CRECIMIENTO DE CELULAS MADRE DE MEDULA OSEA DEL RECEPTOR,
EN EL URETER DONADO DE RATA

DANIEL FELIPE ROMERO BERNAL

2126450

UNIVERSIDAD AUTONOMA DE OCCIDENTE
FACULTAD DE INGENIERIA
DEPARTAMENTO DE AUTOMATICA Y ELECTRONICA
PROGRAMA INGENIERIA BIOMEDICA
SANTIAGO DE CALI
2018



CRECIMIENTO DE CELULAS MADRE DE MEDULA OSEA DEL RECEPTOR,
EN EL URETER DONADO DE RATA

DANIEL FELIPE ROMERO BERNAL

Pasantia de investigacion para optar al titulo de
Ingeniero Biomédico

Director
PAOLA ANDREA NEUTA ARCINIEGAS
Ph.D

UNIVERSIDAD AUTONOMA DE OCCIDENTE
FACULTAD DE INGENIERIA
DEPARTAMENTO DE AUTOMATICA Y ELECTRONICA
PROGRAMA INGENIERIA BIOMEDICA
SANTIAGO DE CALI
2018



Nota de aceptacion:

Aprobado por el Comité de Grado en
cumplimiento de los requisitos exigidos
por la Universidad Auténoma de
Occidente para optar al titulo de
Ingeniero Biomédico

Alejandra Salazar Arango
Jurado

Claudia Lorena Mosquera Gil
Jurado

Santiago de Cali, 17 de Mayo de 2018



CONTENIDO

ABREVIATURAS

RESUMEN

INTRODUCCION

1. PROBLEMA DE INVESTIGACION
1.1 PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

1.2 FORMULACION DEL PROBLEMA

2. JUSTIFICACION

3. OBJETIVOS
3.1 OBJETIVO GENERAL
3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

4. MARCO REFERENCIAL

4.1 MARCO TEORICO

4.2 ANTECEDENTES Y ESTADO DEL ARTE

5. METODOLOGIA

5.1 DISPOSITIVO DE RECIRCULACION
5.2 EXTRACCION DE MEDULA OSEA
5.3 EXTRACCION DE URETER

5.4 MARCAJE CELULAR

pag.

10

11

12
12

13

14

16
16

16

17
17

26

31
31
31
32

32



5.5 CULTIVO DE CELULAS EN URETER

5.6 MICROSCOPIA

6. RESULTADOS

7. CONCLUSIONES

8. RECOMENDACIONES

REFERENCIAS

33
33

34

39

40

41



LISTA DE CUADROS

Cuadro 1. Comparacion fuentes de obtencién de células madre
mesenquimales

pag.

29



LISTA DE FIGURAS

Figura 1. Sistema urinario.

Figura 2. Anatomia del uréter.

Figura 3. Viabilidad de trasplante.

Figura 4. Células madre embrionarias.

Figura 5. Células madre adultas.

Figura 6. Morfologia fibroblastoide de BM-MSCs.

Figura 7. Disposicién de médula 6sea en huesos largos.
Figura 8. Esquemético del mecanismo de quimerizacién.

Figura 9. Tibiay fémur de ambas extremidades posteriores, después
del drenaje de médula 6sea.

Figura 10. Mantenimiento del érgano.

Figura 11. Registro del 6rgano previo proceso de quimerizacién.
Figura 12. Dispositivo de recirculacion.

Figura 13. Uréter quimerizado x20.

Figura 14 Uréter de cerdo descelularizado con colorante de
Papanicolau.

pag.

17
18
19
21
22
23
24

26

34
35
35
36

37

38



LISTA DE TABLAS

Tabla 1. Resumen de factores claves involucrados en la
inmunorregulacion por MSCs

pag.

25



ABREVIATURAS

DMEM: Dubelcco’s Modified Eagle Medium.

FBS: Fetal Bovine Serum.

PBS: Phosphate-buffered saline.

HBSS: Hank’s Balanced Salt Solution.

BM-MSCs: Bone Marrow Mesenchymal Stem Cells.

ADSCs: Adipose derived Stem Cells.



RESUMEN

Los trasplantes constituyen el principal tratamiento para algunas afecciones del
sistema urinario, especificamente en los uréteres, estructuras pequefias que
cumplen la labor de transportar la orina desde los rifiones a la vejiga, sin embargo
los trasplantes tienen una alta tasa de rechazo, por lo que debe ser contrarrestado
a partir del uso de inmunosupresores. Por lo cual se ha investigado desde la
medicina regenerativa un elemento reconocido dentro de la anatomia humana por
su cualidad de inmunorregulacién, la médula 6sea, que ademas es fuente tanto de
células madre hematopoyéticas como mesenquimales; siendo estas caracteristicas
idoneas para ser usada como variante a la supresion del sistema inmunoldgico,
durante la practica de trasplantes.

Las técnicas que utilizan células madre en terapia de reemplazo de érganos
usualmente implican afectar el tejido para eliminar las células propias del donante.
En esta investigacion se plantea la posibilidad de implantar las células madre
derivadas de la médula 6sea directamente al érgano, generando un tipo de
guimerismo (presencia de células de receptor y donante en el mismo tejido) que
disminuyan las probabilidades de rechazo, gracias a su papel en la
inmunorregulacién. En este trabajo se demostrd, por tincién con colorante DAPI,
que el proceso de quimerizacion permite que las células madre extraidas de la
médula 6sea se adhieran y permanezcan en un uréter de rata. Los resultados son
importantes dada la viabilidad del procedimiento y su impacto social al mejorar los
resultados de los trasplantes.

Palabras clave: células madre, médula Osea, trasplante, sistema urinario,
guimerizacion.
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INTRODUCCION

El sistema urinario es uno de los sistemas mas complejos en el cuerpo humano. En
el tracto urinario se encuentran dos rifiones, dos uréteres, la vejiga, y la uretra, todos
estos propensos a desarrollar enfermedades urolégicas [1]. Estas son un problema
de salud mundial que afectan generalmente a la poblacion mayor a 27 afios,
acrecentandose a partir de los 59 afios de edad [2]. Durante el tratamiento, el uréter
es uno de los organos que se ve afectado con mayor frecuencia, requiriendo una
sustitucién para no acrecentar el dafio [3].

La falta de soluciones efectivas para la sustitucion de 6rganos, abre la posibilidad
de tratar al érgano con nuevas herramientas terapéuticas como la transmision de
informacion genética a un aloinjerto, disminuyendo las posibilidades de rechazo, por
medio del uso de células madre, lo cual seria propicio por la gran cantidad de
organos no usados de donantes (vivo o cadaveérico) [4], en gran parte por las
dificultades encontradas con respecto a la compatibilidad.

