelularizacién de parches de
miocardio de aproximadamente 1 mm de espesor. En el panel A de la Figura 21, se
aprecian secciones del musculo sin descelularizar con la coloracion caracteristica del
tejido cardiaco fresco. En la Figura 21, panel B se observa macroscépicamente una
matriz descelularizada completamente traslicida luego del protocolo descripto en
Materiales y Métodos con la forma de los cortes resguardada asi también como el
arbol vascular conservado sin restos de sangre.
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Figura 21: Imdgenes de antes(A) y después (B) del proceso de descelularizacion.

La Figura 22 muestra el detalle histoldgico de los parches de miocardio control
(no descelularizado) y posterior al proceso de descelularizacién con los tratamientos
de desinfeccion propuestos, con etanol 70% y dacido peracético 0,2% a diferentes
aumentos (4x, 10x y 40x). La tincion con Hematoxilina-Eosina revelé que la
descelularizacién no dejé rastros de componentes celulares en los cortes de ventriculo
cardiaco comparado al corte control. Asimismo, no se observaron diferencias
cualitativas entre los dos métodos de desinfeccién utilizados. En ambos casos la
pérdida de nucleos y citoplasma fue completa y la matriz no tuvo diferencias
observables a los diferentes aumentos estudiados (D-F y G-1) comparado con el control
no descelularizado (A-C). Asimismo, podemos visualizar dos vasos sanguineos en
ambas micrografias tratadas donde la microestructura vascular estd altamente
preservada. La flecha destaca la correcta preservacion de la forma y dimensiones de un
vaso sanguineo dentro de la matriz extracelular, que es indispensable para una futura
recelularizacion.

La Figura 23 demuestra la presencia de las estructuras de las fibras de coldgeno
y tejidos vasculares, a través de la tincién tricrémica de Masson, completamente
conservadas. Ademas, la falta de tincidon con el colorante aciddéfilo hace referencia a la
ausencia de citoplasma celular en ambas matrices descelularizadas y los vasos
sanguineos preservados.

En la Figura 24, la microscopia electrdnica de barrido permite la visualizacién
superficial tridimensional de la organizacidn celular y fibrilar en el miocardio
ventricular. En la muestra control(A-B), sin descelularizar, podemos observar una fina
capa celular sobre la matriz y también, una superficie condensada formada
principalmente por células endoteliales. El protocolo de descelularizacién eliminé
totalmente las componentes celulares (C-D y F-G) de las matrices con las fibras de
colageno preservadas, que indicaria que el tratamiento implementado no afectd la
integridad y disposicidon de las mismas. Ambos tratamientos de desinfeccién de la MEC
no mostraron diferencias en las caracteristicas histoanatomicas de las MEC obtenidas
sugiriendo que ambos métodos no causan diferencias histoldgicas en la conservacién
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de las estructuras de andamiaje especialmente en el entramado general de fibras de
coldgeno y elastina de las MEC asi también como la falta de fragmentos o restos
celulares.

Control

APA

Etanol

Figura 22: Micrografia de parches de miocardio tefiidos con HE, control(A, B,C), la MEC descelularizada y
desinfectada con APA(D,E,F) y MEC descelularizada y desinfectada con Etanol (G,H,I)
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Control
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Figura 23: Micrografia de parches de miocardio tefiidos con Tricrémico de Masson, control(A, B,C), la MEC
descelularizada y desinfectada con APA(D,E,F) y MEC descelularizada y desinfectada con Etanol (G,H,I)
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Control con células

Matriz descelularizada

Figura 24: SEM de parche de miocardio control (A'y B), MEC descelularizada (C, D,E y F). Las dos primeras tratadas
con APA, las segundas con Etanol para ambos casos

Estudios bioquimicos

Una ANOVA de una via reveld un efecto significativo de los distintos
tratamientos de desinfeccién sobre la cantidad de ADN remanente en los parches
descelularizados y desinfectados (F (2, 6) = 13.30, p<0,01). El test de comparaciones
multiple a posteriori de Bonferroni mostré diferencias significativas para ambos
tratamientos, las muestras desinfectadas con etanol 70% 8,874 * 0,184 ng de ADN/gr
de tejido seco (p > 0,01) y de 5,150 * 0,259 ng de ADN/gr de tejido seco (p > 0,01) en
los cortes tratados con acido peracético 0,2%, respecto del tejido control (400 + 0,184
ng de ADN/gr). Estos resultados sugieren que el protocolo desarrollado fue adecuado
para la eliminacion de las miofibras constituyentes del tejido cardiaco.
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Figura 25: Cuantificacién de ADN remanente en la dMEC tratada con Etanol, tratada con Acido peracético y el
control respectivo. n= 3. * (p < 0,005) Test de Bonferroni.

Citotoxicidad de los parches descelularizados

En la desinfeccidn con Etanol la viabilidad celular fue superior a 70% que son los
valores minimos recomendado por la norma ISO 10993-5. Una ANOVA de una via
reveld un efecto significativo sobre la citotoxicidad en los parches descelularizados y
desinfectados con Etanol (F (5, 22) = 15,27, p<0,001). El test de comparaciones
multiple a posteriori de Bonferroni mostré diferencias significativas entre las distintas
diluciones y el control positivo, para un p<0,005 (Figura 26).

Desinfecciéon con Etanol

150 4
*

£ S

L)

35 *

= 100+ *

(]

*

: T -

T

©

°

s 501

8

>

0- T T T
o o o\o o\e o\e o\o
R R
N & 4 o A° Q
) N
) Q o
N »
<° &
" O
% o®
()

52



Desarrollo de un corazdén bioartificial a partir
de recelularizacién con células madre de origen adiposo

Figura 26: Viabilidad celular del extracto 100%, 75%, 50% y 25% obtenidos de la dMEC desinfectada con Etanol en
cultivo de células Vero durante 24h. Barras representan media aritmética + ESM. n= 3. *significativamente diferente
del Control positivo, p < 0,005 (Test de Bonferroni)

Para las matrices descelularizadas que fueron tratadas y desinfectadas con APA,
el ensayo de citotoxicidad evidencid resultados interesantes, todos los extractos no
mostraron citotoxicidad en el ensayo de MTT recomendado por la norma ISO 10993-5
siendo la viabilidad celular mayor al 70% (Figura 26). Una ANOVA de una via revelé un
efecto significativo sobre la citotoxicidad en los parches descelularizados y
desinfectados con dacido peracético (F (5, 21) = 32,69, p < 0,0001). El test de
comparaciones multiple a posteriori de Bonferroni mostré diferencias significativas
entre las distintas diluciones y el control positivo, para un p<0,005 ( Figura 27 ).
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Figura 27: Viabilidad celular del extracto 100%, 75%, 50% y 25% obtenidos de la dMEC desinfectada con APA en
cultivo de células Vero durante 24h. Barras representan media aritmética + ESM. n= 3. *significativamente diferente
del Control positivo, p < 0,005(test de Bonferroni)

Caracterizacion Mecdnica

El ensayo de traccién, fundamentado en la aplicacién de dos fuerzas que actdan
en sentido opuesto, nos permitié analizar los resultados desde el punto de vista
cualitativo y también cuantitativo.

En la Figura 38 se observa la curva representativa de tensién-deformacion del
comportamiento de las matrices frente a las tensiones ejercidas para su deformacion.
La matriz extracelular sin desinfectar (azul) y el tejido control no descelularizado (gris),
exhibieron un comportamiento similar de deformacién de las probetas muestras y
alcanzaron valores maximos muy dispares a medida que se incrementé la carga
aplicada, indicando mayor resistencia a la traccién de la muestra de miocardio control.
Sin embargo, cuando las matrices descelularizadas fueron desinfectadas como ultimo
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paso del protocolo ensayado, mostraron un comportamiento diferente a la carga
aplicada. Aquellas desinfectadas con acido peracético 0,2% (naranja) exhibieron una
curva con valores de tensién mds elevados que el resto de las matrices ensayadas y
con un limite de ruptura desplazado fuertemente a la derecha, es decir no solamente
soporta cargas mayores, sino que ademds posee una zona eldstica mayor que los
tejidos controles y demds tratamientos realizados, sugiriendo una mayor resistencia
luego del tratamiento con acido peracético.

Desde el punto de vista cuantitativo, los valores de los Mddulos de Young de
cada material para cada punto de la curva en la zona eldstica fueron calculados
mediante la Ecuacién 2.

Ensayo de Traccién
16

14
12

10

Tension [KPa]

2
0
2O,OOO 0,100 0,200 0,300 0,400 0,500 0,600 0,700

Deformacion [mm/mm]

Tejido control Descelularizado Desinfectado con Etanol Desinfectado con APA

Figura 28: Curva representativa de tension-deformacion para el tejido control(gris), MEC descelularizada(azul),
dMEC desinfectada con APA (naranja), y dMEC desinfectada con Etano(amarillo)l.

