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RESUMEN

Antecedentes: La tendencia actual es reparar los defectos de la pared abdominal con mallas de polipropileno (PP)

Este polimero tiene buena resistencia a las presiones intraabdominales, sin embargo puede presentar adherencias intestinales e
infeccion.

Con la idea de evitar estas complicaciones surge el desarrollo de mallas bioldgicas.

Estas estan compuestas de colageno descelularizado obtenido de tejido conectivo porcino, bovino o humano.

Una posibilidad actual es cultivar células madres mesenquimales autélogas sobre las mallas bioldgicas para que estas ultimas
sirvan de andamio para el desarrollo de las células madre.

Asi se podria crear una malla hibrida bioartificial compuesta por una malla de polipropileno y una malla bioldgica cultivada con
células madres autélogas del propio paciente.

De esta forma el componente de polipropileno aportaria resistencia y la malla bioldgica cultivada con células madres podria aportar
capacidad antiinflamatoria, inmunomoduladora y regeneradora de tejido, asi como disminuir las adherencias intestinales, fistulas
enterocutaneas e infecciones.

La hipdtesis de trabajo es que un componente biolégico mixto compuesto de una matriz biolégica extracelular xenogeneica aso-
ciada a células madre mesenquimales autélogas podria disminuir las reacciones inflamatorias tisulares y adherencias intestinales
que generan las mallas de polipropileno.

Objetivos de la primer etapa: Obtener un prototipo de matriz xenogeneica de cerdo combinada con la recelularizacién con células
madre humanas derivadas de tejido adiposo humano. Describir los resultados preliminares obtenidos con este prototipo.
Materiales y métodos: Etapa I: Obtencién de la malla bioldgica: submucosa de intestino delgado de cerdo (SIS - small intestine
submucosa-) descelularizada. Se utilizan cerdos machos de 15 kg. Reseccién intestino delgado del cerdo, preparacion del SIS,
proceso de descelularizacion del SIS. Etapa |l: Proceso de recelularicacion (cultivo celular sobre el SIS). Siembra con células
madre: A) Linea celular 3T3 (fibroblastos de origen embrionario de raton), B) Células mesenquimales de tejido adiposo humano.
Resultados: Se logré con éxito el proceso de obtencion del SIS, su descelularizacién y posterior recelularizacion con células
mesenquimales de tejido adiposo humano.

Discusion: El componente de polipropileno aporta la resistencia necesaria para reparar los grandes defectos de la pared abdomi-
nal, el SIS un andamio o medio para el desarrollo de las células madre mesenquimales de tejido adiposo humano con capacidad
de diferenciacion, inhibir procesos inflamatorios, fuente de factores tréficos y regeneracién de tejidos. Pensamos que la asociacion
de los materiales sintéticos con la ingenieria de tejidos puede ayudar a reparar los defectos graves de la pared abdominal.
Conclusion: Nuestros resultados preliminares indican que es factible recelularizar con células madre mesenquimales de tejido
adiposo humano una malla heteréloga acelular derivada de submucosa de intestino delgado de cerdo.

ABSTRACT

Background: The current trend is to repair large abdominal wall defects with polypropylene mesh (PP). This polymer has good
resistance to intra-abdominal pressure but may produce bowel adhesion and infection. Biological meshes were developed with the
aim of avoiding these complications. They are composed of collagen connective tissue derived from decellularized porcine, bovine
or human origin. One possibility is to culture current autologous mesenchymal stem cells on biological meshes for the latter to serve
as a scaffold for the development of stem cells. Thus, a bioartificial hybrid mesh could be created, composed of a polypropylene
mesh and a biological mesh cultured with autologous stem cells. The polypropylene component provides resistance and the biologi-
cal mesh (cultured with stem cells), may provide anti-inflammatory and immunomodulatory properties favoring tissue regeneration,
reducing intestinal adhesion, enterocutaneous fistula, and infection. The hypothesis is that a mixed biological component (SIS-cells)
reduce the inflammatory reaction and the adhesions to the intestinal tissue generated by polypropylene meshes.

Objectives: To describe the technique of obtaining pig xenogenic matrix combined with recellularization of human stem cell derived
from human adipose tissue.

