UNIVERSIDAD DE GRANADA
FACULTAD DE MEDICINA
DEPARTAMENTO DE HISTOLOGIA

TESIS DOCTORAL

MODELO DE MUCOSA VESICAL
HUMANA DESARROLLADO
MEDIANTE INGENIERIA TISULAR

Francisco Valle Diaz de la Guardia
Granada, 2011



Editor: Editorial de la Universidad de Granada
Autor: Francisco Valle Diaz de la Guardia
D.L.: GR 3146-2011

ISBN: 978-84-694-4463-4






UNIVERSIDAD DE GRANADA
FACULTAD DE MEDICINA

Departamento de Histologia
Grupo de Investigacion de Ingenieria Tisular CTS — 115

“MODELO DE MUCOSA VESICAL HUMANA
DESARROLLADO MEDIANTE INGENIERIA
TISULAR”

Esta Tesis Doctoral ha sido realizada en los laboratorios del Grupo de
Ingenieria Tisular del Departamento de Histologia de la Universidad de
Granada y financiada por el Proyecto de Investigacion FIS PI07-331 del
Fondo de Investigacion Sanitaria del Instituto de Salud Carlos lll.

Granada, 2011






“MODELO DE MUCOSA VESICAL HUMANA
DESARROLLADO MEDIANTE INGENIERIA TISULAR”

Memoria que presenta el Licenciado en Medicina y Cirugia
Francisco Valle Diaz de la Guardia

para aspirar al titulo de Doctor

Fdo.: Francisco Valle Diaz de la Guardia

V°BC El Director de Tesis V°B° El Director de Tesis
Fdo.: Dr. Antonio Campos Muioz Fdo.: Dr. Armando Zuluaga Gomez
Doctor en Medicina y Cirugia Doctor en Medicina y Cirugia
Universidad de Granada Universidad de Granada

V°B° E| Director de Tesis

Fdo.: Dr. Pascual Vicente Crespo Ferrer
Doctor en Medicina y Cirugia
Universidad de Granada

Departamento de Histologia
Universidad de Granada
2011






Agradecimientos

Todo trabajo de investigacion requiere ademas de un investigador principal a
un equipo de personas que colaboren y ayuden a conseguir los objetivos
propuestos. Su presencia ha sido ain mas importante en un trabajo como éste
en el que una persona con una formacion muy basica en las técnicas de
laboratorio ha necesitado que otras sean sus manos y sus 0jos a la hora de

realizar e interpretar correctamente el proceso de investigacion.

Por eso me gustaria comenzar mis agradecimientos refiriéndome a mis
directores de tesis por su acompafiamiento durante todo este trabajo, por su

insistencia y dedicacion para que saliera adelante con optimismo y esfuerzo.

Al Servicio de Urologia del Hospital Clinico San Cecilio de Granada, por su
apoyo y ayuda a la hora de tomar las muestras a la vez que me iniciaban en la
cirugia urolégica, especialmente a los doctores Camara y Lopez-Carmona que
tanto me han acompafado en el quiréfano y al Dr. Arrabal por aficionarme a la

investigacion.

También a todos los médicos residentes del Servicio: Antonio, Victor, Miguel

Angel, Sergio y Clara; por su amistad y apoyo en la recoleccion de muestras.

Al Departamento de Histologia de la Universidad de Granada, especialmente a
Miguel Alaminos y a Ingrid Garzén, alma y colaboradora de este estudio sin
cuyo trabajo y tiempo no habria sido posible la realizacion de esta tesis.
También a Renato y a Miguel, que han cuidado de mis cultivos en los dias que

me ausentaba.

A Susana, por ser mi compafiera y amiga en los momentos de flaqueza.

Gracias por ayudarme con tu apoyo a aprender a valorar mi trabajo y esfuerzo.



A mi padre, mi orgullo, ahora puedo valorar con toda su importancia el nivel
profesional y cientifico que con afios de trabajo ha alcanzado. Gracias por estar

siempre a mi lado en todos los aspectos de mi vida.