Los valores del Médulo de Young calculados para las muestras de los diferentes
tejidos tratados segun lo descripto en Materiales y Métodos se presentan en la Figura
39. Un ANOVA de una via revela un efecto significativo de los tratamientos de
desinfeccion sobre el moddulo de elasticidad en membranas de miocardio
descelularizado (F (3, 58) = 4,719, p< 0,01). La prueba de Bonferroni mostré que los
tratamientos finales de desinfeccion modificaron la elasticidad significativamente
luego del tratamiento con etanol 70% (p < 0,001) y 4cido peracético 0,2 % (p < 0,001)
respecto de las matrices descelularizadas sin desinfectar. Ademads, las membranas
desinfectadas con etanol 70 % exhibieron un Mddulo de Young inferior, es decir, una
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menor rigidez (p < 0,001). Sin embargo, el tratamiento con acido peracético 0,2%
produjo un Moddulo de elasticidad longitudinal mayor comparado a las matrices
descelularizadas (p< 0,001). No se observaron diferencias significativas en el Mddulo
de Young entre musculo cardiaco intacto y el mismo descelularizado.
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Figura 29: Mddulo de Young para tejido control, tejido descelularizado, dMEC desinfectada con Etanol y dMEC
desinfectada con APA. Barras representan media aritmética +- ESM. *significativamente diferente del tejido control,
p< 0,005 (Test de Bonferroni)

Reometria

Por medio del ensayo reoldgico se obtuvieron los médulos elastico y viscoso de
cada una de las matrices y del control. Se obtuvieron valores de media que fueron
graficados en funcién de la frecuencia angular con un rango de 0,1 a 10 Hz como se
muestra en la Figura 30, en ella podemos observar que las 3 muestras ensayadas tiene
un médulo elastico mayor que el mddulo viscoso, esto nos revela que estamos frente a
un sistema de comportamiento similar a un soélido viscoelastico, donde las
deformaciones son esencialmente elasticas y recuperables [88]. En la Figura 30
observamos la ausencia de cruce de ambos médulos (Elastico y viscoso) lo que nos da
un indicio que estamos frente a un comportamiento de gel-débil.

Ademas, observando los médulos eldsticos (Figura 31), viscosos (Figura 32) y
complejo (Figura 33) de las matrices desinfectadas con acido per-acético tienen un
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comportamiento muy parecido a las matrices controles, es decir que no fueron
descelularizadas. Las matrices que fueron desinfectadas con etanol al 70%, tuvieron
una tendencia similar a las otras matrices como al control, pero con valores de casi un

orden de magnitud menor.

Reometria
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Figura 30: Grdfico de reometria para el tejido control(azul), dMEC desinfectada con APA(naranja), y dMEC
desinfectada con Etanol(gris).
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Figura 31: Grdfico de mddulo eldstico(almacenamiento) para el tejido control(azul), dMEC desinfectada con
APA(naranja), y dMEC desinfectada con Etanol(gris).
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Figura 32: Grdfico de mddulo viscoso(pérdida) para el tejido control(azul), dMEC desinfectada con APA(naranja), y
dMEC desinfectada con Etanol(gris).
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Figura 33:Grdfico de viscosidad compleja para el tejido control(azul), dMEC desinfectada con APA(naranja), y dMEC
desinfectada con Etanol(gris).

Un ANOVA de una via de los estudios cuantitativos del mdédulo eldstico a 1 Hz
reveld un efecto significativo de la capacidad de almacenamiento en las muestras de
tejidos tratados (F (2, 6) = 8.001 p < 0,05). El andlisis de Bonferroni mostré una
diferencia significativa (p < 0,05) entre el control y las muestras desinfectadas con
etanol al 70%. No se observaron diferencias significativas entre el control
descelularizado y las muestras desinfectadas con acido peracético 0,2% (Figura 34.)
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Figura 34: Mddulo eldstico a 1 Hz para tejido control, tejido descelularizado, dMEC desinfectada con Etanol y dMEC
desinfectada con APA. Barras representan media aritmética +- ESM. *significativamente diferente del tejido control,
p< 0,005
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Figura 35: Mddulo viscoso a 1Hz para tejido control, tejido descelularizado, dMEC desinfectada con Etanol y dMEC
desinfectada con APA. Barras representan media aritmética +- ESM. *significativamente diferente del tejido control,
p< 0,005
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Figura 36: Viscosidad compleja a 1Hz para tejido control, tejido descelularizado, dMEC desinfectada con Etanol y
dMEC desinfectada con APA. Barras representan media aritmética +- ESM. *significativamente diferente del tejido
control, p< 0,005

Los resultados obtenidos a partir del ANOVA de una via de los estudios
reométricos muestran que las matrices descelularizadas y desinfectadas
posteriormente con acido peracético al 0,2% tienen valores similares al control (F (2, 6)
= 2,014, p > 0,05) que sugiere un comportamiento eldstico similar a aquellas matrices
gue no fueron descelularizadas. El test de comparaciones multiples a posteriori de
Bonferroni no mostrd diferencias estadisticas significativas entre el tratamiento de
acido peracético 128 + 21.60 Pa/w (p>0,05) con el control 205 + 56.51 Pa/w. En
concordancia con los resultados de que el mddulo viscoso a 1Hz no presenta
diferencias estadisticas entre el tratamiento de acido peracético al 0,2% y el control
(Figura 35), una ANOVA de una via revel6 que el efecto sobre el comportamiento en la
viscosidad compleja indica que las matrices descelularizadas y desinfectadas con acido
peracético al 0,2% pertenecen al mismo conjunto de las matrices controles (F (2, 6) =
7,753, p = 0,0217). El test a posteriori de Bonferroni no mostré diferencias
significativas sobre la viscosidad compleja entre las matrices desinfectadas con APA al
0,2% (833 +148,2 Pa/w, p>0,05) con las matrices controles (1178 + 271,8 Pa/w) (Figura
36.)

La caracterizacidn quimica de los andamios se realizé mediante espectrometria
infrarroja por transformada de Fourier (FTIR). Los espectros infrarrojos de las muestras
fueron obtenidos utilizando la técnica de reflectancia difusa. Los espectros de las
muestras de las membranas descelularizadas sin desinfectar y desinfectadas con APA
fueron graficados como porcentaje de transmitancia entre numero de onda
comprendida entre 800 y 1800 cm™ (Figura 37). Se muestran las bandas observadas
como asi también su intensidad en la zona de mayores diferencias entre los espectros.
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Se observa una banda de absorcién a 1650 cm™ y otra a 1550 cm-1, las cuales estan
relacionadas con los grupos funcionales de proteinas, amida | y amida I,
respectivamente. Posteriormente, el intervalo espectral entre 1300-1200 cm™ estd
relacionado con la vibracién del grupo funcional amida Ill del colageno. La banda de
absorcidn entre 1180-1140 cm™, estaria relacionada con las vibraciones de extensidn
C-O de los residuos de carbohidratos correspondientes a glicosaminoglicanos. Después
del tratamiento con APA 0,2% puede observarse una disminucién en la absorbancia de
todas las bandas que podria estar indicando un grado de entrecruzamiento o
desnaturalizacion debido al efecto oxidativo del agente desinfectante utilizado. El
tratamiento resultd en cambios distintos en la regidon espectral alrededor de 1680-
1630 cm™ que contiene las bandas de absorbancia de amida I. Esto sugiere que la
oxidaciéon provocaria cambios estructurales de la proteina afectando principalmente al
esqueleto de la triple hélice del coldgeno, mientras que podrian estar conservandose
las estructuras a-helice y B-plegamiento.
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Figura 37: Espectros FTIR para MEC desinfectada con APA al 0.2%(rojo) y el control(gris)
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Discusion y Conclusién

La descelularizacién, como describimos anteriormente, es una metodologia
desarrollada para la obtencién de la matriz extracelular como andamio natural para la
repoblacién de células con objetivo final de la eliminacién celular completa sin afectar
negativamente la composicién, la actividad bioldgica o la integridad mecdnica del resto
de la matriz tridimensional [36]. Las técnicas y los tiempos descriptos en la literatura
son amplios y la optimizacién de una metodologia simple y en tiempos cortos se
constituyé en nuestro objetivo principal. Entre todos los métodos de descelularizacién
descritos en la literatura, decidimos incluir una combinacién de técnicas con agentes
fisicos como congelacién y descongelacidn, agitacidn mecanica para romper las
membranas celulares, y la perfusidon de agentes quimicos mediante detergentes para
liberar el contenido de las células y facilitar el enjuague y la eliminacién de restos
celulares desde la MEC. En este trabajo, se alcanzé la eliminacion completa del
componente celular de corazéon completo de conejo (Figura 13 A-C) con el uso
combinado de congelamiento durante 24 h a -80°C y posterior descongelamiento a
temperatura ambiente. La estructura interna se mantuvo intacta para facilitar la
perfusidon con el detergente SDS a 1%. Ha sido descripto que la preparacion de una
MEC 3D de érgano completo requiere varios pasos de procesamiento, cada uno de los
cuales puede afectar notablemente la estructura y composicién del andamio
resultante. Asi, el proceso de eliminar todas las células del érgano conservando la
composicidon nativa y la estructura es fundamental para la reconstruccién final de
6rganos. La observacion macroscépica resultd sustancial en la valoracion de la eficacia
del protocolo desarrollado. La coloracién traslicida que adquirié el corazén posterior
al tratamiento de descelularizacién (Figura 13 C) estuvo de acuerdo con trabajos
previos de autores que investigaron con un érgano similar [11], [29], [37].

Las combinaciones de diversas técnicas para la descelularizacién se utilizan
tipicamente para maximizar la eficiencia del proceso para cada tejido y drgano. El
corazdén es una estructura con parénquima grueso en los ventriculos y con dos
circulaciones independientes izquierda y derecha para la perfusiéon vascular. Nuestro
protocolo consistid, ademds del procedimiento fisico, la inclusion de perfusién
retrégrada con SDS 1% y posteriores lavados sucesivos con PBS para arrastrar los
restos celulares. La aplicacion de esta metodologia estd de acuerdo con trabajos
reportados por diferentes autores que trabajaron con corazén completo [54], [89].
Aunque la optimizacién en la combinacién de técnicas difiere entre los autores,
nuestro protocolo demostré por primera vez que el uso de una combinacién de
métodos fisicos y quimicos en un corazén de conejo fueron eficaces para eliminar
completamente los componentes celulares sin modificar la microestructura del
andamio descelularizado cuyo aspecto macroscépico fue similar al corazén con una
apariencia blanca translucida en toda su conformacién (Figura 13) [90]. Asimismo, con
motivo de preservar la matriz nativa trabajamos a flujo de perfusién constante vy
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presiones fisiolégicas bajas ya que la resistencia vascular cambia durante el proceso de
descelularizacién. La misma tendié a ser mayor al comienzo de la perfusion debido al
mayor contenido celular del érgano y mayor viscosidad del detergente, pero fue
disminuyendo gradualmente a medida que el contenido celular fue elimindndose. Por
el contrario, el flujo a través de la vasculatura nativa fue menor al comienzo de la
descelularizaciéon de la perfusion y aumentd paulatinamente a medida que se
eliminaron las células y los conductos vasculares estuvieron menos obstruidos. Sobre
la base de estas observaciones, sospechamos que el flujo persistente, especialmente al
comienzo de la descelularizacién podria dafiar la membrana basal de la vasculatura
nativa debido a la aplicacién directa de fuerza mecdnica. Sobre la base de estudios
previos de nuestro grupo [91], se optd por un flujo de perfusidon suave que aumentd la
distribucién y exposicion de todo el tejido para lograr una descelularizacién completa,
gue resulta especialmente ventajoso en érganos muy vascularizados, como el corazén,
donde una alta densidad vascular estd de acuerdo a una densa celularidad y para
limitar las posibilidades de dafio de la MEC debido a fuerzas mecanicas excesivas
mientras se maximiza la entrega de agentes descelularizantes y facilita la eliminacién
de los desechos celulares.