Las células madre utilizadas para la transmision de la informacion genética
proporcionan un amplio espectro de posibilidades por sus caracteristicas como
células multipotenciales, ademas de los factores de inmunorregulacién asociados a
Su uso, en especial, cuando son extraidas de la médula 6sea [5]. Los estudios
acerca de la accion de estas se han realizado durante las ultimas décadas, sin
embargo, sigue sin esclarecerse como se logra obtener un quimerismo deseado de
acuerdo a las investigaciones en curso.

En este proyecto se desarrolldé un proceso de asimilacion del uréter destinado a ser
donado, para ser considerado como un 0rgano propio, a partir de las propiedades
descritas de las células madre, de la médula 6sea, con el que se espera que en
fases posteriores permita identificar qué propiedades especificamente logran
disminuir las posibilidades de rechazo al trasplante.
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1. PROBLEMA DE INVESTIGACION

1.1 PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

El sistema urinario es uno de los sistemas mas complejos en el cuerpo humano,
debido a que, entre otras, es el encargado de la osmorregulacion, a través de la
produccion de orina, proceso mediante el cual se eliminan los desechos
nitrogenados del metabolismo. En el tracto urinario se encuentran dos rifiones, dos
uréteres, la vejiga y la uretra, todos estos propensos a infecciones o a desarrollar
calculos [1]. EI 60% de las mujeres adultas, a nivel mundial, pueden experimentar
una infeccion del tracto urinario, esto debido a la anatomia femenina que esta
expuesta mas facilmente a infecciones, siendo los bacilos gramnegativos y E. Coli
los agentes mas comunes con mas del 80% de las infecciones agudas en pacientes
sanos. En el caso del género masculino, también se presentan tales infecciones,
pero generalmente estos no acuden a los servicios médicos de inmediato, lo cual
genera mayores riesgos futuros para los pacientes [6].

En Colombia, segun un reporte del Ministerio de Salud del afio 2013, las infecciones
urinarias en personas adultas entre los 27 y 59 afios se han incrementado
notablemente en los dltimos afos, acrecentandose especificamente en las mujeres,
siendo la cuarta causa de consulta mas atendida frecuentemente (6.4%) mientras
que, en hombres representa solo el 2.3% de las consultas atendidas. El mismo
fendmeno se presenta en los servicios de hospitalizacion, siendo la causa mas
frecuente en mujeres, con 8225 casos, casi 4 veces mas que los casos presentados
en pacientes masculinos (2076). Los indicadores de morbilidad atendida en la
poblacion mayor a 59 afos, poblacion mayor, siguen el mismo comportamiento en
la poblacién femenina, mientras que en pacientes masculinos si se presenta un
incremento, llegando al 4.9% de los casos, con 3739 casos de hospitalizacion
presentados [2].

Las lesiones de uréter pueden deberse a traumatismos externos, lesiones por
irradiacion, fuentes miscelaneas de traumatismos y lesiones quirdrgicas [7]. Son
estas Ultimas (operaciones uroldgicas, ginecoldgicas y de cirugia general) que
buscan solucionar los problemas ocasionados por las infecciones uroldgicas,
ademas de otros problemas fisioldgicos en la region pélvica, las causales de 42%,
34% y 24% [8] respectivamente, de las lesiones ureterales, siendo estas las de
mayor impacto. Hasta en un 6.4% de las cirugias pélvicas se presenta la lesion,
convirtiéendose en la complicacion mas comun de este procedimiento, viéndose
incrementado por el uso de técnicas endoscopicas tanto para el tratamiento como
para el diagnéstico de enfermedades [9].
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Para el tratamiento de las lesiones ureterales se ha concebido la utilizacion de
stends de apoyo, la reparaciéon del tejido, y otros métodos no agresivos [3], pero
estos son procedimientos para contener la lesion, por lo cual no ofrecen una
solucién permanente y estable [10]; los tratamientos de mayor indice de
funcionalidad a largo plazo se encuentran en las técnicas de ingenieria de tejidos,
con el uso de regeneracion de tejido apoyado en scaffolds de materiales sintéticos
[11]y el uso de injertos [12], sin embargo no estan lo suficientemente desarrollados
para presentar una solucién viable.

La carencia de tratamientos efectivos y definitivos hace preciso abordar la
problematica desde la ingenieria de tejidos, usando novedosas herramientas
terapéuticas, como aloinjertos a los que se les realice un proceso de transmision de
la informacion genética, contenida en las células madre [13], [14], con el propdsito
de disminuir las probabilidades de rechazo y por consiguiente el uso de farmacos
para inhibir el sistema inmune [15]; técnica que ha probado ser efectiva en otros
tejidos trasplantados [16].

1.2 FORMULACION DEL PROBLEMA

Se plantea la siguiente pregunta de investigacion:

¢ Es posible desarrollar un uréter quimerizado a partir del crecimiento de células
madre de médula ésea del posible receptor?
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2. JUSTIFICACION

Las enfermedades uroldgicas son un problema de salud mundial afectando a la
poblacion mayor a 27 afos, acrecentandose a partir de los 59 afios de edad [2]. Las
enfermedades uroldgicas causan alrededor de 60000 muertes de forma directa y
estan asociadas a casi un cuarto de millon de personas por afio en Estados Unidos,
afectando a hombres y mujeres por igual [17].

Estas pueden deberse a infecciones de agentes patdgenos, con un indice de
morbilidad mayor en mujeres (una de cada 5 mujeres padece una infeccion del
tracto urinario) [18], la presencia de quistes o calculos, indiferente del 6rgano en el
gue se encuentran [7], afectando a casi 1 millébn de norteamericanos por afio [19],
morfologias adversas, como el caso de la uropatia obstructiva [20], la presencia de
cancer en la zona pélvica o en zonas aledafas de las cuales las células afectadas
se desplazan y terminan afectando el sistema urinario [21], siendo el cancer de
préstata el segundo tipo de cancer mas comun entre hombres norteamericanos [22],
al igual que la hiperplasia prostatica benigna, la cual, se estima, es causante de
cerca de 400000 operaciones por afio para aliviar los sintomas de este trastorno, y
de la muerte de 30 hombres por cada 100000 en los paises desarrollados, siendo
una de las enfermedades con mayor gasto sanitario [23].

Se prevé que, segun el Observatorio Demografico de América Latina, para el afio
2030, debido a la longevidad extendida de la poblacién, adicional al cuidado y
tratamiento de enfermedades mortales, el nimero de pacientes potenciales de este
tipo de afecciones aumente en casi un 78.1% mas que los adultos actuales (2014,
afo del estudio) con un incremento sustancial en la poblacién mayor a los 60 afios,
es decir, poblacion adulta econémicamente no activa, y un incremento de 230% en
poblacion mayor de 90 afios [24].

