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RESUMEN

Lainsuficiencia ovarica, los trastornos hormonales y los efectos secundarios de tratamientos contra
el cancer son algunas de las causas subyacentes que pueden afectar a la capacidad de una mujer
para concebir. Ante esta preocupacion, surgen diferentes opciones preventivas para preservar la
fertilidad como la criopreservacion de embriones, ovocitos y tejido ovarico; sin embargo, estas
presentan limitaciones significativas. Actualmente, la bioingenieria permite adoptar diferentes
estrategias frente a los trastornos reproductivos y es por ello que en este estudio se evalta el primer
paso para fabricar bioandamios ovaricos descelularizados in vitro basados en la MEC especifica
de tejido ovarico. Con este fin, se han utilizado ovarios completos de ratas que fueron sometidos a
cuatro protocolos de descelularizacion que combinan diferentes tratamientos mecanico-quimico-
enzimaticos con el fin de eliminar los nlcleos celulares, pero preservando la macroy micro estructura
del tejido nativo. Los resultados del presente estudio, de caracter histolégico e histoquimico, no
han revelado datos significativos en cuanto a la eliminacion de nicleos celulares. Sin embargo, se
identifico un protocolo novedoso que ha sido capaz de eliminar generosamente parte del material
celular a la vez que ha mantenido una buena estructura de la MEC. Todo esto respalda la idea de
la importancia en la seleccion de los agentes descelularizantes y sus respectivas concentraciones;
haciendo un énfasis especial en la concentracion de los detergentes idnicos mas fuertes como el SDS
y el efecto que este provoca sobre las muestras. Ademas, se ha confirmado lo ya revelado en estudios
recientes, y es que los andamios ovaricos generados con SDC han sido capaces de conservar mejor la
composicion extracelular, lo cual, podria ser beneficioso para la recelularizacién y otras aplicaciones.
Estos bioandamios generados conforman una base prometedora para futuros experimentos donde el
objetivo debe de ser el de optimizar los protocolos y realizar estudios adicionales.

ABSTRACT

Ovarian failure, hormonal disorders, and side effects of cancer treatments are some underlying
causes that can affect a woman's ability to conceive. Given this concern, different preventive
options arise to preserve fertility such as cryopreservation of embryos, oocytes, and ovarian
tissue; however, they have significant limitations. Currently, bioengineering allows the adoption
of different strategies against reproductive disorders and that is why this study evaluates the
first step to manufacture in vitro decellularized ovarian bioscaffolds based on the specific ECM of
ovarian tissue. To this end, complete rat ovaries have been used that have been subjected to four
decellularization protocols that combine different mechanical-chemical-enzymatic treatments in
order to eliminate cell nuclei, while maintaining the macro and microstructure of the native tissue.
The results of this study, of a histological and histochemical nature, have not revealed significant
data regarding the elimination of cell nuclei. However, a novel protocol was identified that has
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generously removed some of the cellular material while preserving a good ECM structure. All this
supports the idea of the importance of the selection of decellularizing agents and their respective
concentrations; with special emphasis on the concentration of the strongest ionic detergents such
as SDS and the effect it causes on the samples. In addition, what has already been revealed
in recent studies has been confirmed, which is that the ovarian scaffolds generated with SDC
have been able to better preserve the extracellular composition, which could be beneficial for
recellularization and other applications. These generated bioscaffolds form a promising basis for
future experiments where the objective should be to optimize the protocols and conduct additional

studies.

INTRODUCCION

La Organizacién Mundial de la Salud (OMS) establece
que de un 2-14% de las parejas son estériles estan-
do en edad reproductiva, y en un 38% de los casos se
atribuye a causas femeninas (1). Es por ello que la in-
fertilidad es una cuestidn creciente en el ambito de la
salud reproductiva y comprender las causas subyacen-
tes es fundamental para lograr el diagndstico y trata-
miento clinico adecuado (2). Diferentes etiologias de
salud estrechamente relacionadas con la pérdida de la
funcién del tejido ovdrico son las que pueden afectar
a la capacidad de una mujer para concebir y llevar a
término un embarazo con éxito (3,4); entre las que
se destacan trastornos hormonales, disfuncién o in-
suficiencia ovarica (POF) y/o efectos secundarios de
los tratamientos aplicados contra el cdancer como la
quimioterapia o la radioterapia (5-7).

