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RESUMEN
Introducción: diferentes enfermedades afectan la tráquea y deterioran la calidad de vida. La 
ingeniería tisular es una alternativa terapéutica para los pacientes con esas enfermedades: 
matrices de tráquea descelularizadas y sembradas con células del receptor no generan res-
puesta inmune y pueden prevenir incluso el rechazo de zootrasplantes.

Objetivo: evaluar un método de descelularización para obtener matrices extracelulares de 
tráquea en el modelo porcino.

Materiales y métodos: a partir de 5 tráqueas porcinas se formaron dos grupos de estudio, con-
troles y tratados con un método químico-enzimático. Se hizo análisis histológico con hema-
toxilina-eosina, coloración tricrómica de Masson y safranina O. Se evaluaron las propiedades 
biomecánicas de ambos grupos, mediante la determinación del módulo de Young, la fuerza 
máxima y el porcentaje de deformación.

Resultados: en las muestras tratadas se observó una disminución del 66 % del contenido 
celular en comparación con los controles. Se preservó el colágeno y se detectó reducción 
de los glucosaminoglucanos. Las pruebas biomecánicas revelaron una diferencia estadís-
ticamente significativa del porcentaje de deformación, sin alteración de los demás pará-
metros.

Conclusiones: el método evaluado demostró ser eficiente para descelularizar tráqueas de cer-
do, con una disminución importante en el costo y el tiempo de tratamiento, por lo que podría 
ser una buena opción en las condiciones socioeconómicas de Colombia.
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SUMMARY 
Evaluation of the chemical-enzymatic decellulariza-
tion method for obtaining extracellular trachea 
matrixes in a porcine model

Introduction: Different diseases may affect the tra-
chea and, therefore, the quality of life. Tissue engi-
neering may be a therapeutic alternative for patients 
with such diseases, using decellularized trachea ma-
trixes seeded with cells from the recipient, which do 
not generate immune response and may even pre-
vent rejection of zoo-transplants.

Objective: To evaluate a decellularization method to 
obtain tracheal extracellular matrixes in the porcine 
model. 

Materials and methods: Two study groups, treated 
and control, were obtained from 5 porcine tracheas. 
A chemical-enzymatic method for decellularization 
was used. Histological analyses were performed with 
hematoxylin-eosin, Masson’s trichromic stain and 
safranin O. Biomechanical properties of both groups 
were evaluated by determining the Young modulus, 
maximum strength and deformation rate.

Results: Compared to the controls, there was a 66 % 
decrease in the cell content in the treated specimens. 
Collagen was preserved and a reduction of glycos-
aminoglycans was detected. Biomechanical tests 
revealed a significant difference in the percentage 
of deformation, with no alteration of the remaining 
parameters. 

Conclusions: The evaluated decellularization method 
proved to be efficient to reduce the cellular content of 
porcine tracheas, with a considerable decrease in cost 
and production time. These advantages could make 
it a good option for the socio-economic Colombian 
conditions.

KEY WORDS 
Decellularized Matrix; Recellularized Matrix; Regen-
eration, Airway; Trachea; Tissue Engineering

RESUMO
Avaliação do método químico-enzimático de des-
celularização para a obtenção de matrizes extrace-
lulares de traqueia no modelo suíno

Introdução: diferentes doenças afetam a traqueia e 
deterioram a qualidade de vida. A engenheira tissular 
é uma alternativa terapêutica para os pacientes com 
essas doenças: matrizes de traqueia descelularizadas 
e semeadas com células do receptor não geram res-
posta imune e podem prevenir incluso a rejeição de 
zoo-transplantes.

Objetivo: avaliar um método de descelularização 
para obter matrizes extracelulares de traqueia no mo-
delo suíno.

Materiais e métodos: a partir de 5 traqueias suínas 
se formaram dois grupos de estudo, controles e tra-
tados com um método químico-enzimático. Se fez 
análise histológico com hematoxilina-eosina, corante 
tricrómica de Masson e safranina O. Se avaliaram as 
propriedades biomecânicas de ambos grupos, me-
diante a determinação do módulo de Young, a força 
máxima e a porcentagem de deformação.