En el afio 2005, el hospital San José de Bogota presentd, en el Congreso
Colombiano de Urologia, las complicaciones uroldgicas post-trasplante renal, en el
cual se estudiaron los casos de 104 pacientes sometidos a trasplante renal,
obteniendo como resultado que el 81.73% de ellos no presentaron complicaciones,
mientras que el 14.42% presentaron infecciones de vias urinarias y el 3.85%
complicaciones técnicas (estenosis ureterovesical, fistulas vesicocutaneas), siendo
mayor en pacientes con trasplantes de cadaveres, comparado con receptores de
donante vivo relacionado [25]. Las complicaciones urologicas son entonces el
segundo problema urolégico mas comun después de procedimientos quirdrgicos,
como el trasplante renal, en Colombia.
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Actualmente se usan diversos procedimientos invasivos para tratar esta afeccion,
en los cuales la mayoria son pruebas experimentales ejercidas en hospitales de
todo el mundo que buscan llegar a una solucion viable para ser empleada en futuros
pacientes [26]. Desde catéteres uretrales, microcirugia, hasta trasplantes de uréter
en donde el mayor problema que evidencian los pacientes es la respuesta fisioldgica
del organismo después del procedimiento [27], convirtiendo la técnica de trasplante,
sea cual sea el 6rgano o tejido, en una técnica muy costosa, sin presentar una
solucion adecuada y vista mas como un ejercicio académico muy valioso.

El primer trasplante registrado en América Latina fue un trasplante renal realizado
en 1957 en Argentina [28] [29], seguido de México [30] y Brasil [31]; no fue sino
hasta 1965 cuando se realiz6 en Colombia [32], que en las décadas siguiente tuvo
una evolucion a pasos lentos, siendo la Ultima incursion en trasplantes, con el
trasplante de intestino, que se comenzo a realizar en el afio 2004, y que solo se
practica en 7 paises de América Latina. Actualmente en Colombia mas del 85% de
los trasplantes se realizan con donantes cadavéricos, frente a paises como México,
Costa Rica, Bolivia y Guatemala que realizan trasplantes en su mayoria con donante
vivo, tomando como referente el trasplante renal [4] [33]. El principal problema del
uso de donante cadavérico es la poca supervivencia del tejido, pues la viabilidad del
trasplante depende estrechamente del tiempo que pase desde la extraccion hasta
el implante, que en este caso se aumenta debido a la condicion de cadaver, por lo
que requiere el uso de técnicas para mantener el tejido a trasplantar lo mejor posible
[34].

Hace algunos afios se comenzé a estudiar a nivel mundial la recelularizaciéon como
ayuda a los trasplantes para reparar o reemplazar la funcién que realiza un érgano
o tejido, resultando en una opcion muy factible. El foco de estas investigaciones
consistia en extraer células madre para inducir el crecimiento celular, inicialmente
en el tejido cardiaco para luego estudiar posibles efectos en otros o6rganos,
obteniendo buenos resultados en implantes generados en laboratorio [35]. Esta
técnica presenta dos problemas principalmente, la complejidad de la
descelularizacién, para lograr dejar solamente la matriz extracelular, pero sin afectar
el tejido [36], y la dificultad de extraer células madre embrionarias, sumado al dilema
ético que sobrelleva [35], por tal razén se ha incursionado en estudiar otras técnicas
que incluyen obtener células de otros tejidos para generar crecimiento celular sobre
el tejido a trasplantar.
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3. OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GENERAL

Generar crecimiento de células madre de médula 0sea del receptor, en el uréter
donado de rata, con el fin de disminuir el rechazo al trasplante ureteral.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

. Extraer células madre adultas viables de médula 6sea de rata.

. Cultivar el uréter donado con las células madre extraidas de la médula
Osea del receptor.

o Caracterizar el tejido donado posterior a la quimerizacion, para evidenciar
la presencia de las células del receptor.
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4. MARCO REFERENCIAL
4.1 MARCO TEORICO

El sistema urinario es el conjunto de 6rganos encargados de la osmorregulacion y
de la produccion de orina, mediante la cual se eliminan los desechos nitrogenados
del metabolismo. En este, los uréteres son de vital importancia, pues, a partir de
contracciones peristalticas de sus musculos, impulsa la orina desde el hilio renal
hasta la pared posterior de la vejiga. El uréter consta de dos porciones anatomicas
de similar tamafio, pélvica y abdominal. La porcién abdominal tiene su arteria de
suministro ubicada en la cara medial, mientras que en la porcion pélvica se ubica
en la cara lateral [37] (fig. 1). Es clinicamente importante reconocer su
vascularizacion pues esto puede provocar estenosis o fuga [27].

Fig 1. Sistema urinario. Encargado de la osmorregulacion y de la produccion de
orina [38].

El uréter tiene 3mm de diametro aproximadamente, y al igual que el resto del tracto
urinario, esta revestido por un epitelio de transicion. Mas profundo a la capa epitelial,
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esta una matriz de tejido conectivo elastico seguido de la capa muscular, compuesta
por dos capas de musculo liso dispuesta internamente de forma longitudinal, y
externamente, circular. El recubrimiento mas externo del uréter es una capa fibrosa,
llamada adventicia, que lleva el suministro vascular [1] [37](fig. 2).

Fig 2. Anatomia del uréter. Histologia donde se diferencian 3 capas de tejido [39].

Los trasplantes ureterales se formulan principalmente por la afectacion producida
por el manejo quirdrgico de otros Organos cercanos, 0 como solucibn a
complicaciones fisioldgicas como la isquemia, estenosis, o la presencia de células
cancerigenas, complicaciones que afectan principalmente a la poblacién adulta [40].
Dentro de las alternativas de tratamiento se han usado stends, como reemplazo por
otras estructuras cercanas histolégicamente, procedimientos quirdrgicos menores,
gue pueden generar un mayor trauma, y que adicionalmente no presentan una
solucion permanente en algunos casos [41].

Los trasplantes representan una buena alternativa para el tratamiento de
enfermedades y en ocasiones, como el trasplante renal en Colombia, que ya ha sido
probado desde el afio 1965 [32], logra disminuir los costos frente a otros
tratamientos como reemplazo renal por didlisis [42]. Sin embargo, en los trasplantes
que recién se comienzan a explorar como el trasplante de pulmén, pancreas e
intestino, los costos relacionados al procedimiento, al mantenimiento del érgano, el
cuidado de este, y todo el tratamiento pos-operatorio incluyendo la inmunosupresion
en los casos requeridos [43] [44], hacen que se conviertan en investigaciones
académicas que muy dificilmente puedan llegar al publico objetivo en el corto plazo,
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sin integrar otras técnicas que puedan alivianar los costos. Ademas el uso de
donante cadavérico presenta el problema de la poca supervivencia del tejido, pues
la viabilidad del trasplante depende estrechamente del tiempo que pase desde la
extraccion hasta el implante (fig. 3) [34].

Fig 3. Viabilidad de trasplante. Es importante por la respuesta inmune que
desencadena en el paciente y la poca tasa de éxito que se presenta. [34].