Actualmente, existen opciones establecidas comunes
para preservar la fertilidad como lo son la criopre-
servacion de embriones, ovocitos o tejido ovarico (7,
8). Sin embargo, presentan limitaciones significativas
como por ejemplo tratarse de procedimientos no ade-
cuados para mujeres prepuberales que padezcan de
cancer entre otros (8). Es por ello que las investigacio-
nes biotecnoldgicas actuales sobre el tejido reproduc-
tivo femenino junto con la medicina regenerativa ofre-
cen una nueva esperanza para las mujeres que padecen
este tipo de enfermedades (9). Esta ciencia se enmarca
en dos grandes categorias: por un lado, la terapia celu-
lar, que utiliza células para reparar o regenerar tejidos
danados, y, por otro lado, la ingenieria de tejidos (IT),
que combina principios de la ciencia de los materia-
les, la biologia y la medicina para construir estructuras
tridimensionales destinadas a funcionar como tejidos
y organos funcionales in vitro, lo que en este caso per-
mitiria la creacién de estructuras de soporte para el
desarrollo de 6vulos y tejidos ovaricos (10, 11). Una
estrategia interesante en este campo es el uso de anda-
mios como soporte para el crecimiento de esas células
y tejidos; que pueden ser fabricados con biomateria-
les de origen sintético, con materiales biocompatibles
naturales imitando de manera mas precisa el entorno
natural del ovario o a partir de tejidos de las propias
pacientes mediante procesos de descelularizaciéon (Ta-
bla 1). Para poder lograr sustituir y mantener la fun-
cién normal de los dérganos, los sustitutos bioldgicos
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han de atender a las necesidades de biocompatibilidad,
cinética de degradacién, formacién de bioproductos,
similitud de las propiedades mecanicas y estructurales,
y biomimetismo funcional y de composicion (12-14).

En lo que a este articulo concierne, los andamios bio-
logicos que se basan en el uso de tejidos acelulares de
origen bioldgico ofrecen un gran abanico de ventajas
frente al resto de alternativas ya que la descelulariza-
cion implica la eliminacion de las células de un tejido
de forma gradual, pero con la ventaja de mantener una
matriz extracelular (MEC) compuesta principalmente
de proteinas y estructuras tridimensionales nativas.
Como consecuencia, se reduce el riesgo de rechazo in-
munoldgico y se evita la necesidad de buscar donan-
tes externos ya que estos andamios pueden ser obte-
nidos a partir de la propia paciente, como ovarios o
tejido ovarico; lo que lo hace especialmente util para
las pacientes sometidas a tratamientos contra el cancer
o como posible tratamiento contra la POF (5-7). Ade-
mas, la MEC descelularizada puede ser almacenada a
largo plazo (15); es capaz de conservar la arquitectura y
las sefiales bioquimicas esenciales del tejido original, lo
que puede favorecer la diferenciacion y el desarrollo de
células madre o células progenitoras en células ovari-
cas funcionales; y puede promover la interaccién entre
las células del andamio pre-sembradas y las células del
huésped, lo que facilita la integracién y vascularizacion
del tejido implantado (16) pudiendo desencadenar res-
puestas bioldgicas beneficiosas, como la liberacion de
factores de crecimiento y la regulacion de la funcién
hormonal, aspectos que son cruciales para el desarrollo
y funcionamiento éptimo del tejido ovarico (15).