A mi madre. A quien lo debo todo por llevarme de la mano desde mis primeros
deberes escolares hasta esta meta. Gracias por inculcarme tu espiritu

universitario, tu estimulo y tu fuerza.

A mi hermana por su alegria y carifio.

A Antonio, un paciente estudiante de biologia, cistectomizado, y que durante su
enfermedad me preguntd en varias ocasiones por mi tesis comprendiendo la
lentitud de la ciencia pero reflejando en sus ojos lo ilusionante de nuestro

trabajo.

A mi hijo Paco, lo mejor que me ha pasado en la vida. Que tu perfecta sonrisa
me siga iluminando cada dia. Me gusta pensar que con este trabajo he
ayudado a mejorar un poquito el tratamiento futuro de problemillas como el

tuyo.



“A mi hijo Paco”






indice

R o o (3o o o T o 19
1.1. Historia y desarrollo de la Ingenieria Tisular. Conceptos.............c......... 23
1.1.1. Breve introduccion histoérica a la Ingenieria Tisular................... 23
1.1.2. Concepto de Ingenieria Tisular.............cccooeiiiiiiiiiiiii e, 27

1.1.3. Componentes béasicos de los tejidos artificiales construidos

mediante Ingenieria TiSular............oooiiiiii e 28
Q) CAIUIAS. ..., 29
b) Matrices extracelulares..............cccooiiiiiiiiiiiii 30

c) Sistema de sefalizacion: agentes farmacoldgicos vy

caracteristicas genetiCas. ... ...o.vuveiiiiieii e 31
1.2. Histologia del aparato Urinario.............ccouiiiiiiiiiiiieeeeee e, 32
1.2.1. Urotelio. Epitelio de transicion..............ccoooiiiiiiiiiiiiiiinen, 33

1.2.2. Proteinas de filamento intermedio (citoqueratinas) en el urotelio.36

12,3, COMON. e 37
1.2.4. Organos del aparato urinario recubiertos por urotelio................ 38
a) Célices, pelvisrenal y Uréter...........cocoviiiiiiiiiiiiiaaa, 38
D) VEjiga. .. .o 38
c) Estructurade lauretra.............cooooiiiiiiiiiii e 40

1.3. Patologia de la via urinaria en la que se hace necesaria la sustitucion de

tejido. Técnicas empleadas hasta la actualidad.....................c.oooiiiinnne. 41
IR T80 I U1 (T (= 42

IO TV 1o - 45

a) Patologia vesical en uropediatria...............ccoeeiiiiiiiinnnnn, 45

b) Patologia vesical en el adulto....................ocooil. 47

G TR T U (= 1 - T 50

a) Patologia congénita............coviiiiiiiii i 50



b) Patologia uretral en el adulto....................oiiiiiiiiiinn. . 52

1.4. Ingenieria Tisular aplicada a la Urologia...............cccooiiiiiiiiii i, 54

o)L= (= PP 56

D) Ve Iga. . 56

(03 1 1] 1 - U 59
2. OBJBLIVOS. ...ttt e 61
2.1. ObjJetivo geNEral...... ..o 63
2.2. Objetivos @SPECITICOS. .. .. 63
3. Material Y MEtOdOS. ... ..oviii i 65
3.1. Obtencién de muestras de origen humano utilizadas en este estudio...... 67
3.2. Cultivos primarios de células epiteliales.............ccoooiiiiiiiiiiiii, 69
3.3. Cultivos primarios de células estromales.............cooiiiiiiiiiiiiiieenn. 71

3.4. Subcultivo de las células procedentes de cultivos primarios de mucosa

VoL (or: | 73

3.5. Desarrollo de sustitutos del corion de la mucosa: formacion del estroma
ANTIICIAL . . oo 74

3.6. Obtencion de constructos de mucosa vesical artificial.............cooovvve ... 76

3.7.Evaluacion microscopica de la mucosa vesical artificial......................... 78



3.7.1 MIiCroSCOPIA OPLICA. .. .ueueeeie et e 78

3.7.2. Microscopia electrénica de transmision................cooevvveienenn.. 78
3.7.3. InmuNONiStOqQUIMICA.........ciniie e 80
A, RESUIAUOS. ... 83