Con el avance en la medicina regenerativa, se han logrado avances en la
regeneracion de pequeiias porciones de uréter, ademas de la compatibilidad de
materiales sintéticos, algunos de ellos, sin el uso de células madre [45]. Las células
madre son células con la potencialidad de convertirse en muchos tipos diferentes
de células (linajes), y poseen la capacidad de reparar sistemas o tejidos, estas se
destacan de otras células del cuerpo debido a que:

o Pueden dividirse y renovarse a si mismo durante un largo tiempo.

o No son especializadas, por lo que no pueden cumplir funciones
especificas en el cuerpo [46].
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o Tienen el potencial de convertirse en células especializadas, como las
células miogénicas, osteogénicas, entre otras [46].

o Regulan el nimero de células presentes en el cuerpo a partir de la muerte
celular programada (apoptosis) [47].

o Migran a diferentes tejidos del cuerpo bajo ciertas condiciones [47].

Existen dos tipos de células madre principalmente, las células madre embrionarias
y las células madre adultas. Las embrionarias son aquellas que se derivan del
embrién de los mamiferos en su etapa de blastocito, alrededor del quinto dia de
fecundacion, en donde uno de los polos del blastocito posee una agrupacion celular,
en donde se encuentran las células que poseen la capacidad de generar cualquier
célula diferenciada en el organismo (fig. 4). Cabe aclarar que las células madre
embrionarias en estado in vivo no mantienen su capacidad de generacion de
cualquier tipo celular, pero cuando se extraen del medio embrionario, y se cultivan
in vitro, si son capaces de proliferar ilimitadamente, y generar células con potencial
diferenciador. Para crear cultivos de estas células manteniéndose indiferenciadas
es necesario tener una capa alimentadora de fibroblastos embrionarios y un
suplemento de factor inhibidor de leucemia (LIF, leukemia inhibitory factor). Este
tipo de células ha significado un importante adelanto cientifico para la medicina
regenerativa, como tratamiento para mdultiples enfermedades humanas, sin
embargo, por su forma de obtencion se presentan dilemas éticos, ademas de
algunos inconvenientes técnicos, pues su diferenciaciéon es poco predecible en
algunos medios, y su trasplante puede generar teratomas o teratocarcinomas [46].
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Fig 4. Células madre embrionarias. Fueron las primeras células madre obtenidas
del ser humano [48].

Las células madre adultas (ASCs, Adult Stem Cells), generalmente se asocian a las
células especializadas dentro de la organizacion de las células de un tejido
especifico, y por consiguiente, su capacidad de diferenciacion esta condicionada
por el tejido que representa. Sin embargo, diversos estudios detallan la
potencialidad de algunos tipo de células madre adultas de generar diferenciacion en
otros linajes diferentes al que representan (fig. 5). Es este el caso de las células
madre hematopoyeéticas, que son capaces de diferenciarse principalmente en todos
los tipos de células sanguineas, como globulos blancos, glébulos rojos y plaguetas,
ademas de la posibilidad de diferenciacion en tejido endotelial, musculo cardiaco,
entre otros [46].
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Fig 5. Células madre adultas. Son células madre con la capacidad de diferenciarse
en multiples linajes celulares [49].

Durante varios afios se considero que las células madre hematopoyéticas eran las
Unicas existentes en la médula 6ésea, principal fuente de las células madre. Sin
embargo, ahora se conoce de la presencia de células madre mesenquimales (MSC,
Mesenchymal Stem Cell), células con potencial clonogénico. Dentro de sus
caracteristicas se encuentra su adherencia al plastico, por lo que son de facil
identificacion en un medio de cultivo, el aspecto de fibroblastos fusiformes en
cultivos no estimulados (fig. 6), y principalmente su capacidad de diferenciacion en
linajes condrogénico, osteogénico, miogénico y adipogénico, conocidas como
células “multipotentes” por ello [50]. Las MSC proveen factores de crecimiento y una
matriz extracelular como apoyo para la hematopoyesis de forma estructural y
funcional, ademas, por su potencial clonogénico, contribuir a la regeneracion de los
tejidos mesenquimales del organismo [51].
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Fig 6. Morfologia fibroblastoide de BM-MSCs. De morfologia alargada, y con
extremos estirados hacia la superficie, es el criterio mas rdpido de identificacién
avalado por la Sociedad Internacional de Terapia Celular [52].

La principal limitacion en el uso de BM-MSCs esta relacionada con el procedimiento
técnico y seleccion de donantes, por la cantidad obtenida y la edad del paciente
[52]. Su extraccion se realiza generalmente por puncion medular en la cresta iliaca
posterior, en el caso de humanos y animales grandes como cerdos, o por lavado de
huesos largos como fémur y peroné, en animales pequefios como ratones y ratas
(fig. 7). En este caso después de sacrificar al animal, se lava el cuerpo con etanol
al 70% para eliminar impurezas, limpiando el area de trabajo, posteriormente se
realiza la disociacion de musculos, ligamentos, y tendones, de la tibia, peroné y
fémur. Después de extraer los huesos, estos son lavados externamente con PBS
estéril eliminando los posibles residuos y luego corta la epifisis para realizar el
lavado interno con DMEM en una jeringa, expulsando la mayor cantidad posible de
médula 6sea [53]. Para su posterior identificacion, la Sociedad Internacional de
Terapia Celular (ISCT, por sus siglas en inglés) ha propuesto 3 criterios de
caracterizacion [52]:

¢ Aislamiento de células con morfologia fibroblastoide de tipo adherente.

e Expresion de antigenos CD105, CD73 y CD90, en ausencia de CD45, CD34C
CD14 0 CD11b, CD79 0 CD19y HLA-DR

¢ Diferenciacion in vitro en osteoblastos, adipoblastos y condroblastos.
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Fig 7. Disposicion de médula 6sea en huesos largos. La médula 6sea se encuentra
especialmente accesible en los huesos largos, en la cavidad medular, por debajo
de la epifisis [51].

El mayor obstaculo que enfrenta la terapia celular, durante un trasplante, es el
rechazo inmunoldgico que se presenta en el receptor. Esto se debe a que el sistema
inmune del receptor detecta que los antigenos en las células del 6rgano son
diferentes 0 no son “compatibles” [54]. La propiedad mas interesante de las MSCs
en cuanto a reparaciéon de tejidos se refiere es su capacidad de inmunosupresiéon
de respuestas innatas y adaptativas, inducida por citoquinas inflamatorias, como la
IFNy y TNFa o IL-1. Estudios han demostrado que las MSCs pueden modular la
activacion y funcion de células inmunes como macroéfagos, células natural killer,
células dendriticas, neutrofilos, células T y B [5].
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TABLA |. RESUMEN DE FACTORES CLAVES INVOLUCRADOS EN LA
INMUNORREGULACION POR MSCS [5].