La evaluaciéon histolégica con hematoxilina/eosina mostraron en la Figura 15
que las secciones de tejido cardiaco posterior a la descelularizacion (paneles D-F) sin
contenido celular ni nucleos presentes en la dMEC respecto a las secciones sin
descelularizar (Paneles A-C) que siguiere que la exposicién de las células del
parénquima cardiaco al SDS fueron removida de la vasculatura nativa en el tiempo
empleado. En el tejido control pueden observarse claramente las estructuras
citoplasmaticas coloreadas con eosina ademdas de los nucleos basoéfilos de los
cardiomiocitos. La tincién tricrémica de Masson confirmé la conservacién del tejido
conectivo en la muestra proveniente de tejido descelularizado (Figura 16 D-F) respecto
de las muestras de musculo cardiaco control (Figura 16 A-C) con una distribucion,
organizacién y orientacidén de las fibras de colageno de la MEC similar a las del
miocardio control. La prevalencia del color azul en los cortes histolégicos de tejido
acelular (Fig. 28 D-F) confirman, ademas, la presencia de las fibras de coldgeno y
elastina sin la presencia de citosol y nucleos celulares. Estos resultados son similares a
los presentados para corazén de ratas y humanos descelularizados con una
preservacion completa de estas fibras [29], [92], [93]. La microscopia electrdnica de
barrido corrobora las observaciones de la histologia tradicional mostrando las fibras
intactas luego del protocolo de descelularizacién empleado (Figura 17 C-D). Ademas, el
mayor aumento permitié verificar la adecuada conservacién de la arquitectura
microscopica de la MEC con la distribucidn, orientacién, dimensién y grado de
agregacion de la organizacién tridimensional de la ultraestructura de las fibras
reticulares posterior al proceso de descelularizacién tanto fisico como quimico.
Resultados similares reportados por otros autores permitieron verificar la retencién de
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tejidos caracteristicos como fibras epicardicas densas y espirales, entre otras, en la
MEC cardiaca luego de la descelularizacién [29], [94].

Este resultado es fundamental para poder proyectar una exitosa
recelularizacién, guiada por la capacidad del andamio para promover la remodelacién
constructiva a través de la serie de eventos bioldgicos que ocurren durante este
proceso, como la liberacién de péptidos bioactivos de las moléculas originales de la
MEC, promover la angiogénesis después de la implantacién y responder al
microambiente mecanico donde sera inserto. Ozlu y cols (2019), demostraron que la
alineacidén y el diametro de las fibras proporcionan informacion valiosa para evaluar la
preservacion estructural del corazén descelularizado [93], ademas otros autores
resaltan la importancia de esta capacidad de la MEC como también para degradarse
rdpida y completamente aumentando las propiedades bioinductivas funcionales
propias de la MEC nativa [36], [95].

El material celular residual dentro de la MEC puede contribuir a
problemas de citocompatibilidad e incluso generar respuestas adversas del huésped
tras la repoblacion celular. Aunque las técnicas de descelularizacion no pueden
eliminar el 100% del material celular, la bibliografia reporta que la cantidad de ADN
remanente no puede exceder los 50 ng/gr de tejido seco [81], [96]. La Figura 18
muestra que el contenido de ADN residual de la MEC luego de la descelularizacién fue
de 7,68 + 0,42 ng de ADN/gr de tejido seco indicando que el proceso de lavado
exhaustivo y los procedimientos fisicos empleados lograron remover la mayor parte
del contenido celular. Estos resultados corroborarian la falta de presencia nuclear
observada histolégicamente por las diferentes microscopias épticas (Figura 15 Figura
16 Figura 22 y Figura 23) y electrénicas de barrido (Figura 17 y Figura 24). La
eliminacion del detergente también marca un punto importante para la resiembra
posterior de la MEC, la presencia de SDS residual no posibilitaria la existencia de un
andamio biocompatible, es decir, que el ingreso de nuevas estirpes celulares en la
etapa de recelularizacién podria presentar algun tipo reaccidén de histocompatibilidad
negativa en el huésped. Por lo que, en primera instancia, evaluamos el contenido de
SDS luego de los lavados de la MEC, antes de su desinfeccién final. La Fig. 29 muestra
que el contenido de SDS residual en la MEC fue de 0,009 + 0,001 % P/V, comparado
con la concentracion inicial de lavado (1% P/V). En segundo lugar, nos propusimos
examinar la citobiocompatibilidad de la MEC, es decir, que la matriz cardiaca
descelularizada no presentaba citotoxicidad. Los resultados observados en la Fig. 30
demuestran que la MEC no presenta citotoxicidad bajo las condiciones ensayadas de
acuerdo a lo recomendado por la Norma 10993-5 [84] donde la viabilidad celular fue
superior al 70 %. Los valores de viabilidad celular encontrados no presentaron
diferencias significativas con el control negativo por lo que la MEC obtenida podria ser
utilizada como andamio para un proceso de recelularizacién posterior. Los resultados
microscopicos Figura 22, Figura 23, Figura 24 y el contenido de ADN remanente (Figura
25) de los parches de ventriculo cardiaco fueron similares a los reportados para el
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6rgano completo evidenciando una completa descelularizacidon, la que puede
observarse macroscdpicamente en la Figura 21 con la decoloracién total de cada
parche luego del protocolo empleado. Por lo tanto, mediante el uso de la
descelularizaciéon por perfusién mas la combinacion de agentes fisicos previos,
obtuvimos un andamio de MEC cardiaco con una microarquitectura conservada, libre
de restos celulares, con un arbol vascular conservado y biocompatible.

El paso final de la descelularizacion consiste en la desinfeccidn del tejido
acelular, paso esencial cuya accién podria ejercer cambios fisicos y quimicos en la
integridad mecanica de las matrices debido a su potencial mecanismo de accién
agresivo desfavoreciendo la adhesién celular posterior. Por esta razén, para la
caracterizacidn mecanica, quimica e histoldgica optamos por 2 tipos de desinfeccidn
final de los parches de MEC cardiacas. La desinfeccidn con etanol 70% y el enjuague
final con APA 0,2%, es la metodologia mas utilizada en los laboratorios de preparacion
de tejidos cardiacos acelulares provenientes de vdlvulas [97], vasos sanguineos [98] y
pericardio [99]. Ambos tratamientos no evidenciaron cambios en la microestructura de
la MEC (Figura 22 y Figura 23), tampoco se observaron cambios morfoldgicos, de
orientacién y tamafio en las fibras reticulares luego del proceso de descelularizacion y
desinfeccion con etanol o APA con respecto de los controles no descelularizados
(Figura 24), que marcaria que ambos métodos de desinfeccion no alterarian la
microarquitectura y composicidon de las matrices. De acuerdo con esto, Fidalgo y cols
(2018) encontré que los andamios asépticos luego de la desinfeccion con APA
mantenian la integridad estructural y biocompatibilidad del tejido. También, Huang y
cols (2004) usando el mismo agente desinfectante en tejido dérmico, no observaron la
presencia de componentes ni restos celulares asi también como verificaron la correcta
integracidon de su ultraestructura. Los ensayos bioquimicos van en la misma linea que
los histologicos, APA y etanol 70 % no afectaron la cantidad de ADN remanente luego
del proceso de descelularizacién, con valores finales de 8,874 + 0,184 y de 5,150 +
0,259 ng de ADN/gr de tejido seco, respectivamente (Figura 25). Las Figura 26 y Figura
27 muestran muy buena viabilidad celular de las MEC posterior a la desinfeccién con
etanol 70% y con 4cido peracético (APA) 0,2% evidenciado por la falta de citotoxicidad
en ambos ensayos de biocompatibilidad de la Norma 10993-5 [84], las cuales en
ambos tratamientos fueron superior al 70% recomendado.

En las pruebas mecanicas de traccién mediante la aplicacién de una
fuerza uniaxial, las matrices controles (no descelularizadas) y aquellas descelularizadas
sin desinfectar mostraron un comportamiento similar segln se observa en las curvas
de tensidon-deformacién (Figura 28). Sin embargo, las MEC desinfectadas, tanto con
etanol como con acido peracético, mostraron un comportamiento diferente. Las MEC
gue fueron desinfectadas con acido peracético exhibieron una resistencia mayor a la
traccion ejercida comparada con las membranas sin desinfectar e incluso aquellas
tratadas con etanol. Los valores del mdédulo de Young para los diferentes tratamientos
(Figura 29) revelaron un comportamiento diferente en la elasticidad dependiendo del
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método de desinfeccién empleado. El etanol ejercid una disminucion significativa en
las propiedades mecanicas respecto de las MEC sin desinfectar, mientras que el APA
tuvo el valor mayor del mddulo, indicando una mayor rigidez, la cual podria estar
correspondiendo a cambios quimicos del agente con la superficie de la membrana
acelular. La Figura 30 nos muestra que desde el punto de vista reométrico la matriz se
comporta como un solido viscoelastico muy parecido a un gel-débil ya que los mddulos
viscosos y elasticos no se cruzan entre ellos, ademads este patrén nos indica que las
matrices desinfectadas con acido peracético es muy similar al tejido control sin
descelularizar, esto le brinda una ventaja biomecanica ya que los mddulos elastico
(Figura 31) y viscoso (Figura 32) superiores a los obtenidos con la desinfeccion por
etanol al 70% lo hace mas adecuado para aplicaciones cardiacas[100]. Estos resultados
son consistentes con lo reportado por el grupo de Trappmann y cols(2012), donde
células madres sembradas en un sustrato de bajo moddulo eldstico no pudieron
establecer una correcta adhesion al sustrato y lograron una pobre diferenciacién, pero
al usar un gel entrecruzado y con un moddulo eldstico mayor, se logré una mayor
diferenciacion celular[101].