Fue en el afto 2015 donde Laronda et al fabricaron por
primera vez ovarios artificiales a partir de tejidos des-
celularizados especificos de ovario capaces de producir
estradiol y con desarrollo folicular in vivo (17). Des-
de entonces, se han llevado a cabo descelularizaciones
ovaricas en numerosas especies entre las que se inclu-
ye el humano (18-22) y en diferentes 6rganos (23-31),
incluso demostrandose la capacidad de regeneracion
en algunos de ellos (13). Sin embargo, y a pesar de los
grandes avances en el campo de la descelularizacién
de tejido ovarico, aun no se han logrado resultados
prometedores, y es por ello que este articulo pretende
evaluar y optimizar por primera vez un protocolo de
descelularizacion de ovario completo en ratas con el
objetivo de ser un cimiento para estudios futuros.
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Material Ventajas Desventajas

Inmunosupresores
Porosidad, rigidez y degradacion

controlada Estructura final deseada
Sintéticos
Producidos en grandes cantidades y Posible toxicidad
estandarizados
Baja biocompatibilidad
Biomateriales
Inmunosupresores
Naturales Componentes similares a la matriz Contaminacion patdgena

extracelular (MEC) original
Mala mimetizacion en la
estructura natural

No hay riesgo de rechazo inmunoldgico,

. : Alteraciones estructurales de la
no hay necesidad de inmunosupresores

MEC

Tejidos acelulares
(descelularizados)

Conservan arquitectura original, sefiales

. S . , . : Residuos celulares no eliminados
bioguimicas y biomoléculas bioactivas del

tejido

Puede ser almacenado a largo plazo

Adn no hay resultados
prometedores

Tabla 1. Ventajas y desventajas de la utilizacién de biomaterials sintéticos y naturales vs tejidos acelulares en la fabricacién de

bioandamios. Fuente: Elaboracidn propia

MATERIAL Y METODOS

1. Animales donantes para la generacion
de bioandamios y pretratamiento del tejido
ovarico

La ooforectomia se realizé en 7 ratas Lewis hembras
de 12 semanas edad y dio como resultado un total de
14 ovarios que se usaron en los andlisis con un peso de
entre 200-250 g al inicio del estudio. Fueron adquiri-
das a JANVIER LABS (Le Genest-Saint- Isle, Francia,
numero de autorizacién D53-103-02) y mantenidas en
la Unidad Experimental del Instituto de Investigacion
Biosanitaria, ibs. GRANADA, Granada, Espafia. Los
ovarios se aislaron del tejido circundante, se coloca-
ron en suero fetal bovino al 10% de dimetilsulfoxido
(DMSO) y se almacenaron a -80°C grados hasta su uso.

2. Generacion de bioandamios ovaricos por
descelularizacion

Antes del comienzo de los procedimientos de desce-
lularizacién, todos los ovarios se limpiaron correc-
tamente de los restos no ovaricos que pudo dejar la
ooforectomia.
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Para llevar a cabo los experimentos de descelulari-
zacidn, los ovarios se descongelaron y se dividieron
aleatoriamente en cuatro grupos, tres de ellos con
n=3 (PO, protocolo 0; P1, protocolo 1 y P2, protocolo
2) y un cuarto grupo (P3, protocolo 3) con n=2. Cada
uno de estos grupos se expuso a uno de los diferentes
protocolos de descelularizacion (Tabla 2), que optan
por un procedimiento de descelularizacion directo
mediante la sumersién de los ovarios en el reactivo
de descelularizacién y en continua agitacién a tem-
peratura ambiente, ya que no se corroboré beneficio
alguno en comparacion con la perfusion vascular a
baja presion a través de la arteria ovarica (22). Ade-
mas, un quinto grupo de n=3 ovarios se reservé como
grupo control, el cual se fijé directamente en formal-
dehido al 3.7% (p/v) para posteriormente procesarlo.

Tras la busqueda bibliografica, se escogidé un proto-
colo de referencia en la literatura desarrollado por
Baker-Alshaikh et al (22) para evaluar el control de la
descelularizacidn, al cual llamaremos PO y que utili-
za deoxicolato de sodio (SDC) (Thermo Scientific,
Waltham, MA, EE. UU.) al 2% ademads de desoxirri-
bonucleasas (ADNasas) (Merck/Sigma-Aldrich,
EE. UU). Para el primer protocolo ensayado, P1, se
tomé como referencia el protocolo de descelulariza-
cion de aloinjertos de nervios periféricos disenado
y publicado por Garcia-Garcia et al (32) al que se le
aplicaron unas modificaciones en lo que al tiempo
concierne y que utiliza una combinacién de tres de-
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Protocolo 0