Materials and methods: Stage I: To obtain decellularized small intestine submucosa (SIS), 15 Kg male pigs were used. Small
intestine was resected, the SIS prepared and decellularized. Stage Il (recellularization by cell culture on SIS). Stem cell seeding: A)
3T3 cell line (embryonic mouse fibroblasts) B) Mesenchymal cells from human adipose tissue.

Results: All the stages of obtaining SIS cells, decellularization and culture with mesenchymal cell from human adipose tissue were
successfully achieved.

Discussion: The polypropylene component provides the strength needed to repair large abdominal wall defects. The SIS may
provide a scaffold for the development of mesenchymal cells from human adipose tissue with the ability for differentiation, inhibition
of inflammatory processes, as a source of trophic factors and regeneration of tissues. We believe that the association of synthetic
materials with engineered tissue can help to repair serious defects of the abdominal wall.

Conclusion: Our preliminary results indicate the feasibility of culturing small intestine submucosa (SIS) with human mesenchymal
adipose cells.
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Introduccion

La reparacion de los defectos de la pared
abdominal contintia siendo un desafio frecuente
para el cirujano general.

Las eventraciones constituyen la compli-
cacion alejada mas comun de la cirugia abdominal
con una incidencia entre el 2% y 16% de las inci-
siones abdominales ' 4. 17.19.20,

La tendencia actual es reparar estos defec-
tos con mallas sintéticas siendo varios los autores
que ava|an eSta CondUCta 1,3,4,5,6,13,14,16,17,19, 20,22, 23, 26.

Dentro de las mallas sintéticas las com-
puestas por polipropileno (PP) son las mas em-
pleadas y se usan desde 1959 a partir de los tra-
bajos de USher 30, 31, 32, 33, 34, 35_

Este polimero ha demostrado tener bue-
na tolerancia e integracioén a los tejidos, asi como
adecuada resistencia a las presiones intraabdomi-
nales.

Sin embargo, este material puede produ-
cir complicaciones como: infeccién de malla, ad-
herencias intestinales y fistulas enterocutaneas.

Con la intencién de disminuir estas com-
plicaciones, en los ultimos afios han surgido las
mallas denominadas “bioldgicas” *© & ™15,

Estas estan compuestas por tejido colage-
no descelularizado de origen animal (xenogénico,
heterogénico) o humano (alogénico, homogénico,
isogénico) 4678 11,15,

Si bien la idea de utilizar una malla biolo-
gica resulta atractiva, no esta claro su reabsorcién
temprana y/o tardia, su resistencia a largo plazo, la
formacién de adherencias intestinales, su compor-
tamiento inflamatorio debido a su origen xenogéni-
co y su capacidad de evitar procesos inflamatorios
croénicos M.

Con la idea de mejorar las propiedades de
las mallas bioldgicas, hoy podemos recurrir a la in-
genieria de tejidos, esta es una nueva disciplina
que se nutre de los conocimientos de la biologia,
medicina y ciencia de los materiales, cuyo objetivo
es el manejo de células y materiales biocompati-
bles para lograr sustitutos capaces de restaurar
una funcion tisular perdida 28924,

Bajo la hipétesis de que las mallas biolégi-
cas junto con el cultivo de células madres mesen-
quimales podrian disminuir la reaccién inflamato-
ria tisular y las adherencias intestinales, el objetivo
del trabajo es, en esta primer etapa desarrollar,
con la ayuda de la ingenieria de tejidos, una matriz
mixta compuesta por una malla bioldgica de origen
animal (cerdo) combinada con la recelularizacion
de células madres mesenquimales obtenidas de
tejido adiposo humano.
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Material y métodos
Describiremos en el trabajo dos etapas:

1. Obtencion de la matriz biolégica descelulariza-
da.

2. Obtencion, procesamiento y cultivo de la linea
celular seleccionada para este estudio y pos-
terior siembra sobre la matriz bioldgica.

Etapa 1: Obtencion de la matriz biolégica des-
celularizada.

- Proceso de obtencion de la submucosa de intes-
tino delgado de cerdo (SIS).
Animal de experimentacion:cerdos machos de15kg.