El APA es muy usado como agente desinfectante quimico en diversos tejidos
como por ej. valvulas cardiacas [97] debido a su fuerza como agente oxidante y a su pH
acido que le otorga un gran poder bactericida, fungicida y de inactivador viral. Ha sido
descripto que el uso de APA en la desinfeccidon final de una MEC de vejiga urinaria
modific6 el moddulo de elasticidad sin mostrar un efecto citotdoxico e incluso
permitiendo la proliferacién celular posterior en cultivo [102]. De manera similar, Eras
y cols (2021) demostré que meniscos tratados con APA como agente desinfectante
final mostraron menor relajacién y una mayor tensién en comparacion con los
meniscos no tratados, que podrian exhibir propiedades que influyan positivamente en
la extrusidon del menisco después del trasplante. Del mismo modo, el incremento en el
moddulo de elasticidad posterior a la desinfeccién con APA podria estar significando
modificaciones en la quimica de superficie de los andamios, la cual podria resultar
beneficioso para una futura repoblacién celular. Un estado aséptico obtenido por
esterilizacién y desinfeccién eficaces es la premisa para la utilizacion de la MEC [103].

La aplicacion de la técnica FTIR permitid analizar la distribucion de
componentes bioldgicos, como el coldgeno y los proteoglicanos, dentro de la
microestructura de los bioandamios descelularizados. Los espectros infrarrojos
mostraron un patrén semejante entre la matriz descelularizada y desinfectada con APA
en comparacién con el control descelularizado (Figura 37). Resultados similares, en
MEC de corazén y aorta, fueron reportados con la presencia de bandas en dareas
asociadas con proteinas estructurales como el coldgeno y la elastina, sugiriendo que el
proceso de descelularizacion mantuvo la integridad de la proteina [104]. Ademas, ha
sido descripto que el APA usado como un agente desinfectante presenta un efecto
minimo sobre la composicion y estructura de la MEC [96]. Se ha descripto que la fuerza
acida del APA produce una reduccidon de la fuerza de la MEC, al interactuar con
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proteinas como el colageno sin afectar a los glicosaminoglicanos [105]. Se ha
reportado también que la exposicion al estrés oxidativo provoca la reticulacidn de las
fibras de colageno y elastina en los tejidos de las vdlvulas cardiacas. Esto ultimo daria
como resultado la formacién de una red de elastina mas apretada y un tejido menos
elastico [106]. El FTIR confirmd, ademas, que no se introdujeron otras entidades
guimicas en los andamios por accién de la desinfeccion final con APA. De acuerdo a
esto, Fidalgo y cols (2018) utiliz6 APA para esterilizar pericardio porcino y bovino junto
con antibidticos/antimicdticos obteniendo andamios que conservaban la integridad
estructural y la biocompatibilidad del tejido. Se ha reportado que el APA junto al
etanol es una opcién para la desinfeccién y esterilizacién de drganos parenquimatosos
delgados y pequefios y en érganos huecos, ya que se puede obtener una esterilizacién
efectiva y en menos tiempo [107]. De esta forma, el protocolo desarrollado es este
trabajo permitid obtener un bioandamio a partir de corazén descelularizado y
desinfectado sin pérdidas considerables de matriz extracelular, microestructuralmente
preservada, sin presencia celular y biocompatible.
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Capitulo Il:  Obtencién vy aislacion de células madre
mesenquimales de origen adiposo

Materiales y métodos

Obtencién de la grasa vy aislacidon de células madre

Una muestra de aproximadamente 6 ml de tejido adiposo pericardico se
obtuvo durante la cardiectomia, se colocé en un tubo con 20 ml de Dulbecco's
Modified Eagle Medium (DMEM) y se conservd a 4°C. Posteriormente, se procedio al
lavado del tejido dos veces con DMEM vy se centrifugd a 100 x g durante 10 min,
descartando el sobrenadante y reemplazando el medio de cultivo en cada uno de los
lavados. A continuacién, se disgregd mecadnicamente y luego enzimaticamente con
colagenasa tipo | (SIGMA) a una concentracidon de 1 mg/ml en medio DMEM estéril,
durante 45 min a 379C, con una agitacién suave y continua. Se centrifugd a 100 x g
durante 15 min, se recogio el pellet con la SVF (fraccién estroma-vascular). Este pellet
fue filtrado a través de una malla de nylon de 50 um. Se centrifugd nuevamente a 100
x g durante 10 min y se descartd el sobrenadante. El pellet se lavd tres veces y se
resuspendié en medio DMEM-Hepes (10 mM) suplementado con 10% de SFB (Suero
Fetal Bovino, Internegocios), 1% de glutamina (Sigma) y 1% gentamicina (Ritcher) [59].
Se tomd una muestra de 30 pl del SVF resuspendido en medio completo y se evalué la
viabilidad por medio de una evaluacion de tincién vital (Tripan Blue). Posteriormente,
se sembrd e incubd a 37°C, bajo una atmdsfera de 5% CO,. Se mantuvieron en el
mismo medio, renovando cada 48 h, hasta llegar a un 90 % de confluencia para su
pasaje aproximadamente en el dia 5.

Diferenciacién cardiaca

En una placa de Petri de 35 mm se sembraron 8 x 10° células y se mantuvieron
por 24 h. El dia siguiente se removid el medio de cultivo y se agregd 1,5 ml de medio
de diferenciacién (medio completo de cultivo + 5-azacitidina 10 uM (Sigma)) y se
incubd durante 24h. Luego se removid el medio de diferenciacidn, se adicioné 1,5 ml
de medio completo y se continué como un cultivo normal durante 15 dias [108].

Concentracién de Troponina T

Para determinar la concentracién de Troponina T cardiaca se recuperd el
sobrenadante del medio celular residual de la placa de cultivo y se procedid a
recolectar las células por medio de una solucién de Tripsina/EDTA durante 5 min a
379C. Posteriormente, se agregd a la placa 1 ml de medio celular completo, se
centrifugd a 100 x g por 5 min. Se elimind el sobrenadante y el precipitado fue
homogeneizado en 1 ml de DMEM y nuevamente centrifugado a 42C durante 10 min a
10000 x g en una ultracentrifuga refrigerada (Jouan). Se recuperé el sobrenadante y se
cuantificé en un sistema cobas e 601.
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Resultados

De acuerdo con el protocolo descripto en materiales y métodos, la Fraccidn de
Estroma Vascular (FEV) obtenida a partir de tejido adiposo pericardico de conejo, se
sembré en una placa de Petri P-35con medio de cultivo completo. La Figura 38
muestra una imagen heterogénea del cultivo primario con la presencia de linfocitos,
eritrocitos y de células alargadas con fenotipo de fibroblastos adheridas a la placa, a las
5 h de cultivo. Sin embargo, el cambio del medio permitié 48 h después (Figura 39),
remover los eritrocitos de la placa de Petri facilitando la identificacién de las células
fusiformes a lo largo del todo el campo. Asi también como su proliferacidn.
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Figura 38: Observacion por microscdpico dptico invertido a 10X a las 5 h de terminado el protocolo de aislacion de

ASC.

Al cabo de 120 h de incubacién en medio suplementado, se observa el
crecimiento de las células fusiformes con una distribucién radial, caracteristica propia
de células formadoras de colonias con una adherencia propia al sustrato caracteristica

principal de las células madre (Figura 39).

Figura 39: Observacion por microscopio dptico invertido a 10X a las 48h de aislacidn del tejido adiposo.
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Figura 40: Observacion por microscopio dptico invertido a 10X a las 120h de aislacion del tejido adiposo

La expresion fenotipica de marcadores de superficie no se pudo realizar debido
a que estds células tiene como origen animal el conejo, y los anticuerpos de los
marcadores de superficie se obtienen por medio de conejos, por lo tanto, no tienen
reactividad sobre esta especie. y los marcadores propios de conejos excedian nuestro
presupuesto.

Diferenciacién cardiaca y cuantificacion de troponina

Al final del protocolo de diferenciacion se observaron cambios morfolégicos, en
comparacion con el control, de las células tratadas con medio de cultivo
complementado con 5-azaticidina 10mM, que se pueden contrastar con la figura
siguiente en donde se puede observar las diferencias entre el dia de inicio y de
finalizacion del protocolo.