Resultados: Nas amostras tratadas se observou uma 
diminuição de 66 % do conteúdo celular em com-
paração com os controles. Se preservou o colágeno 
e se detectou redução dos glucosaminoglucanos. As 
provas biomecânicas revelaram uma diferença esta-
tisticamente significativa da porcentagem de defor-
mação, sem alteração dos demais parâmetros.

Conclusões: O método avaliado demostrou ser efi-
ciente para descelularizar traqueias de porco, com 
uma diminuição importante no custo e o tempo de 
tratamento, pelo que poderia ser uma boa opção nas 
condições socioeconómicas da Colômbia.

PALAVRAS CHAVE
Engenharia de Tecidos; Matriz Descelularizada; Matriz 
Recelularizada; Traqueia; Regeneração; Via Aérea

INTRODUCCIÓN 
La tráquea, órgano primordial del sistema respiratorio 
superior, es un tubo cilíndrico flexible compuesto por 
tejido conjuntivo fibroelástico y cartilaginoso, que 
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permanece dilatado durante la inspiración y se re-
laja pasivamente en la espiración (1). Su función es 
proporcionar un espacio abierto para la circulación 
del aire que entra y sale de los pulmones. A su vez, la 
circulación de aire endoluminal permite la hematosis 
y la fonación.

Muchas situaciones patológicas y traumas pueden alte-
rar la anatomía de la tráquea, lo que tiene consecuen-
cias serias en la calidad de vida de los pacientes (2). 
En Colombia las causas más comunes que afectan la 
anatomía y funcionalidad de la vía aérea son las si-
guientes: estenosis traqueal, granulomas, tumores tra-
queales benignos, cáncer y tuberculosis, esta última 
con cerca de 9 millones de casos nuevos reportados 
en el 2010 (3). Por otro lado, de acuerdo con el primer 
informe del Observatorio Nacional de Salud (ONS), 
los cánceres de la tráquea, los bronquios o los pulmo-
nes fueron los eventos con mayor letalidad en el país 
en el 2011(4). Además, los traumas ocasionados por 
accidentes con objetos cortopunzantes, proyectiles 
de arma de fuego, golpes con objetos contundentes y 
estrangulación son otras causas que pueden producir 
un daño igual o mayor en este órgano.

Entre las escasas opciones para tratar a estos pacien-
tes está la resección traqueal; sin embargo, dicho tra-
tamiento solo se puede utilizar cuando el segmento 
de tráquea que se va a remover no excede el 30 % de 
la longitud total del órgano, lo cual constituye una 
importante limitación puesto que existen traumas o 
enfermedades que afectan un porcentaje mayor de 
tejido (5). Por tanto, se han desarrollado diferentes 
alternativas terapéuticas para atender estas necesi-
dades. Una de ellas es el trasplante de tráquea, pero 
esto requiere un programa de trasplantes estableci-
do, pruebas para la selección del donante y esquema 
inmunosupresor; además, tiene la posibilidad de re-
chazo. Otra opción es la que ofrecen la medicina re-
generativa y la ingeniería de tejidos, mediante el uso 
de matrices descelularizadas que han surgido como 
andamios biológicos derivados de diferentes órganos 
nativos. En años recientes, órganos provenientes de 
donación, tales como corazón, hígado, pulmones y 
riñones, se han utilizado para proporcionar matrices 
acelulares y demostrar el potencial de recelulariza-
ción con diferentes poblaciones celulares, particular-
mente con células madre (6). Las matrices descelu-
larizadas de tráquea sembradas posteriormente con 

células del receptor son una estrategia sencilla y no-
vedosa para dar origen a órganos artificiales que no 
generan respuesta inmune ni liberan productos bio-
degradables tóxicos; además, pueden provenir inclu-
so de animales, lo que incrementa las posibilidades 
de tratamiento y la esperanza de vida de los pacientes 
que requieren este tipo de tejido (7). 