Factor clave Papel en inmunorregulacion por MSCs
Antigeno leucocitario humano (HLA-G) Inhibe células mononucleares de sangre
periférica
Factor inhibidor de la leucemia (LIF) Inhibe proliferacion de células T

Factor de necrosis tumoral a, estimulada por | Regula macréfagos
gen 6 (TSG6)
Inhibe inflamacion

Hemo-oxigenasa-1 (HO-1) Inhibe respuesta de células T

Induce interleucina 10 y células reguladoras T
de TGF-B
Interleucina 6 (IL-6) Inhibe la diferenciaciéon de células dendriticas

Inhibe proliferacion de células T

Factor de crecimiento transformante 3 (TGF-B) | Induce células reguladoras T

Inhibe activaciéon y funcionamiento de células
natural killer
Prostaglandina E2 (PGE2) Induce células reguladoras T de Foxp3

Inhibe funcionamiento de células natural killer

Induce macrofagos tipo |l

Inhibe maduracion de células dendriticas.

Adicionalmente, segun recientes estudios, existe una caracteristica celular que
juega un papel muy importante para conseguir la inhibicion de la respuesta inmune
al realizar un trasplante. La proteostasis es la homeostasis proteinica dentro de la
célula, desde su sintesis hasta su vida media y degradacion [55], sin embargo
también se sugiere que esta comunicacion entre células cercanas, no solo ocurre
con proteinas, sino que también es posible transferir organelas entre una célula y
otra [56]. Una de estas organelas es la mitocondria, siendo la encargada de dirigir
algunos procesos celulares, encaminados a promover la supervivencia de la célula
en estados de estrés celular [57], como la produccién de energia, activacion de
muerte celular programada, control de metabolismo de Ca?*, sintesis de varias
biomoléculas [58], ademéas de factores de inmunoregulacion relacionados con
TFAM (Mitochondrial transcription factor A) [59].
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La respuesta inmune posterior al trasplante de médula 6sea ha sido estudiada
principalmente para reconocer el quimerismo presente en el cuerpo, y los
mecanismos de accibn que esta supone, identificando si el sistema
linfohematopoyético del donante ha sido capaz de implantarse en el receptor, y Si
coexiste con este ultimo, o por el contrario lo desplaza. El quimerismo se clasifica
de acuerdo a la cantidad de células del donante en el receptor: quimerismo total,
mixto, dividido y microquimerismo; ya sea de forma accidental o inducida. La
cantidad de células del donante también condiciona el riesgo, pues el quimerismo
total presenta mayor riesgo de presentar GVHD (Graft-Versus-Host-Disease), y por
el contrario, un quimerismo transitorio no presenta GVHD pero si genera una
respuesta de Tregs (linfocito T regular) [60] [61]. En el proceso de quimerizacion de
timo (fig. 8), la presencia de células progenitoras donantes en el timo conduce al
desarrollo de las células T que reconocen los antigenos del donantes expresados
por el érgano trasplantado como uno mismo, y por lo tanto el anfitrion se vuelve
tolerante al aloinjerto. La influencia de la respuesta inmune innata en el proceso del
trasplante se extiende mas alld de lo observable en el tiempo, y se genera un
proceso no visible de cambio celular [62].

Fig 8. Esquematico del mecanismo de quimerizacion. Es importante reconocer el
quimerismo presente en el cuerpo, y los mecanismos de accion que esta supone,
con el estudio del sistema linfohematopoyético [62].

4.2 ANTECEDENTES Y ESTADO DEL ARTE

Desde hace méas de 30 afios se han registrado experimentos relacionados con las
células madre. En 1981 los cientificos descubrieron la forma de obtener células
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madre embrionarias procedentes de ratones, y gracias al estudio detallado de estas
células se logré que en 1998 se obtuvieran células madre de embriones humanos y
realizar cultivos en laboratorio. Estas células fueron finalmente llamadas células
madre embrionarias humanas. En el 2006 investigadores identificaron las
condiciones que permitian que algunas células adultas se pudieran especializar y
ser reprogramadas genéticamente para asumir un estado similar al de las células
madre. Estas son las llamadas células madre pluripotenciales inducidas (iPSCs)
[63]. La extraccion y posterior uso de estas células madre adultas, si bien presenta
procesos mas engorrosos para su utilizacion, tiene la ventaja de no tener
incertidumbres en su especializacion, y tampoco problemas éticos como si los tiene
el uso de las células madre embrionarias [64].

Las primeras células madre estudiadas han sido las obtenidas desde la médula
0sea, mostrando su capacidad para diferenciarse en otras células mesenquimales
y posteriormente la potencialidad de ser utilizadas en la terapia génica para tratar
con éxito enfermedades cardiacas, la esclerosis lateral amiotréfica, y enfermedades
propias de trasplantes [65]. Pero el principal problema que reviste el uso de las
células madre provenientes de la médula 0sea es el proceso de obtencion de estas,
pues es altamente invasivo y doloroso, y, aun asi, la concentracion de células madre
es baja [35].

En el afio 2001 se considero la existencia de células madre pluripotenciales en otros
tejidos, como el tejido adiposo, cuando se describio una poblacion celular
multipotente con morfologia fibroblastoide [66], conocida como ADSCs, con el fin de
mantener y reparar el tejido conectivo de 6rganos de origen mesodérmico. El tejido
adiposo posee dos caracteristicas que lo hacen un candidato especial para la
extraccion de ADSCs: permite obtener un gran nimero de células que pueden
proliferar en cultivo y su procedimiento asociado, la lipoaspiracion, es un
procedimiento con una aceptacion social creciente [67].

En el afio 2007, un estudio realizado en la Clinica Planas de Barcelona, Espafia,
mostro la gran cantidad de MSC que pueden ser obtenidas con gran facilidad
mediante la lipoaspiracion [68]. Igualmente en el afio 2013, también en Espafa, un
estudio realizo la estandarizacion de un protocolo de extraccion y procesamiento de
células madre del tejido adiposo abdominal, concluyendo que es precisamente esta
zona la de mayores resultados tanto en calidad como en cantidad de células
obtenidas [69]. Ambos estudios concluyen que el tejido, el procedimiento de
extraccion, y el protocolo de procesamiento, tienen una alta fiabilidad, corroborando
también la gran cantidad de células madre que pueden ser extraidas, sin embargo,
su uso no se ha extendido en la investigacion cientifica, pues aun se estan
conociendo sus ventajas frente a otras fuentes de obtencion.
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Debido a lo reciente de estos descubrimientos, historicamente se han usado
diversos métodos relacionados con la recuperacion ureteral, aplicando injertos
sintéticos y autoinjertos para recuperar la funcionalidad, sin el uso de células madre.
Dentro de estos se destaca el trabajo desarrollado por Greenberg y Coleman, en
1983 como uno de los primeros trabajos sobresalientes en este campo, quienes
presentaron un trabajo experimental en perros, trabajando con injertos libres de
mucosa vesical, logrando demostrar que el injerto es capaz de mantener su
integridad en el periodo postoperatorio, fusionandose con la linea del urotelio
ureteral, y manifestando una regeneracion muscular alrededor de la superficie
exterior de la mucosa vesical [70]. En la actualidad los procedimientos siguen
involucrando estas técnicas por su confiabilidad en la prediccion de resultados,
mejorando la praxis e identificando los biomateriales correctos para reconstruir el
uréter se han obtenido resultados mas sobresalientes [45].