4.1. Cultivos primarios de células procedentes de la mucosa del aparato

UFTNATIO . - o e e ettt ettt e e e e e e 85
4.1.1. Cultivo de células epiteliales. ...........coooiiiiiiiie 85
4.1.2. Cultivo de fibroblastos. .....oooee e 88
4.2. Formacion de estroma tridimensional........c.c.oooeeiie oo, 91

4.3. Desarrollo del modelo de mucosa vesical humana de espesor completo

obtenido mediante Ingenieria Tisular.............ccooiiiiiiiiiiii e 92

4.4. Evaluacién por microscopia Optica de las muestras control y de los
sustitutos de mucosa vesical desarrollados por Ingenieria

4.4.1. Cortes de control de muestras fijadas para microscopia electrénica

de transmision (cortes semifin0S)..........covuvieiiii i 96

4.5. Evaluacibn mediante microscopia electronica de transmision de los

sustitutos de mucosa vesical desarrollados por Ingenieria Tisular................. 98
4.5.1. Epitelio de transicion artificial.................cooiii 98
4.5.2. Sistemas de unidén de membrana en el urotelio artificial........... 100
4.5.3. FIbroblastos. ..o 103

4.5.4. Estructura microscopica del gel de fibrina-agarosa................. 106



4.6. Evaluacion del perfil de expresion de citoqueratinas en sustitutos de
mucosa vesical desarrollados por Ingenieria Tisular.............cccooiiiiiiiinn... 107
4.6.1. Pancitoqueratina (complejo de citoqueratinas 1, 5, 6, 8, 10,

1< 107
4.6.2. CIOQUETALING 7 .. .ottt e eeas 109
4.6.3. CItOqUEratina 8..... ..o 109
4.6.4. CitogqueratiNna 4........ovineie i 112
4.6.5. Citogqueratina 13.......coiiiiii i 112
4.6.6. INVOIUCTING. ...t 115
A.6.7. FIlAGINA. ..t 115
ST I o 1 (o ) o 121
6. CONCIUSIONES. ... ettt e e eans 139

7. Bibliografia. ... ..o 143



indice de figuras:

Figura 1. Milagro de San Cosme y San Damian.

Figura 2. Tipos de epitelios.

Figura 3. Esquema de la estructura y localizacion de las proteinas de filamento
intermedio (citoqueratinas).

Figura 4. Esquema de patologias del aparato urinario.

Figura 5. Sustitucion ureteral mediante ileon.

Figura 6. Técnica de ampliacion vesical utilizando una porcion de sigma.
Figura 7. Estadiaje del cancer de vejiga. El estadio Il indica la cistectomia.
Figura 8. Técnicas de sustitucion vesical: reservorio de colon y asa de Bricker.
Figura 9. Correccion de hipospadias utilizando piel prepucial.

Figura 10. Toma de muestra de mucosa vesical. Imagen control de urotelio.
Figura 11. Esquema representativo del proceso de obtencion, transporte y
procesamiento de las muestras de mucosa vesical humana. Los valores |, Il 'y
[l corresponden a 15, 30 y 45 minutos de tripsinizacion respectivamente.
Figura 12. Esquema de cultivo del sustituto estromal. Medios de cultivo
utilizados en cada paso: primero para el estroma y posteriormente al sembrar el
epitelio.

Figura 13. Esquema del proceso de elaboracion de mucosa artificial.

Figura 14. Resultados de inmunohistoquimica de las distintas citoqueratinas
en la muestra control y las obtenidas artificialmente.

Figura 15. Esquema de resultados en la expresion de citoqueratinas

comparando muestra control y mucosa vesical artificial.






Tablas:

Tabla 1. Principales fechas y autores en la historia de la Ingenieria Tisular.
Tabla 2. Anticuerpos primarios usados en este trabajo y la dilucidn
correspondiente para los ensayos de inmunofluorescencia. Laboratorio

comercial y referencia para cada anticuerpo.

Imagenes:

Imagen 1. Malformacién congénita. Ureterocele izquierdo.