Para aumentar las opciones de éxito de estos órganos 
artificiales, se debe contar con un protocolo de des-
celularización que garantice la remoción de todo el 
material celular y nuclear. La eficacia de este proce-
dimiento se puede cuantificar mediante el análisis del 
ADN que permanece en la matriz extracelular, puesto 
que se han establecido límites permisibles en el tamaño 
de los fragmentos que no generan respuesta inmune, los 
cuales pueden oscilar entre 100 y 200 pb (8). De esta for-
ma, es posible obtener sustitutos no inmunogénicos y 
minimizar los efectos adversos sobre la composición 
e integridad mecánica de la matriz, conservando su 
estructura y proteínas funcionales en buenas condi-
ciones para utilizarlas como soporte de crecimiento 
de nuevas células (9,10) 

Existen diversos métodos de descelularización que se 
pueden combinar para lograr una mayor remoción 
del contenido celular, los cuales, a su vez, buscan dis-
minuir el daño a la matriz y conservar sus propieda-
des mecánicas y biológicas. Entre los más comunes se 
encuentran los siguientes (11,12):

a.	 Métodos físicos: incluyen congelación, presión, 
ultrasonido (sonicación) y agitación. Se usan prin-
cipalmente para lisar las células.

b.	 Tratamientos ácidos y alcalinos: ácidos como el 
peracético, desoxicólico y acético. Bases como el 
hidróxido de amonio, sulfuro de sodio, hidróxido 
de sodio e hidróxido de calcio se usan para solu-
bilizar el contenido citoplasmático y remover los 
ácidos nucleicos.

c.	 Detergentes no iónicos: en este grupo se destaca 
el Tritón X-100, usado extensamente porque no 
produce efectos graves en la estructura del tejido. 
Estos detergentes rompen las interacciones lípido-
lípido y lípido-proteína.

d.	 Detergentes iónicos: solubilizan tanto las mem-
branas citoplasmáticas como las nucleares, pero 
tienden a desnaturalizar las proteínas al romper 
las interacciones proteína-proteína. 
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e.	 Solventes orgánicos: el más utilizado es el tri(n-
butil) fosfato, con el que se ha logrado remover 
el contenido nuclear en algunos tipos de tejidos, 
pero puede causar disminución en la cantidad de 
colágeno de la matriz.

f.	 Tratamientos hipotónicos e hipertónicos: solu-
ciones hipotónicas como el tris buffer 10 mM o el 
ácido etilendiamino-tetraacético (EDTA) 5 mM, e 
hipertónicas como la solución salina 3 M, la saca-
rosa 1 M, el cloruro de potasio 0,6 M o el yoduro 
de potasio 1 M, producen lisis celular por medio 
de choques osmóticos, pero no remueven los re-
manentes.

g.	 Métodos enzimáticos: incluyen la digestión con 
proteasas y nucleasas. La exposición prolongada 
a estos agentes puede causar daños en los compo-
nentes de la matriz extracelular.

La evaluación de un soporte animal para la construc-
ción de una tráquea artificial puede contribuir en gran 
medida al tratamiento de diferentes situaciones clíni-
cas, reduciendo los efectos colaterales de los esque-
mas de inmunosupresión y la posibilidad de rechazo 
implicados en el trasplante convencional de órganos. 
El uso de un modelo porcino para la aplicación de un 

método químico-enzimático de descelularización que 
permita la obtención de matrices extracelulares de 
tráquea aumenta la disponibilidad de órganos para la 
regeneración de la vía aérea, y disminuye los costos de 
hospitalización y medicamentos de los pacientes a la 
espera de un reemplazo traqueal.

MATERIALES Y MÉTODOS

Obtención de las muestras
El estudio se efectuó previo aval del Comité de Bioé-
tica para Animales de Experimentación. Incluyó las 
tráqueas de 5 cerdos comerciales de raza Yorkshire, 
provenientes de la misma distribuidora de carnes, 
con un peso entre 20 y 30 kg. Las tráqueas se tomaron 
en horas de la mañana (8-10 a. m.) el día en que iban a 
ser procesadas, para evitar posibles sesgos asociados 
a su almacenamiento. Se las dividió en 8 segmentos, 
cada uno compuesto por dos anillos de cartílago, más 
el tejido fibroelástico que los une. A estos segmentos 
se los denominó probetas (figura 1). De cada tráquea 
se seleccionaron aleatoriamente 4 probetas para so-
meterlas al proceso de descelularización. Las 4 restan-
tes se utilizaron como controles.