Protocolo 1

Protocolo 2 Protocolo 3

Numero de ovarios n=3 n=3 n=3 n=2
Ciclos de

congelacién- 1 1 1 2
descongelacién

Incubacién en dH,0 - ON ON

Detergente 1

2% SDC (16 h)

0,1% SDS (16 h)

0,2 % SDS (24h)

Lavados

d,HO (24h)

3 condH,0
(30 min por lavado; 4°C)

3 con dH,0 (30 min
por lavado; 4°C)

Detergente 2

0.6% Tritén-X- 100 (23h)

1% Triton-X-100 (24h)

Lavados

3 con dH,0 (30 min
por lavado; 4%C)

3 con dH20 (30 min
por lavado; 4%C)

Detergente 3

1% SDC (23 h)

1% SDC (24 h)

Lavados

3 con dH20 (30 min
por lavado; 4%C)

3 con dH20 (30 min
por lavado; 4%C)

Pre-tratamiento

PBS (1 h: 37°C)

PBS (15 min; 37°C)

PBS (15 min; 37°C)

PBS +40 U/mL

PBS + 100 mg/L
ADNasa + 20

PBS + 100 mg/L ADNasa + 20

Enzimas ADNa;?fg)o min; mg/L ARNasa mg/L ARNasa (45 min; 37°C)
(45 min; 37°C)
Lavados 6 con PBS (5 min 5 con PBS (15 min por 5 con PBS (15 min por
por lavado: 4°C) lavado: 4°C) lavado: 4°C)
Lavados PBS (24 h: 4°C) - -
Tiempo total 66 h 69h 78 h45 min 78 h 45 min

Tabla 2. Resumen comparativo de los cuatro protocolos finales de descelularizacion. Abreviaciones: SDS dodecil sulfato de sodio
(Thermo Scientific, Waltham, MA, EE. UU.), SDC deoxicolato de sodio (Thermo Scientific, Waltham, MA, EE. UU.), Tritén-X-100
2-[4-(2,4,4-trimethilpentan-2-il)fenoxiletanol (Merck/Sigma-Aldrich, EE. UU.), ADNasa desoxirribonucleasa (Merck/Sigma-
Aldrich, EE. UU.), ARNasa ribonucleasa (Merck/Sigma-Aldrich, EE. UU.), dH20 agua destilada, ON durante la noche, PBS solucién
salina con fosfato, h horas, min minutos. (Merck/Sigma-Aldrich). Fuente: Elaboracién propia
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tergentes diferentes: 0.1% dodecil sulfato de sodio
(SDS) (Thermo Scientific, Waltham, MA, EE. UU.),
0.2% 2-[4-(2,4,4-trimethilpentan-2-il)fenoxi]eta-
nol (Tritén-X-100) (Merck/Sigma-Aldrich, EE.
UU) y 1% SDC (Thermo Scientific, Waltham, MA,
EE.UU.); junto con ADNasas y ribonucleasas (AR-
Nasas) (Merck/Sigma-Aldrich, EE. UU). Debido a
los buenos resultados aparentemente obtenidos al
aplicar el P1, se valor6 su optimizacion y de esta for-
ma surgen los otros dos protocolos restantes P2 y P3.
La diferencia entre estos respecto al P1 reside en dos
factores: por un lado, el aumento de la concentracidon
de los detergenetes utilizados (el SDS pasé de 0.1%
aun 0.2% y el Tritén-X-100 de 0.6% a un 1%); y por
otro lado, el diferente numero de ciclos de congela-
cién-descongelacion (un ciclo para el P2, dos ciclos
para el P3) para poder comprobar el impacto real
del método fisico ademas del quimico (detergentes)
y del enzimatico (nucleasas). Una vez llevado a cabo
cada protocolo, las muestras se almacenaron a 4°C
en formaldehido al 3.7% (p/v) durante 72 horas has-
ta su procesamiento.