Imagen 2. Tumor urotelial en la union ureteropiélica.

Imagen 3. Vejiga neurdgena de alta presion con reflujo bilateral.

Imagen 4. Estenosis de uretra posterior.

Imagen 5. Reflujo vésicoureteral izquierdo.

Imagen 6. Mucosa bucal obtenida mediante IT y tubulizada para sustituir
uretra. (Bhargava et al., 2004).

Imagen 7. Células epiteliales de aparato urinario.

Imagen 8. Acumulos de células uroteliales con prolongaciones.

Imagen 9. Crecimiento epitelial confluente.

Imagen 10. Cultivo de fibroblastos a las 24 horas.

Imagen 11. Cultivo de fibroblastos 5° dia.

Imagen 12. Cultivo de fibroblastos. 7° dia. Confluencia.

Imagen 13. Formacién de estroma vesical en gel de agarosa y fibrina.

Imagen 14. Control de mucosa vesical.

Imagen 15. Monocapa de células uroteliales sobre estroma de mucosa vesical
obtenidas mediante IT.

Imagen 16. Detalle de la continuidad de las células epiteliales cubriendo el
estroma.

Imagen 17. Mucosa vesical obtenida de forma artificial.

Imagenes 18, 19, 20, 21. Microscopio electronico de transmision (MET): cortes
semifinos de mucosa vesical artificial.

Imagenes 22, 23, 24. MET: epitelio de transicion artificial.

Imagenes 25, 26, 27, 28, 29. MET: sistemas de uniéon de membrana.



Iméagenes 30, 31, 32, 33, 34, 35. MET: fibroblastos.

Imagen 36. MET: estructura del gel de fibrina-agarosa.

Imagenes 37, 39, 41, 43, 45, 47, 49. Analisis de inmunofluorescencia para
Pancitoqueratina, CK 7, 8, 4,13, involucrin y filaggrin (respectivamente) en
muestras de vejiga humana control (sefla verde-FITC). La sefal azul
corresponde a los nucleos celulares contratefiidos con DAPI.

Imagenes 38, 40, 42, 44, 46, 48, 50. Analisis de inmunofluorescencia para
Pancitoqueratina, CK 7, 8, 4,13, involucrin y filaggrin (respectivamente) en
muestras de mucosa vesical humana obtenida mediante técnicas de Ingenieria
Tisular (sefia verde-FITC). La sefial azul corresponde a los nucleos celulares

contratenidos con DAPI.



Introduccién

1. Introduccion

19



Modelo de mucosa vesical humana desarrollado mediante Ingenieria Tisular

20



Introduccién

La sustitucién del tejido dafiado o perdido por otro sano es la finalidad de
numerosas técnicas que los médicos y cirujanos han ido perfeccionando a lo
largo de la historia. Sin embargo, la viabilidad y funcionalidad de estos nuevos
tejidos una vez implantados en el ser humano es un factor fundamental para el
éxito de todo el procedimiento y este punto sigue siendo una asignatura
pendiente. La Ingenieria Tisular busca construir tejidos artificiales a partir de los
propios del sujeto o de otro ser humano que se asemejen lo mas posible a los
originales. Para asegurar su buena evolucion posterior es imprescindible
conocer las caracteristicas tanto del tejido original como del medio en el que se

desenvuelve.

Es por esto que la comunicacion entre el clinico y el investigador debe ser
fluida y constante para conocer por una parte las patologias y técnicas en las
que se necesita un determinado tejido con unas caracteristicas (tamafio,
funcién, resistencia, etc.); y por otra el clinico debe conocer las alternativas
actuales en la sustitucion de tejidos de los distintos aparatos corporales para

poder aplicarlas y afiadirlas a su arsenal terapéutico.