Figura 1. Imagen representativa de las probetas empleadas para el proceso de descelularización 

Método químico-enzimático de descelularización

1. Limpieza de la muestra
Antes de escindir las probetas que serían utilizadas 
en el estudio, se hizo la limpieza de las tráqueas con 
tijeras y pinzas de disección, retirando todo el tejido 

conectivo, la grasa y el tejido vascular circundantes, 
para obtener únicamente el tejido traqueal. De las pro-
betas elegidas como controles se tomaron 3 por cada 
tráquea para almacenarlas en PBS (phosphate buffe-
red saline) (Gibco) y utilizarlas en las pruebas biome-
cánicas como controles no tratados. Las sobrantes se 
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fijaron en formaldehído al 10 % para los análisis histo-
lógicos.

2. Choque osmótico
Las probetas seleccionadas para someterlas al proce-
so de descelularización se pusieron en un frasco de vi-
drio estéril con 200 mL de agua y luego se almacena-
ron a 4 ºC durante 72 horas, con agitación magnética. 

3. Tratamiento químico
Una vez finalizado el primer choque osmótico, el 
agua de lavado se reemplazó por una solución de des-
oxicolato de sodio (Sigma) a una concentración de 4 % 
w/v y se almacenó a 4 °C durante 4 horas, con agita-
ción magnética. Transcurrido este tiempo se hizo un 
lavado durante 30 minutos con agua destilada, con 
agitación magnética a 4 °C.

A continuación se descartó el agua de lavado y se adi-
cionó Tritón X-100 (Sigma) al 1 % v/v, se dejó actuar por 
48 horas, con agitación magnética a 4 °C, cambiando 
el detergente cada 24 horas. Posteriormente se reem-
plazó el Tritón X-100 por SDS (sodium dodecyl sulpha-
te) (Sigma), a la concentración de 0,5 % w/v y con pH 9, 
y se dejó con agitación magnética a 4 °C, por 72 horas, 
con cambio del detergente cada 24 horas. Para termi-
nar, se hizo nuevamente un choque osmótico por 48 
horas más. Los procedimientos 2 y 3 se repitieron cin-
co veces en las condiciones descritas.

4. Digestión enzimática
Al finalizar el último choque osmótico se llevó a cabo 
una digestión enzimática de las muestras utilizando 
una solución de desoxirribonucleasa- I (ADN-asa) 
(Sigma) con una actividad específica de 2000 Kunitz, 
en cloruro de sodio (Corpaúl) 0,15 M durante 4 horas, 
a temperatura ambiente. Para finalizar, se lavó con 
agua destilada durante 10 minutos.

5. Almacenamiento de las muestras
Luego del tratamiento, se seleccionó una probeta de 
cada tráquea y se fijó en formaldehído al 10 % hasta el 
análisis histológico. Las demás se almacenaron en un 
frasco estéril con PBS a 4 ºC. Estas últimas se emplea-
ron en las pruebas biomecánicas.

Análisis histológico

1. Hematoxilina/eosina
Para evaluar la presencia de células en las muestras 
controles y tratadas, se utilizaron cortes histológicos de 
1 µm embebidos en parafina y teñidos con hematoxili-
na/eosina. Los cortes se observaron con un microsco-
pio óptico (Leica DFC425C). La densidad celular se de-
terminó contando los núcleos y remanentes celulares, 
en 10 campos aleatorios visualizados en 40X. Por cada 
grupo de estudio se contaron seis secciones o placas. 

La densidad celular se expresó como:

(Promedio de células)____________________
(Área de campo (A))

Siendo A =  
 3,1416 x D2

                      
__________

                             4

2. Coloración tricrómica de Masson
Para evaluar la presencia de fibras de colágeno se to-
maron secciones de las tráqueas de 1 µm embebidas 
en parafina y se tiñeron con la coloración tricrómica 
de Masson.

3. Safranina O
Se emplearon secciones de tráquea con las mismas 
características ya descritas teñidas con safranina O, 
para evaluar el contenido de glucosaminoglucanos 
(GAG), como marcadores de la calidad de la matriz 
cartilaginosa del tejido.

Pruebas biomecánicas 
Con el fin de verificar las posibles alteraciones ocurri-
das en la matriz con respecto a las propiedades biome-
cánicas de las tráqueas, luego de aplicar el método quí-
mico-enzimático de descelularización, se hicieron las 
siguientes mediciones: módulo de Young (Mpa), fuerza 
máxima (N) y porcentaje de deformación (%), para lo 
cual se tomaron 15 probetas por cada grupo de estudio.