3. Histologia

Para el andlisis histoldgico, las muestras se prepa-
raron para su inclusion en parafina y finalmente se
seccionaron en cortes de 5 um. Finalmente, se des-
parafinaron las secciones durante 20 minutos, se re-
hidrataron y se le aplicaron los siguientes protocolos
de tincidn estandar: hematoxilina y eosina (HE) para
visualizar la estructura general (nucleos, citoplas-
ma y MEC), azul alcidn (AB) para teiiir polisacari-
dos acidos como los glicosaminoglicanos (GAGs),
tricromico de Masson (MT) para el colageno y final-
mente Verhoeff van Gieson (VVG) para divisar las
fibras elasticas, aunque también es capaz de teiir
colageno. Ademas, se tifieron secciones con el agen-
te intercalante 4’,6-diamidino-2-fenilindol (DAPI)
para marcar con fluorescencia los restos potenciales
de ADN remanente en el tejido.

Las imagenes a nivel histoldgico mostradas en este
articulo han sido tomadas principalmente con el
escaner Pannoramic Desk II DW (3DHistech, Bu-
dapest, Hungria) y con el microscopio Eclipse 90i
(Nikon, Tokio, Japdn).

4. Cuantificacion y analisis estadistico

Los componentes de la MEC fueron cuantificados
a partir de las muestras tefiidas anteriormente me-
diante el software Image]J Fiji version 1.53f51 (Na-
tional Institutes of Health, EE. UU.). Se seleccion6
de forma arbitraria la misma secciéon de cuantifica-
cidén (28 cm?) respectiva a cada tratamiento de desce-
lularizacién y tincion analizada, analizando un total
de tres secciones aleatorias de 28 cm? por ovario.
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Las imagenes fueron obtenidas bajo las mismas con-
diciones de intensidad, brillo y contraste de imagen
entre tinciones. Todas las graficas obtenidas en este
articulo, asi como los analisis estadisticos se rea-
lizaron mediante el software Prism 9 (GraphPad,
CA, EE. UU.).

En lo referido al andlisis estadistico, primeramen-
te, se calcularon los valores medios de intensidad y
la desviacién estandar (DE) correspondiente a cada
protocolo para normalizar los valores respecto a los
resultados del grupo control. Posteriormente se rea-
liz6 la prueba de normalidad de Shapiro-Wilk y se
confirmé una distribucién asimétrica de los datos,
por lo que se realizaron pruebas no paramétricas. Se
llevé a cabo la comparacion de grupos multiples de
Kruskal-Wallis y Dunn para evaluar los niveles de
diferencia significativa (las diferencias de p < 0,05 se
consideraron significativas y se indican con diferentes
superindices: *y ). Finalmente, los datos se presen-
tan como la media + DE.

RESULTADOS

1. Analisis histoldgico, histoquimica y cuan-
tificacion de los componentes de la MEC

De forma macroscdpica se puede observar una varia-
cion en el tamafo y en la estructura de los ovarios tras
la descelularizacion, mediante la cual, se hicieron m4ds
pequefos y adquirieron una estructura menos densa
respecto al control (Figura 1. G).

En primer lugar, se evalud la estructura histologica
general a través de la tincion HE (Figura 2. A, E, I,
N, Q), la cual revelé que los bioandamios generados
a partir de los diferentes protocolos de descelulariza-
cion aplicados fueron capaces de mantener macros-
copicamente estructuras similares a las presentadas
en el patrén histoldgico tipico de la MEC de ovario
de rata sin cambiar considerablemente su apariencia
morfolégica. Se mostré la presencia de materiales
tanto basoéfilos (ndcleos celulares) como eosinofilicos
(citoplasma celular y MEC) en tejidos nativos y des-
celularizados. Esta tincidn y especialmente la tincion
DAPI (Figura 1. B-F), revelaron presencia visible de
nucleos celulares remanentes tras el proceso de des-
celularizacién en todos los protocolos, aunque el P1
ha sido el que ha mostrado una reaccién positiva mas
débil en comparacidn con el resto de protocolos (Fi-
gura 1. A).