En la presente Tesis Doctoral se expondrd primero una introduccion en la que
destacaremos la evolucién e importancia en los dltimos afios de la medicina
regenerativa y la Ingenieria Tisular, las estructuras susceptibles de sustitucion
en el aparato urinario, objeto de interés de esta Tesis Doctoral, y las patologias
que con mayor frecuencia conducen a su pérdida estructural y que requieren
sustitucion. Finalmente resumiremos las aportaciones de la Ingenieria Tisular
en el campo de la Urologia en el momento actual y la importancia de continuar
la investigacion para encontrar un sustituto adecuado para este tejido. Tras la
introduccién enumeraremos los objetivos de esta Tesis Doctoral asi como el
material y los métodos utilizados en el desarrollo de la misma. Después de la
exposicion de los resultados obtenidos y discusion de los mismos se

enumeraran las conclusiones alcanzadas.
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Introduccién

1.1. Historia y desarrollo de la Ingenieria Tisular. Conceptos

En este capitulo desarrollaremos primero esquematicamente la historia de la
medicina regenerativa y en segundo lugar describiremos el concepto de
Ingenieria Tisular. Posteriormente revisaremos las unidades estructurales en

gue se fundamenta.

1.1.1. Breve introduccion histérica a la Ingenieria Tisular

Encontrar un sustituto adecuado para el organismo humano enfermo que
pierde su morfologia o su funcionalidad ha sido una constante en la historia de
la medicina. La posibilidad de reemplazar un 6rgano alterado por otro sano es
uno de los eventos méas sobresalientes del siglo XX.

Existen antecedentes en la antigiedad en los que se confunden ciencia y
religion como el conocido “Milagro de San Cosme y San Damian”, martires
durante la época del emperador romano Diocleciano (284-305 d.C.) a los que
se les atribuye el prodigio de implantar la pierna de un criado muerto a un
presbitero con un tumor en la pierna. Segun la iconografia el donador era de
raza negra, o quiza la necrosis posterior del tejido le dio este color peculiar
(Miranda et al., 1999). Esto no ha evitado que se consideren actualmente los

patrones del trasplante de 6rganos (Figura 1).

En 1901 Alexis Carrel describié las suturas vasculares, punto de partida para la
cirugia del trasplante, pero no es hasta 1954 en Boston cuando el equipo de
Moore realiza el primer trasplante de rifidn exitoso entre dos gemelos; desde
entonces los estudios han evolucionado hasta intentar construir el rifién
bioartificial (Humes et al., 2002).
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A éste siguid el primer trasplante cardiaco en 1967 por C. Barnard y en los
afos 70 el desarrollo de la inmunosupresion permitié su expansion y la mejora

en los resultados.

Figura 1. Milagro de San Cosme y San Damién.

A patrtir de los afios cincuenta es cuando en el contexto de una serie de nuevos
descubrimientos —primer trasplante renal exitoso (Murray et al., 1954), uso de
inmunosupresores, replicacion viral sobre células cultivadas, definicion de las
condiciones para congelar células en nitrégeno liquido, creacién de la linea
celular HelLa, primera de origen humano (Gey et al., 1952), entre muchos
otros— se desarrolla la idea de poder formar un tejido completo desde una

pequefia porcién del mismo.

Se comienza a intuir que la aplicacion de técnicas de laboratorio que permitan
la recoleccion, cultivo y multiplicacion celular para posteriormente reconstruir un
tejido podria permitir adecuarlo a una funcion o poder utilizarlo para la
reparacion del organismo.
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Introduccién

Las primeras investigaciones se realizaron en la piel, uno de los tejidos mas
expuesto a lesiones con pérdida de sustancia asociada (traumatismos,
guemaduras...). Maltoltsy en 1960 toma tejido cutaneo y lo cultiva en distintos
medios para intentar que prolifere. Rheinwald y Green (1975) describen la
técnica para expandir un cultivo de células epiteliales a partir de células de
raton, momento fundamental pues postulan que su descubrimiento puede
aplicarse a otros epitelios del organismo como el urotelio. Posteriormente
comenzaron los injertos de este nuevo tejido en animales (Banks-Schelegel &
Green, 1980).