A las probetas tratadas se les determinó el tamaño ini-
cial y se les aplicó un ensayo de tracción en dirección 
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circunferencial, con una tasa fija de deformación de 
5 mm/min. El mismo ensayo se hizo con las probetas 
controles sin descelularizar. Las mediciones se efec-
tuaron en una máquina de ensayos para tracción y 
compresión TC500 (Digimess®), con capacidad de 500 
kilogramos-fuerza (kgF) y un rango de menor división 
de 0,5 kgF.

Análisis estadístico
Para el análisis de las variables cuantitativas se deter-
minó la media ± la desviación estándar (DE). El análi-
sis bivariado se hizo mediante el test de Shapiro-Wilk. 
De acuerdo con la distribución de los datos se utilizó 
la prueba paramétrica T de Student o la no paramétrica 

U de Mann-Whitney. Las diferencias se consideraron 
estadísticamente significativas si el valor p era menor 
de 0,05. Los datos se analizaron en el programa IBM 
SPSS Statistics 21.

RESULTADOS

Método químico-enzimático de descelularización 
e histología
La inspección macroscópica de las tráqueas reveló 
que al avanzar los ciclos de tratamiento las muestras 
tratadas se volvían más claras en comparación con 
los controles (figura 2).

Figura 2. Cambios en la apariencia macroscópica de las muestras de 
tráquea. A y B: controles sin tratamiento. C: tratadas (n = 5)

En los cortes histológicos de los segmentos controles 
teñidos con H&E, se observa la estructura típica del 
tejido traqueal: las capas submucosa, cartilaginosa y 
adventicia con alta celularidad. El cartílago aparece 

como una amplia extensión de matriz avascular en 
la que se observan una elevada población de condro-
citos, y alrededor, el pericondrio (figuras 3A y 3B). En 
las tráqueas tratadas, antes de la digestión enzimática, 
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Figura 3. Cortes histológicos teñidos con H&E, para evaluar la presencia de células en la matriz. A y B: características histológicas de 
las tráqueas controles. C, D y E: histología de las tráqueas al finalizar el tratamiento (antes de la digestión con ADN-asa). F: matriz hialina al final 
del tratamiento con ADN-asa. En C y D se observan las regiones submucosa y adventicia libres de células. En E y F se evidencian los remanentes 
celulares de los condrocitos, antes y después de la digestión enzimática (flechas azules). Sin embargo, en F también se observa una mayor 
cantidad de lagunas vacías (flechas naranja). A, B, C, D: 10X; E y F: 40X; escala 20 µm. Las flechas negras señalan la submucosa y las blancas, la 
adventicia

se evidencia la completa remoción del contenido  
celular en las regiones submucosa y adventicia, con-
servando la arquitectura tridimensional. En el car-
tílago aún es evidente el material celular residual, 
principalmente en la región central, mientras que la 

periferia se observa completamente acelular (figuras 
3C, 3D y 3E). Una vez hecho el tratamiento con ADN-
asa se observa una mayor cantidad de lagunas vacías, 
pero siguen siendo visibles los remanentes celulares 
(figura 3F).   

A B

C D

E F
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Figura 4. Densidad celular en el cartílago traqueal. En las muestras tratadas, antes y después de la digestión 
enzimática, se observó una disminución del contenido celular del 59 % y 66 %, respectivamente (n = 6 para 
controles y tratadas sin ADN-asa; n = 3 para tratadas con ADN-asa)

El análisis cuantitativo muestra una disminución del 
66 % en el número total de células al finalizar el tra-
tamiento. Es importante aclarar que no se hallaron 

células íntegras en la capa cartilaginosa, por lo cual se 
tuvieron en cuenta únicamente los detritos celulares 
(figura 4).

En las muestras controles, la coloración tricrómica de 
Masson reveló una densificación fibrosa de colágeno 
en la superficie del anillo traqueal. 

Se observó además una matriz hialina en la que no fue 
posible diferenciar las fibrillas colágenas tipo II, puesto 
que las enmascara la sustancia fundamental en la que 
están incluidas (figura 5A). En las muestras tratadas se 
demostraron la preservación del colágeno y la arquitec-
tura general de la matriz extracelular (figura 5B).