Técnica quirargica

Bajo los efectos de la anestesia general y
en condiciones de asepsia se realiza incision me-
diana supra-infra umbilical, se penetra en cavidad
peritoneal y se realiza la reseccion total del intes-
tino delgado. A continuacion se ligan los vasos de

FIGURA 1

Intestino delgado de cerdo sin mesenterio lavado con solucion
fisiolégica

la arcada mesentérica a nivel del borde intestinal.
Se deja asi el intestino delgado sin su mesenterio
conformando un segmento tubular (Fig. 1).

Los animales fueron sacrificados por vete-
rinarios siguiendo los protocolos éticos estandari-
zados de experimentacion animal.

El primer paso que se realiza en el labora-
torio (ICBME) es lavar el contenido intestinal con
solucidn fisiolégica, luego se abre el tubo intestinal
por su borde mesentérico, se quita la capa externa
seromuscular con maniobras de traccién y con la
accion mecanica de gasas humedas se remueve
la capa interior mucosa. Asi resta, solamente la
capa media, denominada submucosa de intestino
delgado, SIS (por sus siglas en ingles, small intes-
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tinal submucosa). Esta es una matriz de aproxi-
madamente 0.4 mm de espesor compuesta por
fibras colagenas y células conectivas (fibroblastos
y fibrocitos). Finalmente se corta en rectangulos
segun necesidad para iniciar la descelularizacion.
(Figura 2y 3).

- Proceso de descelularizacion de la submucosa

de intestino delgado de cerdo (SIS)

Este proceso se inicia con el secado del
SIS, luego se coloca en agua destilada y agita du-
rante 24 horas para destruir las células de la ma-
triz, a continuacion se agrega Triton X- 100 y agita
por otras 72 horas para remover los restos de las
células nativas, por ultimo se procede a un nuevo
secado y se controlan muestras tefidas con hema-
toxilina & eosina bajo microscopia para comprobar
la trama de fibras colagenas y la ausencia de célu-
las conectivas (Figura 4).

Finalmente las piezas de SIS se secan y
esterilizan en 6xido de etileno. De este modo la
matriz extracelular de submucosa de intestino del-
gado de cerdo (ECM- SIS por sus siglas en inglés)
esta terminada vy lista para iniciar el proceso de re-
celularizacion.

FIGURA 2
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Etapa 2: Obtencion, procesamiento y cultivo de

la linea celular seleccionada para este estudio

y posterior siembra sobre la matriz biolégica.

- Proceso de obtencion y cultivo de células ma-
dres del tejido adiposo humano.

La linea célular seleccionada para este
trabajo son las células madres mesenquimales
(CMM) (mesenchymal stem cells) obtenidas de te-
jido adiposo humano.

Se toma una biopsia de tejido adiposo
humano y se envia al laboratorio, a continuacion
la muestra se corta en pequefos trozos (diges-
tion mecanica) y lava varias veces con un medio
apropiado (Hank’s Balanced Salt Solution HBSS
+ ATB) para remover restos de sangre. Luego la
muestra se somete a la accion de la colagenasa
tipo I, (digestion enzimatica), mientras se incuba a
37° C y agita durante 60 minutos, terminado esto
la accién enzimatica es inhibida con suero fetal
bovino, luego la muestra se centrifuga para sepa-
rar los adipositos de la fraccién vasculo-estromal
(pellet) (Figura 5).

Las células madres mesenquimales con-
tenidas en el pellet son cultivadas en medio de

FIGURA 3

Extraccién mecanica de la capa externa seromuscular del intes-
tino delgado de cerdo .

Submucosa de intestino delgado de cerdo (SIS) luego de la
remocion de la mucosa

FIGURA 4

Submucosa de intestino delgado de cerdo (SIS) terminada (descelularizada). Visién transversal y frontal se observan fibras cola-

genas y ausencia de células conectivas
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La muestra de te]ido adiposo es procesada, Sometida a la accion
enzimatica de la colagenasa y centrifugada para separar los
adipocitos del estroma vascular (pellet)

cultivo (D-MEM 20% SFB) a 37°C y con 5% de
CO? en el aire para su desarrollo y reproduccion.
Una vez obtenido el pasaje 4 se fija el cultivo ce-
lular con paraformaldheido (PAF) 4% durante 20
minutos, luego se realiza una inmunohistoquimi-
ca con fluorescencia (FIT C) para la deteccion de
las proteinas CD90 membrana, CD29 membrana,
STRO1 citoplasmatica

Los marcadores bioldgicos utilizados para
caracterizar las células madres mesenquimales
son el CD90, CD29 y el STRO1.