De forma general, los resultados de la cuantificaciéon
histoquimica (Figura 3) muestran una reduccién en
la intensidad de senal en el porcentaje de drea para
GAGs, colageno y fibras eldsticas respecto al 100%
de intensidad de area de las muestras control. Por un
lado; la tincién AB (Figura 2. B, F, ], L, R), usada para
teiir GAGs, mostré una reduccién de la intensidad
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Figural.Resumendelosnucleosremanentestras
los protocolos de descelularizacion y estructura
general de los ovarios. DAPI para histoquimica
(a) e histologia (b-f), macroestructura del ovario
pre y post descelularizaciéon (g). Abreviaturas
DAPI 4',6-diamidino-2-fenilindol, CTRL control,
PO protocolo 0, P1 protocolo 1, P2 protocolo 2 y
P3 protocolo 3. Imadgenes DAPI tomadas con el
microscopio Eclipse 90i (Nikon, Tokio, Japdn).
Cuantificacion mediante el software ImageJ
Fiji version 1.53f51 (National Institutes of
Health, EE. UU.). Gréaficas y andlisis estadisticos
mediante el software Prism 9 (GraphPad, CA, EE
UU.). Fuente: Elaboracién Propia

Figura 2. Resumen comparativo de las tinciones
aplicadas. Secciones de tejido tefiidas con HE (a,
,i,n,q), AB (b, f, j, I, 1), MT (c, g, k, 0, s) y VVG
(d, h, m, p, t). Abreviaturas: HE hematoxilina-

I
eosina, AB azul alcian, MT tricromico de Masson,
VVG Verhoeff van Gieson modificado, CTRL
control, PO protocolo 0, P1 protocolo 1, P2
protocolo 2 y P3 protocolo 3. Imagenes tomadas
principalmente con el escdner Pannoramic Desk
Il DW (3DHistech, Budapest, Hungria) y con el
microscopio Eclipse 90i (Nikon, Tokio, Japdn).
Fuente: Elaboracidon Propia
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* * %k
Figura 3. Proporcién de
componentes  remanentes
de la MEC tras la aplicacién
de los protocolos de desce-
g lularizacién.  Histoquimica
‘E en AB para GAGs (a), MT
= para coldgeno (b), y VVG
para fibras elasticas (c). (*,
** P<0.05) Abreviaciones:
CTRL PO P1 P2 P3 CTRL PO P1 P2 P3 CTRL PO P1 P2 P3 CTRL control, PO protacolo
Protocolos Protocolos Protocolos 0. P1 protocolo 1, P2 proto-
n=n? de ovarics n=n? de ovarios n=n® de ovarios colo 2, P3 protocolo 3, MT
m=n" de secciones aleatonas de m=n" de secciones aleatonas de m= n* de secciones aleatonas de tricromico de Masson, AB
28 cm? medidas por ovario 28 cm® medidas por ovario 28 cm?® medidas por ovario .

azul alcidan y VVG Verhoeff
Protocolo Media en % drea Protocolo Media en % drea Protocolo Media en % drea van Gieson. Cuantificacion
TR 100%0 TR 100+0 cTR 100£0 mediante el software Ima-
PO 91,13 + 5,06 PO 93,77 £ 8,12 ] 86,80 + 7,10 gedJ Fiji version 1.5351 (Na-
P1 87,93 6,40 P1 79,40 5,51 P1 74,53 15,32 tional Institutes of Health,
P2 81,60+ 2,08 P2 62,00£11,21 P2 69,33 £4,00 EE. UU ) Graficas y anali-
P3 41,17 + 4,42 P3 30,47 £ 1,80 P3 2,73£0,75 sis estadisticos mediante
el software Prism 9 (Gra-
phPad, CA, EE. UU.). Fuente:

Elaboracion Propia

de senal para todos los protocolos aplicados (PO DISCUSION

91.13 £5.06 %, P1 =87.93 + 6.40 %, P2 =81.60 £ 2.08
% y P3 = 41.17 £ 4.42 %) siendo significativa en el
P3 ya que se reduce cuantiosamente el contenido de
GAGs a menos de la mitad respecto al grupo control.
En contraposicion; PO, P1, y P2 han sido capaces de
conservar mejor los GAGs, teniendo estos dos ulti-
mos protocolos un contenido muy similar entre si y
siendo el PO el que ha tenido mayor éxito de los tres
tratamientos (Figura 3. A). Por otra parte; en cuanto
al contenido en colageno, medido con la tincién MT
(Figura 2. C, G, K, O, S), se mostré preservado para
todos los bioandamios ovdricos en paralelismo con
el control nativo, aunque la cantidad se ve reducida
conforme la MEC pierde integridad por los protoco-
los mas agresivos (Figura 3. B). Cantidades poten-
cialmente mas altas de coldgeno preservado fueron
vistas en los ovarios tratados con PO (93.77 + 8.12
%) y P1 (79.40 = 5.51 %) en contraste con los otros
dos protocolos que contenian SDS y Tritén-X-100 a
una mayor concentraciéon (P2 (62.00 + 11.21 %) y P3
(62.00 + 11.21).

Por dltimo, la tincién VVG (Figura 2. D, H, M, P, T)
ha sido utilizada para visualizar las fibras elasticas,
aunque también es capaz de teilir colageno. Esta tin-
cion sugirié una disminucién casi completa del con-
tenido de fibras elasticas en el P3 (2.73 +£0.75 %) en
contraposicién con el control nativo de ovario (Fi-
gura 3. C). Sin embargo, los tratamientos P0 (86.80
+7.10 %), P1 (74.53 £ 5.32 %) y P2 (69.33 £ 4.00 %)
fueron capaces de mantener fibras eldsticas visibles,
aunque en menor medida respecto al control.
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Actualmente, la descelularizacion exitosa de tejido
ovarico y la subsiguiente recuperacién de su funcio-
nalidad sigue siendo un desafio. Como consecuencia,
son numerosos los estudios publicados hasta la fecha
sobre generacion de ovarios bioartificiales con el ob-
jetivo de generar un protocolo de biofabricacién es-
tandar. Sin embargo, debido a la complejidad estruc-
tural y molecular de estos drganos, aun sigue siendo
un objetivo por cumplir. Los estudios publicados has-
ta la fecha se enfrentan a dos aspectos importantes a
la hora de fabricar ovarios bioartificiales: lograr una
eliminacion celular eficiente y una conservacion ade-
cuada de la composicién de la MEC resultante (GAGs,
coldgeno y fibras eldsticas) (33-35). Es por ello que la
gran mayoria de los autores han optado por la com-
binacién de diferentes agentes descelularizantes (18-
22), donde la concentracion y el tiempo de exposicion
de estos agentes cobran una gran importancia ya que
deben de ajustarse a la histologia del tejido (36, 37).

De acuerdo con esta hipotesis, en este articulo se pre-
sentan datos novedosos sobre la descelularizacion de
ovario completo de rata comparando cuatro estrategias
diferentes. Para llegar a este fin se han evaluado dis-
tintas metodologias combinadas de descelularizacién:
ciclos de congelacion-descongelacién en los tres pro-
tocolos nuevos (P1, P2 y P3) junto con concentracio-
nes diferentes de detergentes no idénicos (Tritén-X100)
e iénicos (SDS y/o SDC) combinados entre si con el
objetivo de conseguir la lisis de la membrana celular y
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la solubilizacién de los elementos celulares, seguido de
un tratamiento enzimdtico (ADNasa y/o ARNasa) para
eliminar el contenido de ADN responsable de la res-
puesta inmunoldgica in vivo (38). Ademas, estos tres
nuevos protocolos fueron comparados con un método
bien descrito en la bibliografia (P0) (22). Finalmente,
la efectividad de estos métodos se confirmé mediante
ensayos histologicos e histoquimicos.