Cualitativamente se observa que aquellas células que fueron expuestas a un
medio de cultivo con 5-azaticidina tienden a ser mas alargadas y alineadas. Ademas de
gue forman una colonia orientada en un solo sentido (Figura 41).
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Control

S-azaticidina

Figura 41: Microscopia optica a 10X de control en dia 0, y 14 y de cultivo suplementado con 5-azaticidina dia 0y 14

Cuantitativamente se realizaron cuantificaciones de Troponina T cardiaca,
proteina propia de las células de cardiomiocitos, la cual nos permitié observar un
aumento de la concentracién de esta a medida que pasaban las semanas. Se realizd

una ANOVA de una via con un test de Bonferroni a posteriori, para evaluar si existe
diferencia estadistica significativa.
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Cuantificacion de Troponina-T
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Figura 42: Concentracion de Troponina a 1y 2 semanas posteriores al inicio del tratamiento con 5-azaticidina al
10mM. Barras representan media aritmética +- ESM. n= 3 *significativamente diferente del control, p< 0,005

Un ANOVA de dos vias revelé un efecto significativo en el tratamiento del
suplemento de medio de cultivo 5-azaticidina como agente inductor de diferenciacién
cardiaca (F (1, 8) = 13,40, p < 0,0064). La Figura 42 nos permite observar que no existen
diferencias significativas en la variable tiempo (F (1, 8) = 2,85, p = 0,13) ni en la
interaccidn tiempo vs tratamiento (F (1, 8) = 0,0006, p = 0,94). El test a posteriori de
Bonferroni mostré que la 5-Aza al 10% indujo un incremento significativo en la
produccién de Troponina T Cardiaca en ambas semanas.

Discusion y Conclusién

Una vez obtenido el andamio, nos encaminamos a lograr su repoblacién con
células madre mesenquimales de origen adiposo. Badylak y cols, (2011) sostiene que
las células y la MEC tienen una relacién intrinsecamente cercana y dependiente. Por lo
tanto, el tipo y la fuente de las células utilizadas para repoblar una MEC tridimensional
son fundamentales para la eventual funcionalidad y el éxito clinico. De acuerdo con
esto, las estirpes celulares necesarias para recolonizar un corazén son de varios tipos
dependiendo del tejido diferenciado y su funcién dentro del érgano. En primer lugar,
fue la eleccidén de tipo de células madre del cual partiamos para diferenciarlas en
cardiomiocitos. La opcién estuvo orientada hacia células mesenquimales de tejido
adiposo adulto autdlogas, por su rdpida recoleccién a partir del tejido adiposo
circundante al corazén que pueden aislarse y expandirse facilmente, de elevada
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disponibilidad, multipotentes y con baja respuesta inmunoldgica [109] y pueden ser
utilizadas para la organogénesis in vitro [110].

Las Figura 38, Figura 39, Figura 40 muestran diferentes etapas del proceso de
proliferacién de las células madre mesenquimales a partir de tejido adiposo
pericardico. De acuerdo con el protocolo empleado, observamos que después de 5
horas del inicio de la incubacién, las células sembradas se adhirieron a la placa,
llegando a la confluencia al quinto dia y formando colonias de caracteristicas
fenotipicas de células madre mesenquimales. Resultados similares en la aislacién e
identificacion de células madre estromales fueron hallados por otros grupos [111],
[112]. Una vez identificadas morfoldgicamente las células madre provenientes de
tejido adiposo pericardico, las mismas fueron suplementadas para su diferenciacion in
vitro a cardiomiocitos. Varios autores demostraron que las células del estroma del
tejido adiposo pueden diferenciarse espontaneamente en cardiomiocitos después de
varios dias medidos por la actividad contractil y estructuras similares a miotubos
utilizando extractos de cardiomiocitos de rata [113] o distintos tipos de
suplementacién exégena. La 5-azacitidina es un agente de metilacién del ADN que es
un importante mecanismo epigenético, que esta involucrado no solo en la expresion y
silenciamiento génicos enddgeno sino es importante para mantener la
pluripotencialidad y autorrenovacion de las células madre. Rangappay cols., (2003)
describieron que células madre mesenquimales del tejido adiposo de conejos tratadas
con b5-azacitidina se pueden diferenciar en cardiomiocitos y comenzar a latir
espontaneamente a las 3 semanas. Nosotros observamos que la suplementacién con
5-aza indujo un incremento significativo de la secrecion de troponina-T en el cultivo
celular a los 7 y 14 dias indicando una cardiomiogénesis positiva. Otros autores
observaron un fenotipo cardiomicitico similar medidos a través de la expresién génica
de marcadores miogénicos especificos [114], [115].
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Capitulo Ill: Desarrollo de un biorreactor con estimulacion
mecanica

Materiales y métodos
Especificaciones del biorreactor

Magnitud, frecuencia y modo de estiramiento

Se determind el uso de estimulacidn mecdnica de tipo estiramiento uniaxial, en
cuanto a la magnitud del estiramiento se fijo un rango desde el 1 al 12% de
estiramiento con un paso de 0,5%. Se optd por usar una frecuencia de 1 Hz,
equivalente a 60 latidos en 60 segundos correspondiente a la frecuencia cardiaca
minima sinusal. Debido a que se estimularan células cardiacas se fijé una frecuencia de
trabajo del biorreactor en un rango entre 0,1 y 2 Hz. Respecto del modo de
estiramiento, se usd un tipo de onda muy similar a una onda cuadrada. Por lo tanto, se
programo el biorreactor, desde la respuesta a una rampa inicial lo mas rapida posible,
una fase de estiramiento y una rampa de relajacion.

Se trabajé en un disefio de biorreactor que deba estimular células alojadas en
camaras de cultivo en forma de pocillos anexas al equipo y dentro de una incubadora
para brindar las condiciones normales de cultivo in vitro. Ademas, que cuente con la
posibilidad de realizar por triplicado la estimulacién, posea un funcionamiento
automatico y de programacion inalambrica de las rutinas de estiramiento.

Sistema de actuacion

Se eligié trabajar con el motor paso a paso(PaP) JK42HS34-0404 para inducir
movimiento giratorio en un husillo trapezoidal ACME de 8 mm de didmetro; se optd
por un husillo de estas caracteristicas por el buen balance entre avance rapido,
precision y torque que ofrece. Una tuerca trapezoidal con paso de 2 mm y 4 entradas
se fijo6 en la pieza movil para transformar el movimiento giratorio en un
desplazamiento longitudinal, provocando asi el estiramiento de los pocillos. La junta
entre el motor paso a paso y el husillo se realizé con un acoplamiento flexible de 8 x 5
mm.

La deformacion de los pocillos se logré con el motor paso a paso unido a un
sistema tuerca-husillo, encargado de desplazar una pieza mévil ligada a un extremo de
las camaras de estiramiento, produciendo asi su deformacidn. El extremo opuesto de
las camaras de estiramiento se atornilld en una pieza fija, donde ademds se
empotraron sensores de posicién, de temperatura y humedad.

73



Desarrollo de un corazdén bioartificial a partir
de recelularizacién con células madre de origen adiposo

Control electronico
Ajuste de la corriente de salida del Driver

El control de la corriente entregada al motor paso a paso se realizé con el driver
A4988 de Stepsticks. Previo a la conexion del motor, se ajusté la corriente de salida del
driver, para evitar que el motor pierda pasos o se queme por exceso de corriente. Para
ello, se midid la diferencia de potencial entre el potencidmetro de ajuste y el pin de
tierra (GND) del chip, obteniendo asi el valor del potencial de referencia (Vref). La
corriente por fase del motor se calculd a partir de Vref y la resistencia de sensibilidad
(Rs), como se indica en la Ecuacion 1.

Vre f

I =
I~ 8 xR,

Ecuacidn 1: corriente por fase () de salida del driver a4988, donde V.. = Voltaje de referencia, Rs=Resistencia de
sensibilidad.

El driver A4988 de Stepsticks tiene un Rs de 0,2 Q, y la corriente maxima por
fase del motor paso a paso seleccionado es 0,4 A. Se decidid trabajar con pasos
completos, con el propésito de que el motor genere el maximo torque durante los
ciclos de estiramiento, y para disminuir la pendiente del estiramiento hasta alcanzar el
valor final de retencidn. Por ello, se limitd la tensidn al 70%, que es lo maximo que
entrega el driver en modo pasos completos.

0,44

Vref = m x 0,7= 0,175V

Ecuacidn 2: cdlculo del voltaje de referencia (Vyef) para la limitacion de corriente del driver en modo pasos completos.

Sensor de final de carrera

Se seleccioné un sensor de efecto Hall posicionado sobre la estructura fija del
biorreactor para cumplir la funcién de sensor de final de carrera. El mismo actua en
conjunto con un iman de neodimio que se encuentra adherido en la ranura de parte
movil disefiada.

Encoder

Con los motores paso a paso, contar los pasos del motor es relativamente
sencillo, porque el microprocesador que genera los impulsos para mover el motor
puede al mismo tiempo contarlos. Eso eliminaria la necesidad de instalar sensores de
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posicidon; sin embargo, se decidié disefiar un encoder incremental, para aquellas
circunstancias en las que el motor pierde pasos, es decir, que, por diversos motivos,
generalmente mecanicos, no logra girar mientras que el sistema de control considera
gue el movimiento estd ocurriendo. Esto produciria un estiramiento erréneo del
pocillo, alterando las condiciones del protocolo definido para el experimento. Al
trabajar con un elastémero cuya resistencia a la traccidon es superior a la del PDMS, se
introdujo una variable extra, ya que el motor paso a paso debié soportar una mayor
tension ejercida por el pocillo en sentido contrario.

Se disefié un disco con zonas opacas y huecas alternadas y equidistantes, de
didmetro interno igual al de la varilla roscada, es decir 8 mm (Figura 43). El mismo fue
impreso 3D con filamento de &acido polilactico y acoplado a un circuito dptico de
lectura fijo, constituido por un emisor infrarrojo (IR) y un fototransistor. El disco
detecta 40 posiciones en una vuelta de 360 grados de la varilla roscada, lo que
equivale a 200 pasos dados por el motor paso a paso. Es decir que, por cada 5 pasos
dados por el motor, el conteo del encoder se incrementa en una unidad. Se decidid
esta resolucion porque el minimo porcentaje de estiramiento que puede ingresar el
usuario del biorreactor es 1%, y se necesitan 5 pasos para generar ese estiramiento; el
error en la posicién detectado por el encoder es por lo tanto £ 5 pasos.

Figura 43: Impresion 3D de disco para el encoder.