- Proceso de siembra de la matriz biolégica (SIS)
con CMM

Las células madres mesenquimales
(CMM) cultivadas en el paso anterior son sembra-
das sobre piezas de matriz bioldgica (SIS) de 2.5 x
2.5cm.

En una placa de Petri conteniendo medio
de cultivo se coloca una muestra del SIS, sobre
este se siembran las células mesenquimales con
una densidad de 1 x 105 células/cm? de matriz y se
incuban a 37°C y 5% de CO? . El medio de cultivo
se cambia cada tres dias.

Vol. 105 - N° 1

El proceso de siembra de células madre
mesenquimales de tejido adiposo humano se rea-
liza en 6 muestras de SIS de 2.5 x 2.5 cm, mas una
muestra de SIS control sin sembrar. Al cabo de 10
dias todas las muestras se fijan para obtener cor-
tes histologicos y cuantificar por microscopia 6p-
tica (40X) la cantidad de células adheridas al SIS
usando el programa Image J.

Como control se usa el cultivo de la linea
celular 3T3 (fibroblastos de embriones de ratén)
que se siembra sobre una muestra de SIS. Se
sabe que estas células se adhieren facilmente a
distintas superficies. La finalidad de esta muestra
es comparar el desarrollo celular sobre el SIS de
las células 3T3 con las céluas madre mesenqui-
males de tejido adiposo humano.

Resultados

1. Eficiencia de la descelularizacion: el proceso
fue efectivo no observandose presencia de nu-
cleos celulares en cortes histologicos del SIS
tefiidos con hematoxilina y eosina y vistos por
microscopia optica convencional.

2. Cuantificacion de los diferentes marcadores
para células madre (CD90, CD29 y el STRO1):
el 58.53% de las células presentaban mar-
cacion positiva para CD90, el 53.30% de las
células presentaban marcacion positiva para
CD29 y el 44.4% de las células presentaban
marcacion positiva para STRO1.

3. Cuantificacién de la recelularizacion: se cuanti-
ficd por microscopia 6ptica a 40X la cantidad
de células adheridas al SIS en la totalidad de
la malla y se obtuvo un promedio de 0.23 cé-
lulas/10° cm?, mediante el programa Image J.

En la Figura 6 se muestra el desarrollo de
células madre mesenquimales de tejido adiposo
humano sobre la superficie del SIS y en su espesor.

Se observa el crecimiento de células madres mesenquimales de tejido adiposo humano tanto en la superficie como en el espesor
de la matriz
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Discusion

Los defectos de la pared abdominal se
pueden reparar por medio de plasticas con malla o
sin ella.

La indicacion de reparar con malla depen-
de de varios factores: diametro del anillo (el mas
importante), calidad de los tejidos vecinos y ubica-
cion del defecto.

Hasta fines de los afios 80 se indicaba
reparar con malla los defectos que superaban los
10 cm de diametro, pero en la actualidad algunos
autores ya recomiendan utilizar éstas cuando el
diametro supera los 3 cm 389, 13,14.16,19,20,

Asi, la malla sintética se ha convertido en
un estandarde cuidado paralareparacién de los de-
fectos de la pared abdominal 3 8. 13.14.16.17.19,20,27,28

Existenmuchasmallasprotésicasperobasi-
camenteselaspuedeclasificaren356.14.16,17,19,20,21,25,

Sintéticas irreabsorbibles: Polipropileno (PP),
poliéster (POL), politetrafluoroetileno (PTFE)
Sintéticas reabsorbibles: Poliglactina, acido po-
liglicdlico.

Biolégicas: Submucosa de intestino delgado de
cerdo (SIS) (surgisis®), dermis de cerdo (perma-
col®) y dermis humana cadavérica (alloderm®)
entre otras 4671115,

De todos estos materiales el polipropileno
es el mas utilizado. Sus principales ventajas son:
adecuada resistencia, buena integracion a los teji-
dos y el ser inerte. Hasta el momento es el material
que mejores resultados ofrece.

Sin embargo puede presentar algunas
complicaciones como, infecciéon de malla, adhe-
rencias intestinales y fistulas enterocutaneas .