Se evaluaron los GAG porque contribuyen a la fun-
ción de los proteoglucanos en la formación de una 
matriz altamente hidratada, y se necesita un equilibrio 
entre estos y las fibras de colágeno para mantener la 
homeostasis de la matriz (13). Por tanto, se utilizó el 

colorante safranina O como marcador de integridad 
de la matriz, puesto que se une por cargas a los grupos 
carboxilo y sulfato (ambos con carga negativa) de los 
GAG. La intensidad de la tinción es directamente pro-
porcional al contenido de GAG, por lo que el análisis 
histológico de los controles no reveló alteraciones al 
ser fuertemente positiva en el cartílago traqueal (fi-
gura 6A). En las muestras tratadas, por el contrario, 
se observó una disminución de la apetencia por la 
tinción, lo que indica una reducción del contenido 
de GAG en esta región (figura 6B). Estos resultados 
coinciden con los hallazgos en los cortes histológicos 
teñidos con H&E, en los que se demostró pérdida de la 
basofilia natural exhibida por los GAG sulfatados con 
la hematoxilina.
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Figura 5. Cortes histológicos teñidos con la coloración tricrómica de Masson, para evaluar la presencia de colágeno en la matriz. A: 
muestra control. B: muestra tratada. En A se observan abundantes fibras de colágeno en la superficie del anillo traqueal (flecha blanca). La matriz 
hialina muestra una alta afinidad por la coloración, lo que indica la presencia de colágeno que aún no puede ser identificado como de tipo II. En B se 
observan fibras colágenas menos organizadas (flecha negra) y una disminución de la afinidad por la tinción en la capa cartilaginosa, por lo que se 
asume una posible reducción del colágeno en esta zona. A, B, C y D: 10X; escala: 20 µm

Figura 6. Evaluación del contenido de glucosaminoglucanos en cortes histológicos teñidos con safranina O. A: muestra control. B: muestra 
tratada. En A se observa una matriz extracelular fuertemente positiva. En B se puede observar una disminución de la apetencia por la coloración en toda 
la región cartilaginosa, lo cual sugiere una pérdida considerable de estos polisacáridos. A y B: 10X; escala: 20 µm

Pruebas biomecánicas
Con estas pruebas se buscó caracterizar las propie-
dades mecánicas de los tejidos traqueales controles 
y tratados, comparar los resultados y definir si el mé-
todo químico-enzimático de descelularización tuvo 

efectos adversos sobre los componentes de la matriz 
extracelular alterando de manera significativa estas 
propiedades. Se les hicieron las pruebas biomecáni-
cas a 15 probetas de cada grupo de estudio, en di-
rección circunferencial, a una tasa de deformación 
constante de 5 mm/min. Las probetas que se utilizaron 
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consistían en dos anillos de tráquea más el tejido fi-
broelástico que los une.
No se observaron diferencias estadísticamente signifi-
cativas en el módulo de Young ni en la fuerza máxima 
aplicada al tejido. Por el contrario, el valor medio 
del porcentaje de deformación disminuyó de forma 

significativa en las muestras tratadas (figura 7). Esto 
sugiere que el proceso de descelularización no afec-
tó la elasticidad del tejido, ni la fuerza máxima que 
puede soportar antes de llegar a una deformación 
plástica. Sin embargo, disminuyó su capacidad para 
deformarse antes de llegar al punto de ruptura.

Figura 7. Efecto de la descelularización en las propiedades biomecánicas de la matriz. Se observa una 
disminución estadísticamente significativa del porcentaje de deformación en las muestras tratadas en comparación 
con los controles no descelularizados (n = 30); p <0,05