Programacion Arduino

Se utilizaron las dos interrupciones por hardware que admite la placa Arduino
Uno, una para el encoder incremental (pin digital 2) y otra para el sensor de efecto Hall
de final de carrera (pin digital 3). Para ambas se definié la condicion de disparo y la
funcién que se ejecuta cada vez que se dispara la interrupcion (callback function). Esta
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ultima debe ser lo mas acotada posible para garantizar que no se pierda informacién
de las demads interrupciones mientras el microcontrolador ejecuta las instrucciones
contenidas dentro de la misma.

° Encoder incremental: la interrupcién se dispara por flanco de subida y la
funcidon que se ejecuta luego consiste en el incremento de una variable que es
proporcional a la cantidad de pasos dados por el motor.

° Sensor de efecto Hall: la interrupcién se dispara por flanco de bajada y
la funcidn que se ejecuta levanta una bandera indicando la ocurrencia del evento que
luego se interpreta en el programa principal.

Dentro de las especificaciones del biorreactor se encuentra la posibilidad de
detener el estiramiento de manera de poder acceder a los pocillos para la realizacién
de tareas rutinarias, como el cambio de medio de cultivo. Al no contar con mas pines
para interrupcion externa, se optd por hacer polling al pulsador que se presiona para
detener el estiramiento. Lo éptimo es consultar el estado del pin al finalizar un ciclo de
estiramiento, para que los pocillos se encuentren ya en estado de reposo.

Otra clase de interrupciones utilizada fue la de timer 1, el cual se dispara cada
4,194 segundos. La funcidn que se ejecuta a continuacion consiste en el incremento de
una variable que se interpreta luego en el programa principal. Cuando la variable es
igual a 855, el tiempo transcurrido es 3590,064 segundos (aproximadamente una
hora). En ese momento se realiza la lectura de temperatura y humedad en el recinto
donde se encuentran las células con el sensor DHT22 y se envian los valores leidos por
el puerto serie, para llevar a cabo un seguimiento de las condiciones fisicas en las que
se cultivan las células.

La légica del programa simplificada se muestra en la Figura 44 y en el anexo |. El
usuario del biorreactor debe ingresar el porcentaje de estiramiento deseado y la
frecuencia, es decir, el nimero de ciclos de estiramiento y relajaciéon por unidad de
tiempo. Con estos valores se calcula la deformacion del pocillo (Ecuacién 4), la
cantidad de pasos que debe dar el motor para alcanzar un valor en particular (Ecuaciéon
5) y el tiempo de retencion del estiramiento, que coincide con el de reposo (Ecuacion
6).

27 %1100

o ..
/Oestlramlento
X1

Ecuacion 3: Estiramiento del pocillo.
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0, . .
/Oestzramlento

100

Ecuacion 4: Cdlculo de la deformacidn del pocillo.

deformacion = X 20 mm

200 pasos

cantidad de pasos = deformacion X
8 mm

Ecuacion 5: Cdlculo de la cantidad de pasos que debe dar el motor.

1ms
frec[Hz] x 0,001s

— 4 X 2ms X cantidad de pasos

2

Ecuacion 6:Cdlculo del tiempo de retencion del estiramiento

tiempo de retencion =

El microcontrolador verifica que la parte mdvil del biorreactor se encuentre en
la posicion inicial, correspondiente al estado de reposo del pocillo, a través de la
lectura del pin que recibe la senal proveniente del sensor de efecto Hall. En caso de no
ser asi, el microcontrolador envia las sefiales correspondientes a los pines step y dir del
driver para que el motor gire en sentido horario hasta que se produzca el flanco de
bajada en el pin digital 3 que desencadene la interrupcién de final de carrera.
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INICIO

Inicializacién de
variables

| % estiramiento y
| frecuencia ingresados
por teclado

Célculo  de  deformacién,
cantidad de pasos del motor
y tiempo de retencién del
estiramiento

Acercar parte movil a parte fija
(el motor gira un paso en
sentido horario)

Parte mévil en
la  posicién
inicial?

Giro del motor en sentido

antihorario (traccién de los
pocillos)

-

&Gir6 el motor la No

cantidad de pasos —— Girar 1paso més.
W
si

Retencion del
estiramiento.

Giro del motor en sentido
horario  (relajacién  de los.
el \

No

¢Ha transcurrido. si
una hora desde la
medicién anterior?

Mostrar
Temperatura y
Humedad

Retencion del estado.
de reposo.

Figura 44:Ldgica de programacion del microcontrolador
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Para proceder al estiramiento de los pocillos, el motor gira la cantidad de pasos
calculada por la Ecuacién 5, y se detiene una vez alcanzado el estiramiento adecuado.
Para verificar que esos pasos fueron efectivamente dados por el motor, el sistema
cuenta con un encoder incremental que gira solidariamente con la varilla roscada; si el
motor ha perdido pasos por algliin motivo, continda girando en el mismo sentido hasta
gue se alcanza el estiramiento esperado. Posteriormente, el motor se detiene durante
el tiempo de retencidn calculado; luego el driver le ordena un cambio en el sentido de
giro, iniciando el acercamiento de la parte mdvil a la parte fija del biorreactor hasta
gue se alcance la posicidn inicial. En ese instante se verifica que el sensor de efecto
Hall haya desencadenado la interrupcién indicando el estado de reposo; en caso
contrario el motor continda girando en el mismo sentido hasta que ese evento se
produzca.

El programa continta con la consulta (polling) del estado del pulsador para
detener el estiramiento; en caso de que el mismo haya sido presionado durante el
ciclo de estiramiento-relajacion (se trata de un pulsador con retencién), la
estimulacion mecanica se detiene. Una vez liberado el pulsador, se evalla el valor de la
variable que se incrementa con las interrupciones por timer 1, y se lee la temperatura
y humedad del recinto donde se encuentran las células en caso de haber transcurrido
una hora desde la medicién anterior. El motor se detiene por el tiempo de retencién
calculado, completando asi el ciclo de estimulacién-relajaciéon. Una vez transcurrido
ese tiempo, se inicia un nuevo ciclo. Para modificar los parametros de estiramiento, el
sistema debe resetearse presionando un botdn que conecta el pin de Reset de Arduino
con el pin GND.

Estructura del biorreactor

Una vez definido el sistema de actuaciéon y de control del movimiento, se
procedid al disefio de la estructura del biorreactor utilizando un programa de disefio
asistido por computadora (CAD, por sus siglas en inglés). Se obtuvieron dos piezas, una
de ellas fija y la otra mdvil, y se imprimieron usando una impresora 3D y acido
polilactico (PLA). Sobre la pieza movil se atornillé el extremo movil la cdmara de
estiramiento, mientras que sobre la pieza fija se atornilld el extremo opuesto de la
camara. Para hacer posible la fijacion de los tornillos, se realizaron seis orificios en
cada una de piezas, donde posteriormente se introdujeron las tuercas, como puede
observarse en las Figura 45 y Figura 46.
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Figura 45: Parte movil del biorreactor
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Figura 46: Parte fija del biorreactor

La pieza fija se disefid ademds con orificios en las paredes laterales para la
introduccion del sensor de final de carrera y el de temperatura y humedad (Figura 47).
Al trabajar con un sensor de efecto Hall, fue necesario realizar una ranura en la parte
movil del mismo lado y a la misma altura del extremo superior del orificio de la parte
fija, para posteriormente colocar el iman en el punto adecuado (Figura 48).
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Figura 47: Orificios para los sensores de temperatura y humedad y de final de carrera (Hall).

Figura 48: Ranura en la parte movil para alojamiento del imdn sefialada con la flecha en rojo.

La region destinada al cultivo celular fue delimitada como se observa en la
Figura 49, con el propdsito de disminuir el riesgo de contaminacion del cultivo celular.
En la pieza fija se incluyd un soporte para el motor paso a paso, y una base para el
posicionamiento de la placa Arduino (Figura 49). Entre el soporte del motor y el limite
del area de cultivo se previod colocar el encoder, y por ello se delimité una zona para el
montaje de la electrénica correspondiente al circuito éptico (Figura 49).
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Figura 49: Esquema representativo de la estructura del biorreactor, en gris drea donde se ubicard el motor y en
purpura, la region destinada al cultivo celular

Para resguardar de la contaminacién a las células en cultivo dentro de los
pocillos de PDMS vy a la vez permitir la ventilacién y la difusién de CO; hacia el medio
celular, se disefié una tapa como se puede observar en la Figura 50, y luego se obtuvo
por corte laser de una plancha de acrilico.

120

16

80

25

Figura 50: Disefio de la tapa para resguardo de células

82



Desarrollo de un corazdén bioartificial a partir
de recelularizacién con células madre de origen adiposo

Se disefid un resguardo moévil deslizante para proteger todo el control
electrénico del biorreactor e impedir el acceso al mismo, tanto a su usuario como al
resto del personal de laboratorio que comparte la incubadora. Esta pieza fue dividida
en dos partes para mayor facilidad del montaje final del dispositivo y del acceso a los
componentes para su reparacion y reemplazo ocasional en el futuro. Se incluyeron dos
orificios para la colocacién de botones con tuercas, con los que interactua el usuario
durante la operacién normal del biorreactor, y un orificio rectangular que es
atravesado por los cables de alimentacién de 5V y 12 V (Figura 51).

Figura 51: Resguardo movil del biorreactor.

En ultima instancia, se ided una base para dar soporte a todo el biorreactor y
facilitar su traslado desde la incubadora a la campana de flujo laminar, donde se
realizan los cambios de medio de cultivo y demas tareas de rutina y viceversa. Se opté
por una estructura rectangular de vidrio de 4mm de espesor por su facil limpieza y su
bajo costo. Entre el vidrio y el dispositivo se dispuso una capa de espuma de
polietileno expandido de 10 mm de espesor para prevenir que pequenas vibraciones
provenientes de la estimulacidn mecdnica provoquen un crecimiento celular desigual
sobre la superficie de los demas recipientes de cultivo presentes en la incubadora.