Las mallas biolégicas han surgido como
una nueva alternativa para resolver estas compli-
caciones 47115,

Estan compuestas por una matriz de fi-
bras colagenas de origen animal o humano, que

INGENIERIA DE TEJIDOS 11

actuan como soporte para la infiltraciéon de células
conectivas del paciente 47 . 12.15,

Sin embargo, no hay suficiente experien-
cia con estas matrices biolégicas y existen dudas
sobre: grado de reabsorcidn, resistencia a largo
plazo, comportamiento ante la infeccién y forma-
cion de adherencias intestinales 47 "1 15,

En la actualidad persiste la necesidad de
crear una malla que pueda ser: a) colocada intra-
peritoneal en contacto con las visceras, b) que no
produzca adherencias intestinales ni fistulas ente-
rocutaneas, c) resistente a la infeccién, pudiendo
ser utilizada asociada a cirugias sucias, d) prolon-
gada resistencia a la accion mecanica, e) capaz de
regenerar tejido, f) inmunomoduladora (capaz de
regular la respuesta inflamatoria para evitar proce-
S0S Ccronicos).

¢Como nos puede ayudar la ingenieria de tejidos?

Esta disciplina nos posibilita generar érga-
nos y tejidos por fuera del ser humano haciendo
uso de dos elementos basicos, una matriz o anda-
mio y un componente celular 289 18.24.29,

En la actualidad la ingenieria de tejidos po-
dria permitir la elaboraciéon de una matriz de tejido
conectivo descelularizado (SIS) con el agregado
de células madres mesenquimales autélogas ob-
tenidas en el laboratorio e integrarla con una malla
de polipropileno para formar una bioprétesis que
evite las adherencias intestinales.

Por lo tanto nos hemos planteado el estu-
dio de una proétesis que combine las ventajas de la
malla de polipropileno (aportando resistencia) y la
biolégica con siembra de células madres mesenqui-
males autélogas (aportando biointegracion) *4.9.24.28
(Figura 7).

En esta primera etapa nos hemos pro-
puesto crear la matriz biolégica con el agregado de
células madre mesenquimales y en una posterior,
integrar ésta con el polipropileno.

Las células usadas en ingenieria de tejidos

FIGURAT

e
e’

Malla de polipropileno

Malla biolégica (SIS) mas

siembra de células madres
mesenquimales autélogas

Esquema de bioprétesis, malla de polipropileno mas la malla biolégica (SIS) sembrada con células madre mesenquimales autélogas.
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pueden ser obtenidas de una variedad de fuentes.
Las células pueden ser allogénicas, xenogénicas
o autélogas. Pero las células ideales deberian ser:
de facil obtencién, multipotentes con capacidad de
diferenciarse en células con funciones especificas,
altamente proliferativas en vitro y aceptadas por
el sistema inmunolégico del receptor para no em-
plear terapia inmunosupresora® 9 10.18.24.29,

¢ Qué son las células madre?

La identificacion de células madre (CM) o
troncales ha progresado sustancialmente desde
finales del siglo XX y se han descripto en casi to-
dos los tejidos adultos. Han sido descriptas célu-
las madre somaticas de la piel, el sistema nervioso
central, la médula 6sea, el higado, el intestino, el
musculo esquelético y el corazén 29 10.18.29,

Es importante destacar que hoy en dia,
el término célula madre es utilizado para describir
distintas poblaciones celulares que se caracteri-
zan por sus atributos funcionales y no morfolégi-
cos. Las células madre se definen por sus caracte-
risticas funcionales y no por su morfologia 2 2°.

Las caracteristicas que definen a las cé-
lulas madre son: a) Indiferenciacion: son células
que no expresan marcadores especificos de un
tejido, por lo cual no son las células funcionales
de dicho tejido. b) Capacidad de proliferacion: las
células madre mantienen su capacidad de proli-
feracion a lo largo de toda la vida del individuo.
Sin embargo estas células permanecen en estado
quiescente y solo proliferan cuando son estimula-
das. c) Capacidad de automantener la poblacion:
las células madres son capaces de dividirse dando
origen a dos células hijas iguales. Pueden auto-
rrenovarse indefinidamente al mismo tiempo que
pueden producir una progenie mas madura, espe-
cializada y especifica de 6rgano/tejido. d) Capa-
cidad de participar en la regeneracién de tejidos:
las células madre pueden dar origen a células alta-
mente proliferativas e indiferenciadas que van ad-
quiriendo marcadores de diferenciacion y originan
las células funcionales de érganos y tejidos. Estas
células pueden ser activadas luego de un dafio,
participando en el proceso de reparacion 2% 2,