Esta aproximacion terapéutica se ha extendido a los distintos tejidos y
especialidades médicas (otorrinolaringologia, urologia, traumatologia,
oftalmologia, etc.), comenzando con el cultivo de los propios tejidos, su
expansion y su implante en el paciente: Vacanti y Puelacher cultivan e
implantan condrocitos (Puelacher et al.,, 1994); Mooney aisla osteocitos y
osteoblastos obteniendo un tejido con una trabeculacién ésea normal (Vacanti
et al., 1993); Breuer (1995) crea la primera vélvula cardiaca mediante técnicas

de Ingenieria Tisular con buenos resultados funcionales; entre otros.

Nuevos avances se han ido sucediendo en relacion a la obtencion y cultivo de
las células originarias de los tejidos. Como momentos clave para el desarrollo
de este nuevo campo destacar que a mediados de 1980 Vacanti y Langer
postulan la utilizacién de bases de polimeros para el transporte de las células
cultivadas (Vacanti, 2006) y la creacion en 1985 del Laboratorio de Ingenieria
de Tejidos y Trasplantes del Children’s Hospital de Boston en colaboracién con
el Laboratorio de Polimeros Biodegradables del Instituto Tecnolégico de

Massachussets.
Alli se consolida esta nueva forma de trabajo procediéndose a la formacion de

un primitivo banco de células, -cultivadas sobre polimeros sintéticos

biodegradables, para posteriormente ser implantadas en el organismo.
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En 1994 para favorecer la organizacién de los conocimientos que se iban
produciendo se funda la Tissue Engineering Society (TES) en cuya junta
directiva original se encontraban los doctores Vacanti, Langer o Atala entre
otros; y en el mismo afio se publica el primer nimero de la revista “Tissue
Engineering” para difundir articulos relacionados con este campo (Vacanti y
Mikos, 1995).

Las principales fechas y autores en relacion a la historia de la Ingenieria Tisular

se resumen en la Tabla 1.

1960 Maltoltsy Cultivo de tejido epitelial
Rheinwald y . ) ] L o o
1975 - Expansién de cultivos tisulares. Aplicacién de la técnica a epitelios
reen
Banks- . . . - .
1980 Injerto de cultivos expandidos artificialmente en animales
Schelegel
Vacanti y .
1980 Trasporte celular sobre bases de polimeros
Langer

) Recoleccion de células uroteliales, mejoran los medios de cultivo y
Reznikoff y i o
1983 S logran obtener monocapas de células uroepiteliales que pueden

chmi

mantener y subcultivar

Creacion del laboratorio de Ingenieria de tejidos y trasplantes del

1985
Children’s Hospital de Boston
Uso de polimeros biodegradables como vehiculo para la creacion de
1992 Atala ) } i .
estructuras uroteliales a partir de células aisladas
1994 Se funda la Tissue Engineering Society

Tabla 1. Principales fechas y autores en la historia de la Ingenieria Tisular.
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Introduccién

1.1.2. Concepto de Ingenieria Tisular

El término “Tissue Engineering” (Ingenieria Tisular) se gestdé en 1987 durante
una reunion de la Fundacién Nacional de Ciencias. Esta nueva ciencia se
asienta sobre conocimientos de biologia, histologia, genética, medicina y por

supuesto de la ingenieria clasica, asi como de la quimica o la fisica.

Las técnicas reconstructivas habituales hasta el desarrollo de la Ingenieria
Tisular (trasplantes, uso de tejido autélogo y colocacion de materiales
artificiales) estaban limitadas por el nimero de donantes y por la cantidad de
tejido que se podia obtener del propio sujeto para la reparacién del tejido
dafiado o perdido. Ademas la posibilidad del rechazo obligaba a tratamientos
meédicos agresivos. El uso de células del propio individuo, multiplicadas y
organizadas como el tejido original gracias a la Ingenieria Tisular, presenta la
ventaja de evitar la terapia inmunosupresora y aumentar la cantidad de tejido
gue se puede obtener y restaurar (Kim et al., 2002; Atala & Lanza, 2002).