Desinfeccion y Prueba de uso

Previo a su introduccién del biorreactor a la sala de cultivo, la estructura del
mismo y su soporte se desinfectaron con monopersulfato de potasio 20%. Los
componentes electrénicos fueron irradiados con luz UV [116] durante 15 min y los
tornillos de sujecion de la camara de estiramiento se desinfectaron utilizando etanol al
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70% con agitacidon durante 15 min. Las cdmaras de estiramiento se desinfectaron con
acido peracético al 0,2 % con agitacion durante 1 h.

Para la prueba de uso del biorreactor, las matrices conservadas a 4°C se
sumergieron en acido peracético al 0,2 % y posteriormente se lavaron con PBS estéril.
A continuacién, dos de ellas (elegidas al azar o aleatoriamente para ser sometidas a
estiramiento estdtico y estiramiento ciclico) fueron posicionadas sobre el pocillo de la
camara de estiramiento, utilizando agujas 30 G; otra matriz (control) se posiciond
sobre una placa de Petri y se dejo secar bajo campana junto a las dos anteriores
durante 1 h.

Aplicando técnicas de cultivo tridimensional, se sembraron 100 ul de una
suspension de 1x10° células de la linea celular Vero por ml en cada una de las matrices
y se incubaron a 37°C con 5% CO,. La eleccidn de este linaje celular es en funcién del
uso de estas para ensayos de biocompatibilidad estandarizados. Para favorecer la
adherencia celular a las matrices se dejé reposar por 30 min, luego se agregd medio de
cultivo completo y se incubaron a 37°C con 5% CO,. Cuarenta y ocho horas después, la
matriz posicionada sobre el biorreactor fue estimulada mecanicamente al 5% y a una
frecuencia de 1 Hz durante cultivo de tejido, mientras que la frecuencia fue fijada en 1
Hz ya que, como se busca imitar el comportamiento del corazén adulto, y el mismo
late entre 60-100 veces por minuto, un ciclo de estiramiento por segundo (o 60 ciclos
por minuto) como se detallé anteriormente.

Analisis microscopico de células viables y apoptoticas

Para determinar la presencia y supervivencia celular se utilizaron dos
fluorocromos aplicados conjuntamente para determinar la presencia y supervivencia
celular: el diacetato de fluoresceina (25 ul/cm? de MEC) y el ioduro de propidio (25
ul/cm? de MEC a 1 mg/ml). El diacetato de fluoresceina penetra las células por difusién
facilitada y es transformado por las estereasas celulares en fluoresceina, la cual emite
fluorescencia amarillo-verdosa (A= 514 nm). En forma de diacetato de fluoresceina no
emite fluorescencia, por lo tanto, sélo aparecerdn marcadas las células
metabdlicamente activas (viables). El ioduro de propidio es un fluoréforo impermeable
a membranas celulares vivas, sélo atraviesa las membranas de las células muertas,
interacciona con los acidos nucleicos y emite fluorescencia roja (A= 617 nm).

En primera instancia se lavaron las matrices con PBS y se adicionaron los
fluorocromos, dejandolas reposar posteriormente por 15 min a 4°C en oscuridad.
Luego se procedié a realizar un lavado con PBS y finalmente se observaron las
muestras bajo microscopio confocal de fluorescencia IX83; Olympus; Japon, CIQUIBIC-
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CONICET. Como técnica complementaria, las matrices recelularizadas fueron
coloreadas con la técnica de tincidn histolégica con hematoxilina y eosina para ser
comparadas contra una matriz descelularizada.

Resultados

El prototipo disefiado y desarrollado en esta tesis fue concebido como un
producto minimo viable indispensable en la estimulacion mecanica celular con la
finalidad de coadyuvar al proceso de diferenciaciéon hacia el linaje cardiomiocitico. A
continuacion, se describiran los resultados de cada proceso de fabricacién, montaje
final y funcionamiento.

Impresion y ensamblaje

Las piezas que forman la estructura del biorreactor y el disco ranurado del
encoder incremental fueron impresas en 3D. El ensamblaje de la pieza fija, la pieza
movil y el encoder puede observarse en la Figura 52. En la pieza mdvil se empotraron la
tuerca trapezoidal y dos rodamientos lineales para guiar el desplazamiento; la longitud
de las varillas lisas y del husillo se ajustd posteriormente y se ligd el motor al husillo,
sujetdndolo luego con cuatro tornillos como se muestra en la Figura 52.

Figura 52: Ensamblaje de las piezas impresas del biorreactor

El montaje final del dispositivo, incluyendo la tapa confeccionada en acrilico, el
resguardo movil y el soporte de vidrio puede observarse en la Figura 53.
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Figura 53: Montaje final del biorreactor mecdnico

Control electrénico

Los componentes electronicos necesarios para la creacion del estimulo
mecanico y el monitoreo de las condiciones de cultivo se interconectaron como se
indica en la Figura 54. El montaje final se logré con el disefio de una placa de circuito
impreso (PCB, del inglés Printed Circuit Board) en forma de shield, de manera de poder
acoplarla en la parte superior de la placa Arduino Uno R3.

11

: il

XD (UNO

Figura 54: Esquemdtico del circuito eléctrico del biorreactor
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Calibracién del sistema de estiramiento

Se fabricaron las camaras de estiramiento utilizando silicona de adicion de
consistencia liviana 3M Imprint Il de baja viscosidad, esta es un elastdbmero muy
utilizado como material de impresion en la odontologia para obtener al maximo de
detalle dental para la fabricacion de coronas y puentes fijos, en impresiones de
protesis totales o parciales y para registro de mordida, razén por la cual suele recibir
los nombres de materiales de impresion de polivinilsiloxano (PVS) o vinil polisiloxano
(VPS).

La mezcla de los componentes del cartucho se realizé utilizando el dispensador
tipo HP y las puntas para mezcla grandes y pequefias. Las cdmaras de estiramiento se
obtuvieron por el método de colada, con un molde negativo disefiado en un software
CAD (Figura 55 Panel A), con las medidas de las cdmaras comerciales. El molde fue
luego impreso en 3D (impresora Prusa i3) utilizando el filamento Polysmooth PVB 3D, y
posteriormente se eliminaron las capas de impresion utilizando una unidad de limpieza
(Polysher; Poly-maker; China) (Figura 55 Panel B).

oL

Figura 55 A: CAD de los moldes en negativo. B: Molde impreso y pulido

Con el molde negativo impreso en 3D preparado, se fabricaron las cdmaras de
estiramiento en PVS, como se indica en la Figura 56. Quince min después, cada una de
las piezas polimerizadas se quitaron del molde y se les realizaron 4 perforaciones de 3
mm de didmetro a cada camara para su sujecion futura a la estructura del biorreactor.
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Figura 56: Proceso de fabricacion de las cdmaras de estiramiento

Las camaras fueron luego sometidas a una evaluacion mediante un sistema de
estiramiento que incluyé la verificacion del comportamiento del motor PaP,
especialmente bajo la tensidén ejercida por las cdmaras de estiramiento, a través del
monitoreo por encoder incremental de los pasos efectivamente dados en cada ciclo.
Asi, se decidio trabajar con una sola camara, ya que la eleccion del motor se efectudé en
base a las propiedades mecanicas del PDMS, que es el biomaterial mas difundido y
validado para su aplicacidn en biorreactores mecanicos. EIl PDMS tiene un mdédulo de
elasticidad considerablemente menor al del PVS que presenta una mayor rigidez.

Esto se puso de manifiesto al ingresar un determinado porcentaje de
estiramiento y se observd un desplazamiento menor al calculado. Por lo tanto, se
realizé una curva de calibracidn propia para las cdmaras de estiramiento de PVS donde
se determinaron los valores de estiramiento que deben ser ingresados en la
configuracion del biorreactor para obtener la deformacion dptima de trabajo. La razén
fundamental por la cual se procedié de esta manera yace en que el biorreactor
desarrollado prevé ser utilizado en el futuro con las cdmaras de estiramiento de PDMS
comerciales.
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Figura 57: Valores obtenidos para biorreactor sin calibrar para PVS

Para el cdlculo de estiramiento real del pocillo de PVS, se configuraron distintos
porcentajes de estiramiento a baja frecuencia (0,1 Hz) y se midié con un calibre digital
la relacién de estiramiento para cada caso. Se determinaron los porcentajes de
estiramiento que debian ingresarse al sistema para conseguir un estiramiento del 5%,
7,5% y 10%. Luego, se graficaron estos puntos y se trazé una linea de tendencia; al
calcular el coeficiente de correlacidon de Pearson (R?) resultd ser muy préximo a 1, con
lo cual se infiere que el comportamiento del sistema es lineal. Por lo tanto, a través de
la ecuacion de la recta (Figura 57) pudo obtenerse el porcentaje de estiramiento para
introducir (x) en el sistema y alcanzar un determinado estiramiento efectivo (y) de una
camara de estiramiento de PVS (Figura 58).
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Biorreactor calibrado para PVS
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Figura 58: Valores obtenidos y recta de tendencia para biorreactor calibrado.

Prueba de concepto

La MEC recelularizada con células Vero fue sometida a una estimulacion ciclica.
Previo al analisis de la adaptacidon celular a la matriz descelularizada se monitored la
temperatura y humedad del interior del biorreactor ubicada dentro de la incubadora.
La temperatura oscilé entre 35,7 y 36,5 °C, mientras que la Humedad Relativa se
cuantificé entre 91,1y 91,7%.

Posterior al protocolo de estimulaciéon ensayado como prueba del biorreactor
mecanico, se desmontd la cdmara de estiramiento y se inspecciond visualmente toda
la electrénica involucrada en el control de la estimulacién. No se observaron signos de
corrosion del material del equipo expuesto a la cdmara de cultivo celular durante el
tiempo del protocolo, tampoco se verificd cambios en los pocillos que contenian la
MEC en proceso de recelularizacion. No se observaron alteraciones visibles de
sobrecalentamiento del motor luego de la estimulacién ciclica al cabo de 48 horas.