Para que una célula sea considerada CM
deberia cumplir con todos estos criterios; sin em-
bargo, en la practica, existen limitaciones experi-
mentales que conducen a categorizar a una CM
cuando cumple sélo con alguno de estos, si bien
no todos tienen el mismo peso 2 2°,

De todas estas propiedades se desprende
que las CM no son una entidad auténoma depen-
dientes de presentar o no esta cualidad, sino que
su principal atributo se refiere a su comportamien-
to potencial y este es un estado dindmico de ac-
tivacion/represion modulado por factores intrinse-
cos en estrecha relacion con sefiales extrinsecas
locales 2891829,
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Sin embargo, aun es una incognita como
conseguir un tejido a partir de dichas células, cua-
les son las sefales que determinan el destino de
las CM y que tejido pueden originar.

Existen distintos tipos de CM que se cla-
sifican en base a su potencial de diferenciacion o
plasticidad.

CM totipotentes: Capaces de generar los mas de
200 tipos celulares de un individuo. Pueden desa-
rrollar los componentes embrionarios (las tres ca-
pas embrionarias, el linaje germinal y los tejidos
que daran lugar al saco vitelino), como los extra-
embrionarios (la placenta). Por ejemplo, las célu-
las madre embrionarias.

CM pluripotentes: Pueden generar cualquier tipo
de célula proveniente de los tres linajes embrio-
narios (endodermo, ectodermo y mesodermo), asi
como el germinal y el saco vitelino. Por ejemplo,
las células derivadas de los blastocitos.

CM multipotentes: Capaces de generar un nime-
ro variado pero mas limitado de células diferencia-
das que las generadas por las pluripotentes. Por
ejemplo, las células madre de médula 6sea.

CM unipotentes: Solo son capaces de generar un
linaje celular. Por ejemplo, el condroblasto, que da
origen al condrocito.

Por otra parte, con cada nuevo descubri-
miento, los investigadores han creado diferencias
terminoldgicas para estas células. Asi, células del
estroma de médula 6sea, células estromales multi-
potentes, células estromales mesenquimales, uni-
dad formadoras de colonias fibroblasticas (CFU-
Fs), células precursoras estromales y células
progenitoras adultas multipotentes, son algunos de
los términos que se utilizan para estas células ® 1% 8,

Los cultivos de células madre mesenqui-
males se caracterizan (identifican) usando un pa-
nel de anticuerpos y se definen células CD45-,
CD34- , CD105+, CD73+. Otras marcas que se
utilizan para identificar estos cultivos incluyen
CD90 +, CD144+, CD29+ Stro1, CD166 y otros,
sin embargo las células madre mesenquimales no
poseen una marca unica que sea confiable para el
aislamiento y purificacion, por lo tanto su caracteri-
zacion todavia se debate 1029,

No obstante estas ambigiiedades genera-
les, hoy en dia estd bien establecido que dichas
células se pueden aislar de la médula 6sea y de
otros tejidos y sirven como fuente para la ingenie-
ria de tejidos ® 1029,

¢Por qué seleccionamos las células madres me-
senquimales?

Las células madre mesenquimales repre-
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sentan un homogéneo grupo celular similar a los
fibroblastos. Las ventajas de usar estas células
derivan de la capacidad que tienen de diferenciar-
se en varias lineas celulares como: células meso-
teliales, fibroblastos, adipoblastos, mioblastos, os-
teoblastos y condroblastos 9 1018 29,

También contarian con capacidad inmuno-
moduladora, capacidad de disminuir la respuesta
inflamatoria tisular, son tolerogénicas, son fuente
de factores tréficos y pueden secretar factores de
crecimiento.

¢Por qué obtener las células madre mesenquima-
les del tejido adiposo?

Es importante resaltar que la fuente habi-
tual de este tipo de células es la médula 6sea, y
por lo tanto la toma de una muestra de tejido adi-
poso presenta ventajas quirtrgicas sobre la toma
de médula 6sea ® 0. 18.29,

¢Por qué usar matrices biolégicas?