En el 2008, se realiz6 un estudio acerca de las posibilidades de las BM-MSCs para
la reconstruccion del tejido muscular liso, para ser aplicado en la recuperacion renal;
concluyeron que si bien las BM-MSCs mostraba potencial para ser completamente
funcional, después de la diferenciacion, los porcentajes de eficiencia eran bajos, por
lo cual no confirmaban que el uso de estas células para la recuperacion directa por
diferenciacion fuera la mejor técnica [71]. En el 2016, un estudio realizado en Corea
del Sur, destaco las propiedades de las células madre derivadas del tejido adiposo
como de la médula 6sea en el tratamiento de la enfermedad renal aguda y crénica,
practicado en ratas, dando buenos resultados en la recuperacién del tejido, aunque
por vias de accion diferentes. El tratamiento con ADSCs logro reducir la progresion
de la fibrosis renal inducida por isquemia, a través de la regulacion negativa de la
inflamacion y la hipoxia, mientras que, afirman, el tratamiento con BM-MSCs se
sustenta en la transdiferenciacion de estas en células renales especificas, como
células tubulares renales, células mesangiales, células endoteliales glomerulares y
podocitos, ademas se le atribuye su accion gracias a citoquinas y factores de
crecimiento que son secretadas por BM-MSCs, como accidn paracrina y autocrina.
El estudio también explora la recuperacién del tejido a partir de scaffolds pero con
el uso de células extraidas del mismo tejido a recuperar [72].

Las investigaciones desarrolladas en ingenieria de tejidos y medicina regenerativa,
en Colombia, en su gran mayoria han estado concentradas en el uso de BM-MSCs,
es por esto que se cuenta con una amplia bibliografia referente. Aunque, debido a
lo relativamente novedoso de la ingenieria de tejidos no se encuentran trabajos que
relacionen las BM-MSCs con el uréter como 6rgano principal.

Sin embargo ya en el afio 2007 en Colombia se conocia el uso de las células madre,
muestra de ello es la revision realizada por el Laboratorio de Hematologia de la
Pontificia Universidad Javeriana, donde realizaron un muy completo compilado
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sobre las MSC, desde la forma de obtencidn de estas, su posterior diferenciacion y
las posibles aplicaciones médicas en las que pueden estar involucradas. De este se
destaca las caracteristicas de las células obtenidas del tejido adiposo frente a las
de médula 6sea (ver cuadro 1), validando la informacién que ya se tenia de las
ADSCs. Las principales aplicaciones clinicas de las MSC consisten en la reparacion
de hueso, tenddn, miocardio y como inhibidor del sistema inmune [50].

TABLA Il . COMPARACION FUENTES DE OBTENCION DE CELULAS MADRE
MESENQUIMALES [50].

Parametro Médula 6sea | Tejido adiposo
Exito de aislamiento 100% 100%
Formacién de monocapa adherente 4-5 dias 4-5 dias
UFC-F obtenidas en la monocapa adherente 83161 557+673
Capacidad de diferenciacion osteogénica 71.4% 78.8%
Capacidad de diferenciacion adipogénica 100% 94%
Capacidad de diferenciacion condrogénica 100% 100%

En el afio 2009 se reportd un estudio, realizado en el Hospital de San José, sobre
la construccion de la via urinaria, usando la técnica de ureteroneocistostomia con
tunel transmural y submucoso antirreflujo como implante ureteral. Este
procedimiento tiene como ventaja la localizacion del implante ureteral en el area
trigonal lo mas anatémicamente posible, lo cual facilita cualquier manipulacion
diagnéstica e instrumental, no se requiere intubacidon con catéter de auto retencion,
disminuyendo asi complicaciones. Aun asi reportaron que la tasa de éxito fue menor
a la esperada segun experiencias de otros centros de investigacion, y se destaco la
necesidad de una buena conservacion de la vasculatura arterial del uréter para
minimizar las complicaciones urolégicas mayores como la extravasacion y
obstruccion urinaria [10].
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En el aflo 2010 nuevamente en la Pontificia Universidad Javeriana, un estudio
abarco el aislamiento y caracterizacion de BM-MSCs humanas segun los criterios
de la Sociedad Internacional de Terapia Celular, realizando la diferenciacion
adipogénica, condrogénica y osteogénica, estandarizando unos protocolos de
diferenciacion con una tasa de aceptacion alta [52]. Adicionalmente en Colombia se
han realizado diferentes investigaciones como trasplante autélogo para
revascularizacion [73], biocompatibilidad con biomateriales [74], caracterizacion y
comparacion de MSCs de diferentes fuentes de obtencién [75], como aplicaciones
en medicina dental [76], tratamiento para lesiones 6seas [77] [78], por lo cual,
aunque es relativamente nuevo su uso en investigacion en el pais, es la de mayor
aceptacion y resultados probados.

Anteriormente, en la Universidad Autbnoma de Occidente, se ha trabajado con estas
células en el afio 2012, realizando la diferenciacion in vitro de BM-MSCs a
cardiomiocitos, estandarizando los protocolos de aislamiento, cultivo, diferenciacién
y verificacion asociados [79]; en el afio 2014 al inducir la recelularizacion de un vaso
sanguineo después de la diferenciacibn a linaje endotelial [80]. En ambas
investigaciones los resultados fueron satisfactorios, ademas de la estandarizacion
de protocolos propios, se ha comprobado la diferenciacion de BM-MSCs, dando
paso a nuevas investigaciones locales para tratar enfermedades y recuperar tejidos.