El comportamiento de las matrices sometidas a experimentacion fue evaluado
mediante microscopia éptica y microscopia confocal de fluorescencia.

La Figura 60 muestra las matrices con la presencia de los nucleos celulares, con
el citoplasma y el colageno de la MEC se observan en color rosado. Como puede
verificarse, en los tres casos hubo adhesion celular al andamio.
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40x

Estiramiento estatico Control

Estiramiento ciclico

Figura 59: MEC recelularizada a 40x A y B: Control; Cy D: Estiramiento estdtico; E y F: Sometidas a estiramiento
ciclico. Tanto en el control como en los resultados de los ensayos, se observa la presencia de células adheridas a las
matrices en purpura.

Las imagenes obtenidas del microscopio confocal correspondientes a la MEC
recelularizada sometida a estiramiento ciclico muestra la presencia de células vivas y
apoptodticas a lo largo de toda la profundidad de exploracidon. En la Figura 60 se
evidencia la penetracién de células en la MEC hasta 53,46 um desde la superficie en la
cual fueron sembradas.
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Figura 60: Micrografias de microscopio de fluorescencia confocal de la MEC recelularizada sometida a estiramiento
ciclico, con las correspondientes vistas ortogonales de 53,46 um de espesor. Para ambos casos, se observa
penetracion celular, en panel A la flecha indica célula a 28,85 um de profundidad. En panel B la flecha indica célula a
44,82 um de profundidad.

En la Figura 61 se observa una imagen resultante de realizar una proyeccion a
lo largo de toda la profundidad de exploracidn, evidenciando la presencia de células

tefiidas con fluoresceina y con IP.
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Figura 61: MEC recelularizada sometida a estiramiento ciclico. (A) Células penetradas por la fluoresceina. (B) células
penetradas por el IP. (C) Fusion (Merge).
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Discusion y Conclusién

Diferentes publicaciones han demostrado que el uso de matrices extracelulares
miocardicas con su arquitectura tridimensional preservada es una alternativa clave
para facilitar el soporte y la diferenciacion celular necesarios para favorecer el proceso
de regeneracion cardiaca, con la presencia de factores de crecimiento y citoquinas
([29], [117]). En condiciones fisioldgicas, el estiramiento mecanico de los
cardiomiocitos estd inducido por sefiales eléctricas cardiacas y el acoplamiento entre el
pulso eléctrico y las contracciones celulares, siendo crucial para el desarrollo del
miocardio ([118]). Es de vital importancia que se garanticen un acoplamiento celular
electromecanico y una funcién contrdctil, adecuadas dentro de los constructos
generados. Para ello, es fundamental la existencia de estimulos mecdanicos que imiten
la actividad cardiaca, por lo que los biorreactores mecanicos han tomado importancia
dentro de este campo. Pardmetros del estiramiento como el modo (uniaxial, biaxial), la
magnitud, la velocidad, la frecuencia, la forma de onda (sinusoidal, rampa, estatica), y
la insercidn de periodos de reposo, inducen efectos reguladores significativos a nivel
celular ([119]). La técnica de cultivo tridimensional se aplicé en la recelularizacién de
matrices que luego fueron sometidas a estimulacién mecanica para verificar la
adhesién y supervivencia celular en el biorreactor implementado. El estiramiento
uniaxial de las matrices se logré gracias a la confluencia de un motor paso a paso
comandado por un driver, un sistema tuerca-husillo, sensores de posicion y un
microcontrolador encargado de gobernar el funcionamiento global del sistema. El
elevado costo de sensores de desplazamiento para medir pequefias distancias llevd al
disefio y la implementaciéon de un encoder incremental como sensor de posicién, a
partir de un disco impreso 3D y un circuito Optico; si bien las prestaciones de este
ultimo son mas limitadas, resultaron suficientes para los requerimientos previamente
planteados. Los resultados de microscopia convencional y confocal obtenidos luego de
las pruebas preliminares de viabilidad celular en la matriz 3D (Figura 59, Figura 61)
permiten concluir que el biorreactor mecanico desarrollado permitié la adherencia y la
supervivencia celular, evidenciado cualitativamente mediante la presencia de células
metabdlicamente activas y apoptéticas.
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Conclusiones finales

La escasez de drganos para trasplantes es cada vez mas critica y acarrea un
aumento de la morbi-mortalidad de miles de pacientes cada afio. A pesar del
incremento de trasplantes en los ultimos afos asociados a la implementacién de la Ley
Justina, el numero de pacientes en espera es elevado y no todas estas personas logran
recibir un érgano. Por esta razdn, la generacién de drganos completos para su
reemplazo representa un gran avance de la medicina regenerativa. A diferencia de los
procedimientos de reparacidon quirdrgica convencionales donde el biomaterial
seleccionado necesita cumplir con los requerimientos estructurales y mecanicos para
tolerar el crecimiento y funcidn normal de los tejidos y evitar asi una respuesta adversa
del huésped; en este trabajo nos propusimos desarrollar mediante ingenieria de
tejidos un andamio tridimensional a partir de la descelularizacién de un corazén de
conejo para proponerlo como restauracién de la estructura y funcién de un corazén
deteriorado por una patologia coronaria, mediante la generacion de células cardiacas a
partir de células madre de origen adiposo.

La combinacién de los distintos agentes descelularizantes nos permitié
desarrollar y optimizar un protocolo propio para obtener una matriz extracelular
cardiaca traslucida, acelular, desinfectada, con una microarquitectura conservada, el
sistema vascular preservado y biocompatible. Los tiempos de obtenciéon de la misma
fueron incluso menores a lo reportado en bibliografia, lo que implicé una disminucion
de la matriz extracelular en contacto con agentes quimicos y fisicos que pudieran
ocasionar el deterioro de la misma. La caracterizacién de esta matriz extracelular
descelularizada de tejido cardiaco contribuyé a generar mayor conocimiento de la
organizacién, composicidén y preservacién de la ultraestructura, indispensable para una
futura remodelacién. Asimismo, la dMEC obtenida conserva propiedades mecdnicas
similares a su contraparte nativa que marcan un futuro alentador y promisorio para el
desarrollo de matrices que mejoren la adherencia, la migracidn y la diferenciacién
celular, es decir, un mejor comportamiento celular durante el proceso de
recelularizacién. Actualmente el principal uso de los parches de dMEC cardiacos es
como medio de entrega de celulas. Sin embargo, los resultados mostrados en este
trabajo, especialmente en la resiembra celular exitosa sugieren el uso potencial de los
parches como andamio reemplazo de tejido miocdrdico dafado También,
demostramos, por primera vez, que el agente desinfectante de la dMEC, acido
peracético al 0,2 %, fue determinante en la eleccidn para la desinfeccion final de las
matrices no solo porque favorece el proceso de desinfeccidon sino que mejora ademas,
las propiedades mecanicas y de citocompatibilidad.
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Los resultados obtenidos en cuanto a la aislacidon de células tipo madre de
origen adiposo son muy promisorios y alentadores, ya que pudimos observar que estas
células una vez estimuladas quimicamente pudieron diferenciarse en cardiomiocitos.
Sin embargo, es importante destacar que la diferenciacién en cardiomiocitos a partir
de células madre de origen adiposo debe ser complementada para mejorar los
pardmetros de diferenciacion, asi como los tiempos para optimizar la eficiencia celular
de la recelularizacion

En dltima instancia, disenamos y desarrollamos un biorreactor de estiramiento
uniaxial para cultivo celular 3D, que simuld las condiciones fisioldgicas de temperatura,
humedad y pH en el correcto mantenimiento celular. Este prototipo permitié que las
células sembradas en las matrices y sometidas a un estiramiento uniaxial, lograran una
buena adherencia y supervivencia celular con una estimulacién continua del
biorreactor.
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Proyecciones a futuro

Desde el punto de vista bioquimico, definir la interacciona quimica del APA
sobre la superficie de las matrices celulares que permite el cambio de propiedades
mecanicas.

Desde el punto de vista celular, optimizar la técnica de diferenciacion celular
cardiaca para caracterizar completamente la funcionalidad de los cardiomiocitos.

Desde el punto de vista del biorreactor, concluir con los estudios de
diferenciacion de las células madre de origen adiposo por medio de estimulacién
mecanica, ademas de la inducida quimica suplementada con 5-azaticidina con el
polimero correcto (PDMS), ya que mantendria constante la estimulacion uniaxial sin
agotar el motor pap.

Desde el punto de vista tecnoldgico analizar si la técnica de obtencion de
matrices celulares descelularizadas desinfectadas es extrapolable a otras especies que
potencialmente aumentarian la cantidad de matrices a obtener, de variadas
dimensiones. Este paso es interesante ya que ayudaria a la posible formaciéon de un
servicio brindado por el laboratorio hacia otros laboratorios, de esta forma poder
costear los costos de los ensayos necesarios por las distintas organizaciones de
certificacién para poder llevar a la vida real matrices extracelulares esterilizadas listas
para su aplicacion médica.
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Anexo

Anexo |: Logica de programacion del biorreactor

INICIO

Inicializacién de

variables
% estiramiento y
frecuencia ingresados por
teclado

¢

Célculo de deformacién, cantidad
de pasos del motor y tiempo de
retencion del estiramiento

¢Parte movil en la
posicion inicial?

Acercar parte movil a parte fija (el
motor gira un paso en sentido
horario)

Giro del motor en sentido
antihorario  (traccion de los
pocillos)
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¢Giré el motor la
cantidad de pasos
calculada?

No

109



Desarrollo de un corazdén bioartificial a partir
de recelularizacién con células madre de origen adiposo

£

¢Estd presionado el
botdn para detener el
estiramiento?

Si

¢Ha transcurrido una hora
desde la medicion
anterior?

Mostrar Temperatura
y Humedad

No

A 4

Retencién del estado de
reposo
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