La malla biolégica o matriz extracelular
(ECM) es el estroma o estructura proteica sobre
el cual se organizan las células de un érgano o
tejido. Es producida por las mismas células que
la componen en funcién de un delicado estado di-
namico de interaccién con su microambiente * & 2,
Por lo tanto preservar su composicion y estructura
especifica durante el proceso de descelularizacion
es indispensable para el ulterior desarrollo de las
células "2,

La eleccion de los agentes de descelula-
rizacion depende de muchos factores, incluyendo
la celularidad del tejido, su densidad, contenido li-
pidico, espesor, etc. Se debe entender que cada
agente empleado para descelularizar la ECM cau-
sara algun grado de alteracién en la composicién o
microestructura de la misma & 2. Una actualizacion
de las técnicas de descelularizacion y sus posibles
efectos deletéreos sobre las ECM fue publicado
por Crapo y cols. en 20117,

Estas matrices tienen la propiedad de: a)
conservar el colageno tipo I, II, Ill, IV y V, glucosa-
minoglicanos y otras proteinas como fibronectina,
laminina y citoquinas ?°; b) presentar alto grado de
tolerancia debido a su homogéneo componente de
colageno; c) servir como (scaffold) estructura, an-
damio o encofrado para el crecimiento, desarrollo
y diferenciacion de las lineas celulares y d) con-
tendrian sustancias estimulantes de la angiogéne-
SiS 4,8, 10, 26_

Por lo tanto nos resulté un material intere-
sante para investigar la siembra y crecimiento de
las células madre de tejido adiposo 2.

Como desventaja se resalta su baja resis-
tencia mecanica debido a su rapida degradacion.

En nuestro trabajo hemos logrado obtener
mallas bioldgicas de intestino de cerdo descelula-
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rizadas, esto fue comprobado por la ausencia de
nucleos celulares asi como de ADN en la micros-
copia Optica luego de tefidos con hematoxilina
eosina.

Paralelamente se logré el aislamiento,
desarrollo y cultivo in vitro de células madres me-
senquimales de origen adiposo. La comprobacion
de que las células corresponden a esta estirpe se
realizé por inmunohistoquimica con fluorescencia
para la deteccion de las proteinas de membrana
CD90y CD29Yy la proteina STRO 1 citoplasmatica.

Si bien existen otros marcadores para ca-
racterizar estas células usamos el CD90, CD29 y
el STRO1 por ser con los que contamos en nues-
tro laboratorio. En la actualidad, con el uso de tres
marcadores es suficiente para considerar positiva
la caracterizacion.

Mas del 50% de las células presentaron
marcacion positiva para CD90 y CD29 y 44% posi-
tivas para STRO1.

Si bien estos valores no son muy altos se
consideran suficientes para determinar el desarro-
llo de las células.

Se cuantificdé por microscopia optica la
cantidad de células adheridas al SIS en la totali-
dad de cada una de las muestras y se obtuvo un
promedio de 0.23 células/10-6 cm2. Si bien no es
un promedio muy alto consideramos que se puede
mejorar con el incremento de la densidad de siem-
bra y la experiencia.

¢Cudles son las posibilidades futuras?

En la actualidad el cultivo celular junto con
la ingenieria de tejidos permitiria la integracion de
matrices biolégicas con el polipropileno para de-
sarrollar una bioprétesis que podria disminuir las
adherencias intestinales.

El polipropileno aportaria resistencia me-
canica mientras que la matriz biolégica junto con
el cultivo celular podria disminuir las adherencias
intestinales.

Finalmente pensamos que los avances en
la reparacion de los defectos de la pared abdomi-
nal se deberan al desarrollo de nuevos biomateria-
les. Las técnicas quirurgicas ya nos han entregado
casi todo su potencial, tal es asi que tanto en ci-
rugia abierta como laparoscépica, la reduccién de
recidivas se debi6 al uso de mallas sintéticas.

En casos complejos se necesitaran bio-
prétesis especiales o incluso la produccion de teji-
dos artificiales producto de la ingenieria de tejidos.

Conclusioén

Nuestros resultados preliminares mues-
tran la posibilidad de que la submucosa de intes-
tino delgado de cerdo (SIS) sea recelularizada
usando células madres mesenquimales obtenidas
del tejido adiposo humano.
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