Finalmente en Colombia, en el tema de quimerizacién, la institucion puntera es la
Universidad del Valle como lider de mas de 12 grupos multidisciplinarios que
trabajan en un Macroproyecto de Ingenieria de Tejidos y Medicina Regenerativa.
Estos reportan el primer trasplante de traguea quimerizada en el 2009 a una
paciente con cancer de traquea, la cual ya no presenta inmunosupresion y reporta
un buen estado de salud; adicional a este, han realizado 2 trasplantes mas, en el
afo 2010 y 2012 respectivamente, y multiples ensayos realizados en animales,
convirtiendo a Cali en lider de esta técnica en Colombia y Latinoameérica [16] [81].
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5. METODOLOGIA
5.1 DISPOSITIVO DE RECIRCULACION

El cultivo de las células en contacto con el uréter para propiciar la quimerizacion, se
realizd con un dispositivo de recirculacion que se disefié a partir de un sistema de
Langendorff, fabricado en el marco del desarrollo de este proyecto. El receptaculo
para el uréter fue un vaso de precipitado con doble fondo de 250mL, al cual
previamente se le adaptd una entrada de fluido, y una salida por drenaje
gravitacional, configurandose como modulo principal. Para generar una
recirculacion constante se us6 una bomba peristaltica con motor DC, a la cual se le
adapté una manguera de macrogoteo, tanto para la salida como entrada de la
bomba, y por medio de un adaptador del area transversal construido con impresion
3D aditiva en material PLA (Polylatic Acid), a una manguera de 3/8 que se conecté
con la salida del vaso de precipitado. Para realizar los cambios de temperatura se
uso6 un vaso de precipitado con agua a la temperatura deseada, transfiriendo el calor
por conduccién al sumergir la manguera dentro de este.

5.2 EXTRACCION DE MEDULA OSEA

Este proyecto hace parte del proyecto “Investigacion y produccion de tejidos,
organos y biodispositivos para uso en medicina regenerativa”, conjunto entre la
Universidad del Valle y la Universidad Autobnoma de Occidente, que cuenta con el
aval de la Comisién de Etica en Investigacion Animal de la Universidad del Valle.

Se utilizé una rata Wistar macho de 4 semanas de edad. El procedimiento se inicié
con el sacrificio de la rata, mediante inhalacion de isoflurano, posteriormente fue
limpiado con alcohol yodado y enjuagado con suero fisiologico estéril y transferido
a la zona delimitada para la diseccion. La diseccion se realiz6 con incisiones
alrededor de la conexion entre las extremidades posteriores y el tronco, y se
dislocaron las articulaciones que los une para separarlas. Se removid
cuidadosamente mausculo, ligamentos y tendones de la tibia y fémur usando un
bisturi quirdrgico. Una vez estos estuvieron completamente limpios se colocaron en
tubos Falcon® de 15mL y fueron llevados a la cabina de flujo laminar. Todo el
procedimiento desde el sacrificio del animal hasta la puesta en la cabina de flujo
laminar se realizé en menos de 30 minutos para asegurar una mayor viabilidad
celular.

En la cabina los huesos fueron transferidos a una placa de Petri con DMEM
suplementado con 10% FBS y 1% penicilina. Para la recoleccién de la médula 6sea,
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se lavaron internamente los huesos con HBSS, para ello, se cortaron los extremos
de los huesos, por debajo del final de la cavidad medular, usando un costotomo, y
se insertd una aguja con jeringa de 5mL de HBSS por uno de los extremos
descubiertos de cada hueso, la cavidad medular fue lavada repetidamente hasta
que la tonalidad de los huesos se torno palida. El resultado del lavado de la cavidad
medular se recolectd en dos tubos Falcon® de 15mL y se centrifug6é a 2000rpm por
5 minutos, descartando el sobrenadante, y se volvid a centrifugar adicionando
HBSS, para lavar la médula.

5.3 EXTRACCION DE URETER

Se llevé a cabo una cirugia abierta, a partir de una incision en la linea media ventral
abdominal. Se expuso la vejiga por el desplazamiento de las asas intestinales hacia
un costado, cuando se identificd el punto de insercion del uréter en la vejiga, se
diseco el uréter en toda su longitud hasta llegar al hilio renal por donde entra la
arteria renal y sale la vena renal y el uréter, evitando cortar la vascularizacion, y se
trasladé a un tubo Falcon® de 50mL donde se lavé con 25mL de suero salino
fisiolégico externamente.

Internamente el uréter se lavdé con RPMI suplementado, realizando inyecciones del
medio con jeringa de 5mL, eliminando todos los posibles desechos, y se traslado al
dispositivo de recirculacion, dejandolo suspendido por medio de una jeringa
insertada axialmente. Se agregaron 150mL de RPMI suplementado cubriendo el
uréter, y el flujo de la bomba se ajusto a 0.9L/h, manteniéndolo a una temperatura
entre 4°C y 7°C, durante 1 hora.

5.4 MARCAJE CELULAR

Antes de hacer el procedimiento de quimerizacion, se realizé la tincién de todo el
lavado de la cavidad medular con DAPI Nucleic Acid Stain, el cual es un colorante
gue se intercala con el ADN celular, con una absorcion maxima a una longitud de
onda de 358nm, y su maximo de emisién a 461nm. Para esto cada tubo con el
lavado de la médula ésea se incubd con 1mL de la solucién DAPI + DMEM (1:10)
por 10 minutos a 37°C y luego se centrifugd por 10 minutos a 1200 rpm. Después
se retiré el sobrenadante de la solucion de DAPI + DMEM vy se realizdé un lavado
con HBSS centrifugando por 10 minutos a 1200 rpm para eliminar los restos del
colorante, y finalmente el pellet celular se resuspendi6 en 25mL de DMEM
suplementado con 10% FBS y 1% penicilina. Debido a su condicion de emisor
fluorescente, fue necesario mantenerse siempre en ausencia de luz.
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5.5 CULTIVO DE CELULAS EN URETER

Se retird el medio presente en el dispositivo de recirculacion y se reemplaz6 por
medio de cultivo DMEM suplementado con 10% FBS y 1% penicilina y la
temperatura se elevdo a 30°C. La médula 6sea ya marcada se adicioné en el
dispositivo de recirculacion, y se mantuvo durante 3 horas en oscuridad, controlando
que la temperatura se mantuviera entre 30°C y 32°C. Terminado este tiempo, el
uréter se trasladé un tubo de 50mL con 30mL de DMEM suplementado con 10%
FBS y 1% penicilina y se guardé en oscuridad a 4°C, durante 4 dias, por
disponibilidad del microscopio.

5.6 MICROSCOPIA

Se uso un microscopio de fluorescencia Leica DMIL Led para verificar la presencia
de las células en el uréter, para lo cual se traslad6 a una placa de Petri y se
realizaron cortes con una hoja de bisturi quirargico N°20, seccionandolo de tal forma
que el haz de luz lograra penetrar el tejido. En el microscopio se comprobé la
presencia de células propias por medio de un campo claro, y luego la presencia de
las células marcadas de la médula 6sea en campo oscuro, por filtro de luz para
colorante DAPI. Adicionalmente se comparo el tejido con una muestra de uréter de
cerdo, previamente descelularizada con SDS al 2%, y marcada con colorante de
Papanicolau.
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6. RESULTADOS

Al extraer la médula 6sea se realizaron los lavados solamente a las tibias y fémures
(fig. 9) ya que las extremidades posteriores son mas desarrolladas que las
anteriores; se extrajeron aproximadamente 14mL entre la médula y el HBSS. Se
centrifugd para eliminar la solucion manteniendo la médula lo mas concentrada
posible para realizar el marcaje.