La eficacia de la descelularizacion relacionada con la
solubilizacion de elementos celulares de los tres pro-
tocolos nuevos (P1, P2 y P3) no fue satisfactoria en
términos generales segin los resultados de las prue-
bas histoldgicas e histoquimicas. Se evalud la presen-
cia de nucleos celulares remanentes mediante la tin-
cion DAPI, y en ninguno de los casos se consiguid
su eliminacidén completa. Sin embargo, el P1, con una
menor concentracion de los detergentes empleados
y un menor tiempo de exposicién por parte del SDS
y del Tritén-X-100 en comparacién con el P2 y P3,
ha sido mas efectivo en cuanto a la eliminacién de
material celular y lo ha logrado en un menor tiempo.
Este dato resulta intuitivamente contradictorio ya que
cabria esperar que se hubiera eliminado mas conte-
nido del que se resulta en el P2 y P3 por las elevadas
concentraciones de los detergentes empleados; lo cual
podria explicarse, ya que a concentraciones muy altas
de detergentes, estos pueden formar micelas o agre-
gados excesivamente grandes, lo que puede interferir
con la accién de los propios agentes descelularizantes
y limitar su capacidad para penetrar y eliminar célu-
las de manera efectiva (39).

Otro de los objetivos principales de la descelulariza-
cion es el de mantener la MEC especifica del tejido
a descelularizar, la cual estd muy relacionada con la
eficacia de la recelularizacion. La evaluacion histold-
gica e histoquimica de los GAGs, del coldgeno y de
las fibras eldsticas nos permitié observar un patréon de
resultados muy similares, donde el PO fue el que mejor
conservo este conjunto de proteinas seguido de P1, P2
y P3 respectivamente. Los analisis relacionados con los
GAGs confirmaron una disminucién de estos después
de la descelularizacion para todos los protocolos, espe-
cialmente para el P3. Sorprendentemente, para los gru-
pos P1 y P2 que utilizaron concentraciones diferentes
de los mismos agentes descelularizantes, se obtuvieron
resultados similares en cuanto su preservacion, lo que
indica que el aumento de la concentracidn de estos no
es significativamente influyente en la preservacion de
los GAGs. Por otro lado, la gran disminucién que se
produce en el P3 podria estar relacionado con la ele-
vada concentracidon de SDS y Tritén-X-100 combina-
da dos ciclos de congelaciéon-descongelacidon; aunque
este dato es dificil de contrastar debido a que no hay
registro bibliografico de estudios que sometan los ova-
rios a dos ciclos de congelacién-descongelacién previo
al uso de los detergentes. A pesar de todo, es el PO el
protocolo que mejor conserva los GAGs, protocolo que
utiliza exclusivamente SDC como agente descelulari-
zante y que se esta utilizando en los ultimos estudios
publicados como alternativa al agresivo SDS (31). En
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cuanto a la red de colageno, la histoquimica confirmoé
su conservacion en el PO, P1 y P2 y una reduccién de
su contenido a mds de la mitad para el P3, lo cual, po-
dria deberse a lo comentado con anterioridad. En ter-
cer lugar, y con respecto a las fibras elasticas, la tincién
VVG ha demostrado que la conservacidon de estas es
la que mas comprometida se ve tras la aplicacién de
los tratamientos. En este caso, el P3 es el mds afecta-
do, llegandose a perder aproximadamente un 97% del
contenido. En este sentido, y en base a estos resultados,
se recomienda evitar el uso de mas de un ciclo de con-
gelacidn-descongelacidn si se pretende mantener una
buena integridad de los componentes estructurales de
la MEC nativa.

En conclusion, el P1 basado en SDS, Tritén-X-100 y
SDC abajas concentraciones ha conservado una buena
estructura de la MEC tras los procedimientos de des-
celularizacién en comparacién con el P2 y P3, incluso
muy similar al protocolo control P0. Ademas, ha sido
el protocolo de entre los cuatro testados que menor
nucleos remanentes ha revelado tras el tratamiento,
aunque no ha logrado eliminar por completo el con-
tenido en ADN, lo cual podria no ser beneficioso a la
hora de evadir una respuesta inmune potencialmente
perjudicial post-injerto. Por lo tanto, el P1 se presenta
como un protocolo candidato interesante a optimizar
para ensayos futuros en bioingenieria ovarica utili-
zando el modelo de rata con el objetivo de enfocarlo
hacia un dmbito clinico y asi llevar a cabo la recelula-
rizacion de este tejido como alternativa regenerativa a
la pérdida de la funcién ovarica.
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