DISCUSIÓN
La ingeniería de tejidos se basa en la combinación de 
tres factores: las células vivas, una matriz que soporte 
el crecimiento y desarrollo de las células y un sistema 
de señalización celular que estimule a la célula y su 
ambiente para mantener, reparar, reemplazar o mejo-
rar la función de un tejido u órgano (2). De estos tres 
elementos, la matriz juega un papel fundamental, ya 
que no solo provee el sostén mecánico y estructural 
al tejido, sino que también influye sobre la migración, 
la morfogénesis y el comportamiento celular. Las in-
teracciones dinámicas matriz extracelular-integrinas 

son conocidas por facilitar la adhesión celular al sus-
trato, favorecer la resistencia a la tensión mecánica y fa-
cilitar el flujo bidireccional de las señales celulares (14). 
Asimismo, varias familias de moléculas, que incluyen 
los GAG, colágenos y glicoproteínas no colágenas, 
presentan propiedades físicas que promueven la inva-
sión y migración celulares (15,16). En años recientes 
se ha demostrado que las matrices descelularizadas 
provenientes de fuentes naturales proporcionan una 
estructura y composición casi idénticas a su estado 
nativo, favoreciendo la unión celular, la migración y 
la interacción con el tejido del hospedero (17). En el 
año 2008, se publicó el reporte de caso del grupo de 
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Macchiarini (18) relacionado con un trasplante de trá-
quea utilizando el sistema mencionado; los resultados 
exitosos descritos por este grupo han abierto enormes 
posibilidades para los pacientes con alteraciones en la 
vía aérea. Además, en el año 2012, se describió el caso 
de un niño al que se le practicó un reemplazo traqueal 
utilizando una matriz descelularizada, sembrada poste-
riormente con células madre autólogas (19). Tras dos 
años de seguimiento se reportó la supervivencia y 
completa recuperación del paciente.

Los esfuerzos por desarrollar matrices extracelulares 
derivadas de material protésico no han sido satisfac-
torios hasta el momento, puesto que no proporcionan 
las señales específicas para que se lleven a cabo las 
interacciones célula-matriz (17). Esto se debe en gran 
parte a la diversidad de componentes de la matriz 
extracelular, que pueden ser similares en una amplia 
gama de tejidos, pero cada uno contiene su propia 
combinación de macromoléculas que proporcionan 
las señales celulares necesarias (20,21).

El análisis cuantitativo de los condrocitos presentes 
en el cartílago de las muestras tratadas, antes de la di-
gestión enzimática, mostró una disminución del 59 % 
con respecto a los controles; el porcentaje restante de 
células en las muestras tratadas corresponde segura-
mente a detritos celulares que no fueron removidos 
durante el proceso de descelularización. El material 
intracelular, principalmente los ácidos nucleicos libe-
rados de las células lisadas, puede desencadenar reac-
ciones inflamatorias después de la implantación del 
tejido a su receptor (22); por tanto, se hace necesario 
un tratamiento con una ADN-asa capaz de eliminar 
estos componentes. Al evaluar el contenido celular 
en las muestras tratadas con ADN-asa se observó una 
disminución del 66 % en comparación con los con-
troles, por lo que dicho proceso contribuyó en gran 
medida a la eliminación de los remanentes nucleares 
presentes en la matriz hialina después de aplicar el 
tratamiento químico (figuras 3 y 4). Estudios previos 
que han evaluado diferentes procesos de descelula-
rización han demostrado que no es posible eliminar 
por completo todos los componentes celulares de un 
tejido debido a su unión estrecha con la matriz cir-
cundante, especialmente en aquellos relativamente 
densos como el cartílago traqueal (22). Sin embargo, 
se han propuesto rangos de aceptación para los dese-
chos celulares tales como restos de ADN, que pueden 

promover una respuesta proinflamatoria (12). En la 
mayoría de las matrices extracelulares de origen bio-
lógico disponibles comercialmente se reporta la pre-
sencia de pequeños fragmentos de ADN (8) con una 
eficacia clínica muy positiva. Aunque el análisis cuan-
titativo del contenido celular en este trabajo coinci-
de con los hallazgos morfológicos, se deberán hacer 
otras pruebas, como extracción y cuantificación de 
ADN para determinar más acertadamente la cantidad 
de células presentes en el cartílago traqueal después 
del tratamiento.

Es esencial la eliminación adecuada del material 
potencialmente inmunogénico; sin embargo, es im-
portante asegurar que se mantenga un equilibrio cui-
dadoso entre los componentes de la matriz extrace-
lular, que contiene una variedad de fibras, como las 
colágenas y elásticas, que forman una red estructural 
compleja que rodea y sostiene las células del tejido 
conectivo (23). En este estudio se evaluó la presen-
cia de colágeno mediante la coloración tricrómica de 
Masson (figura 5). En las muestras tratadas se observó 
la preservación de las fibras colágenas alrededor del 
cartílago, mientras que en la zona correspondiente a 
la matriz hialina fue evidente una disminución de esta 
sustancia. 