Fig 9. Tibia y fémur de ambas extremidades posteriores, después del drenaje de
médula ésea.

Durante la cirugia para extraccion de uréter no se tuvo indicios de la existencia del
uréter derecho, pues en la vejiga solo era visible un conducto, al igual que en el hilio
renal derecho donde no se vio el conducto, por tanto solo se extrajo el uréter
izquierdo, con un largo de aproximadamente 20mm y un didmetro aproximado a
0.8mm. Durante el lavado con RPMI el uréter se torné a un color palido como
indicador de la no presencia de restos no deseado (fig. 10). Ya en el dispositivo de
recirculacion, el uréter permanecio durante 1 hora a temperatura cercana a los 4°C
en busca de la conservacion de los componentes celulares.
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Fig 10. Mantenimiento del érgano. A) dispositivo de recirculacion con un flujo de
0.91/h a 4°c. B) uréter diseccionado sujeto por jeringa estéril.

Desde el marcaje de la médula ésea con el colorante fluorescente se mantuvo tanto
el dispositivo, como los materiales de transporte cubiertos con papel aluminio para
evitar la luz directa sobre el colorante (fig. 12) lo que disminuiria la respuesta de
fluorescencia del DAPI dificultando la visualizacion de las células en el microscopio
de fluorescencia. Previo a la adicion de la médula 6ésea marcada, ya con DMEM
suplementado y a 32°C, no se evidencié a simple vista, ninguna variacion en el
aspecto del uréter (fig.11).

N

Fig 11. Registro del 6rgano previo proceso de quimerizacion. a) Aspecto fisico del
uréter antes de adicionar la médula 6sea. b) Uréter en dispositivo de recirculacion
a 32°C, justo antes del inicio de la quimerizacion
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Figura 12. Dispositivo de recirculacion. a) Vista del dispositivo funcionando
durante la quimerizacion, totalmente cubierto para evitar la luz directa. b) Vista del
dispositivo funcionando. Nota: Ambas fotografias fueron tomadas después de
extraer el uréter del dispositivo, por lo cual no se afect6 la proteccion de luz
directa.

El uréter se observo inicialmente por microscopia de luz para verificar la presencia
de células (fig. 13.a) y posteriormente la misma seccion del tejido se observd con
microscopia de fluorescencia con el filtro especifico para el colorante DAPI (Fig.
13.b). ElI DAPI es un colorante que se intercala con el ADN en el nucleo de las
células, lo que permitié evidenciar en el tejido la presencia de células provenientes
de la médula Gsea.

Como control que contrasta la diferencia entre un uréter normal y un uréter sin
células, se observé con microscopia de luz un uréter de cerdo, que para la
investigacion tienen anatomia muy similar, previamente descelularizado, tefiido con
colorante de Papanicolau (fig. 14). A las muestras de uréter de rata no se les realiz6
la misma coloracién pues el proceso para lograrla alteraria la tincion fluorescente
por DAPI.
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Fig 13. Uréter quimerizado x20. a) Microscopia en campo claro, muestra la

presencia de células. b) Microscopia de fluorescencia, focos de emisién
fluorescente de colorante DAPI
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Fig 14 Uréter de cerdo descelularizado con colorante de Papanicolau. a) Uréter de
cerdo en microscopio biologico x4. b) Uréter de cerdo en microscopio biolégico
x10
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7. CONCLUSIONES

A partir de la investigacion se logré establecer una metodologia inicial para la
quimerizacion de 6rganos en animales pequefios, ademas de probar el dispositivo
de recirculacion acondicionado para tal fin. No se detecté ninguna diferencia
apreciable visualmente en el uréter durante el proceso de quimerizacion, cabe
resaltar que al no tener el compromiso de un posterior implante, no se realizé una
perfusion ni se hizo un seguimiento al comportamiento quimico de las células.

Los resultados de la quimerizacién con médula ésea permitieron confirmar que es
posible la adherencia in vitro de células madre a un érgano mediante un
procedimiento que no implique primero descelularizarlo, sino que por el contrario
permita encontrar tanto las células de la médula 6sea como las propias del tejido,
en el mismo. Ademas permite establecer que de hacerse un procedimiento de
implantacion del 6rgano, podrian obtenerse resultados similares en cuanto a
aceptacion del 6rgano, como han reportado otras instituciones. Sin embargo se
debe realizar una fase posterior para determinar si la sola presencia de estas células
en el tejido genera la compatibilidad o influyen otros factores de la médula 6sea.

Los resultados obtenidos son muy importantes dado la viabilidad del procedimiento
y su impacto social al mejorar los resultados de trasplantes, disminuyendo los costos
relacionados a la inmunosupresion, ademas de abrir la puerta a nuevas
investigaciones en el campo como el uso de 6rganos de reemplazo en humano.
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8. RECOMENDACIONES

Se recomienda seguir la metodologia planteada para el proceso de quimerizaciéon
en investigaciones con estructuras de anatomia similar a la del uréter, pues se pudo
observar la conservacion de la estructura, y promete resultados en un corto tiempo.
Respecto a estructuras mas complejas, no se podrian extrapolar los resultados
obtenidos, por lo que podrian ser necesarios unos procedimientos distintos para
cada tipo de o6rgano.

Se sugiere realizar ensayos posteriores en busca de optimizar la técnica empleada,
tales como, la caracterizacion de factores presentes en la meédula Osea,
determinando cada uno de los efectos que se producen en el érgano, asi como
establecer las variables 6ptimas de trabajo del dispositivo de recirculacion, en
términos de flujo, cantidad de médula 6sea frente al volumen del érgano, el tiempo
necesario para alcanzar un resultado aceptable, etc.

En futuros proyectos se sugiere realizar los procedimientos en condiciones de
esterilidad completa, para no comprometer los resultados con posible
contaminacion sobre todo si el tejido va a ser implantado en un animal experimental;
realizar un conteo de células obtenidas de la médula Osea; realizar cortes
histol6gicos usando un micrétomo que garantice cortes precisos; realizar un
seguimiento de este comportamiento de ambas fuente de células en el tiempo;
comparar el resultado frente al obtenido mediante la recelularizacion (ya que se
considera como una técnica estandar), y su comportamiento al estrés fisico propio
de los movimientos peristalticos, para determinar el comportamiento mecanico del
uréter quimerizado.

Finalmente se sugiere evaluar la pertinencia y viabilidad de trabajar con otras
fuentes de obtencibn de MSC como las derivadas del tejido adiposo, las cuales
prometen buenos resultados en otras areas de investigacion, aunque se desconoce
si las propiedades de estas son similares en cuanto a inmunoregulacion, también
tener en consideracion las células madre derivadas de orina (USC) por tratarse
exclusivamente de un desecho que podria ser aprovechado.
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