Además, se hace necesaria la retención de moléculas 
que brinden resistencia mecánica al tejido para apo-
yar la funcionalidad de la vía aérea; por tanto, se eva-
luó la presencia de GAG, por ser estos los polisacári-
dos más abundantes en la sustancia fundamental de la 
matriz y los responsables de las propiedades físicas de 
dicha sustancia (23). En este estudio se analizaron cor-
tes histológicos teñidos con safranina O, en los que fue 
posible evidenciar una disminución del contenido de 
GAG al finalizar el tratamiento (figura 6). En estudios 
recientes se ha informado la pérdida de GAG asociada 
a la descelularización (24); sin embargo, también se ha 
demostrado una disminución paulatina del conteni-
do de GAG en las tráqueas no sometidas a procesos 
de descelularización; por ello se considera que tales 
procesos solo pueden acelerar la disminución de estos 
polisacáridos en el tiempo (16). Por lo anterior, es pro-
bable que al reducir el tiempo de exposición del tejido 
al método de descelularización se logre una mejor re-
tención de GAG e incluso se podría moderar la pér-
dida del colágeno presente en la matriz. El cartílago 
hialino juega un papel estructural importante, porque 
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los anillos traqueales permiten que se mantenga la vía 
aérea permeable, incluso en presencia de los cambios 
de presión intratorácica que ocurren durante la res-
piración (16). Esta propiedad estructural es el resulta-
do del acoplamiento funcional entre la alta presión 
osmótica proporcionada por los GAG y la resistencia 
a la tracción conferida por las fibrillas de colágeno. 
Por tanto, cualquier alteración en las proporciones de 
estas moléculas en la matriz extracelular podría tener 
efectos adversos en las propiedades funcionales de la 
tráquea, especialmente en el aspecto biomecánico.

En el presente trabajo se evaluaron las propiedades 
biomecánicas de las tráqueas controles y tratadas, 
para lo cual se efectuaron ensayos de tracción en di-
rección circunferencial, con una tasa de deformación 
fija de 5 mm/min, a 15 probetas de cada grupo de es-
tudio (figura 7). Los resultados mostraron alteraciones 
en el porcentaje de deformación del tejido sometido 
al proceso de descelularización, lo que puede asociar-
se a la pérdida de GAG en el cartílago traqueal, que 
podrían ser recuperados al repoblar la matriz con las 
células del receptor. Es de notar que no se hallaron di-
ferencias estadísticamente significativas en los demás 
parámetros evaluados, por lo que es posible que la 
matriz extracelular obtenida por el método químico-
enzimático de descelularización utilizado proporcio-
ne el soporte mecánico necesario para el crecimiento 
de nuevas células. 

Durante el estudio se corroboró la premisa que de-
pendiendo del tejido tratado se deben emplear pro-
tocolos de descelularización específicos para cada 
tipo de matriz extracelular, ya que en los resultados se 
logró evidenciar que el método químico-enzimático 
elimina de manera efectiva el contenido celular en la 
mayoría de las regiones de la tráquea, aunque no fue lo 
suficientemente efectivo para remover los remanentes 
celulares de la capa cartilaginosa (figuras 3E, 3F). Estos 
hallazgos son similares a los descritos en estudios pre-
vios, en los que se utilizaron otros métodos de descelu-
larización con tres componentes fundamentales: PBS, 
desoxicolato de sodio y ADN-asa I (5). Sin embargo, 
el número de ciclos es mayor en comparación con 
el método químico-enzimático de descelularización 
evaluado, puesto que en dichos trabajos se describen 
17 ciclos para obtener una matriz traqueal en con-
diciones similares a las descritas en este trabajo con 
solo 5 ciclos.

CONCLUSIÓN 
El método reportado en este trabajo resultó igual-
mente eficiente en comparación con otros procesos 
de descelularización reportados previamente, con 
una disminución importante del costo y tiempo de 
tratamiento, lo que podría hacerlo más viable y adap-
table a las condiciones de nuestro entorno. 
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