La Ingenieria Tisular se basa en los principios del trasplante de células y de la
ciencia de los materiales o ingenieria para el desarrollo de sustitutos biolégicos
que puedan mantener la estructura y funcién normal. En otras ocasiones se
usan también matrices acelulares que emplean la capacidad natural de
regeneracion del cuerpo para orientar o dirigir el nuevo crecimiento tisular
(Ikada, 2006).

Se define como el area cientifica interdisciplinaria que aplica los principios de la
biologia y la ingenieria celular cuyo fundamento esencial es el uso de células
vivas y la manipulacion del entorno extracelular, para la creacion o desarrollo
de sustitutos biolégicos que restauren mantengan o mejoren la funcién de
organos o tejidos dafiados tras su implantacion en el cuerpo.

Skalak y Fox (1988) recogen esta definicibn en la que destacan su

multidisciplinariedad. Otras definiciones posteriores se centran en su nueva

27



Modelo de mucosa vesical humana desarrollado mediante Ingenieria Tisular

metodologia: “Conjunto de métodos que tienen como objetivo la elaboracion y
la reconstruccion funcional de tejidos biologicos a partir de sus elementos

celulares y extracelulares” (Langer & Vacanti, 1999).

La Ingenieria Tisular tendrd por tanto dos aplicaciones fundamentales en dos
campos basicos de la ciencia. En la farmacia-cosmética va a permitir mimetizar
y ensayar con farmacos, sustancias y materiales protésicos sobre un sustrato
idéntico al vivo (Pariente et al., 1998; Pariente et al., 2000), y aplicada a la
medicina buscara la reparacion del tejido, su trasplante completo o la

sustituciéon funcional.

Sus meétodos se han incorporado progresivamente a las distintas
especialidades dando respuestas y nuevas alternativas a patologias que antes
tenian soluciones parciales. En la actualidad sigue principios industriales de
productividad en algunos campos en los que es utilizado con frecuencia como

en la dermatologia. (Mansbridge, 2006).

A continuacion describiré los componentes basicos de los tejidos artificiales

construidos mediante Ingenieria Tisular.

1.1.3. Componentes basicos de los tejidos artificiales

construidos mediante Ingenieria Tisular

La formacion de tejido artificial se basa primero en la obtencion de células
potencialmente precursoras de tejido y segundo en crear una estructura con
unas caracteristicas determinadas (porosidad, degradabilidad, forma
tridimensional) sobre la cual puedan cultivarse adecuadamente. Para
conseguirlo debemos lograr ademas un ambiente favorable rico en nutrientes y

factores de crecimiento.
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Podemos asi definir tres componentes fundamentales en cada tejido

bioartificial: células, matrices extracelulares y sistemas de sefalizacion.

a) Células

La proliferacion de un tipo especifico de células sobre un material de sostén es
el primer paso que requiere la restauracion de un tejido. El origen de estas
células iniciales puede ser una biopsia autéloga 6rgano-especifica cuando su
procedencia es del propio sujeto y del tejido que se va a regenerar, 0 se

pueden obtener a partir de las stem cells (células madre).

Se denominan células madre aquellas células que poseen la capacidad tedrica
de autorenovarse sin limite, un caracter indiferenciado y que son capaces de

originar células hijas destinadas a la diferenciacion terminal. (Campos, 2004).

En un principio se limitaban estas propiedades a las células totipontentes del
embrion, aquellas capaces de originar un ser completo, y se afirmaba que una
célula madre de una linea determinada, por ejemplo hematopoyética, sélo
podia originar células de su misma estirpe. Distintos estudios han demostrado
que células primarias adultas pueden originar células de otros tejidos, por
ejemplo de células madre neuronales se pueden obtener células musculares
(Rietze et al., 2001).

Ademas de estas células madre existen otras denominadas células
progenitoras. Son células madre con cierto grado de diferenciacion pero que
todavia son multipotentes, es decir, pueden dar origen a precursores de una
sola de las tres capas embrionarias (Rodriguez-Pardo, 2005).

En otras ocasiones células de un 6rgano mantienen capacidad de proliferacion
y de una pequefia muestra o bien de células aisladas se pueden obtener un

gran namero de células de la misma estirpe.
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Asi el primer paso para la restauracion de un tejido mediante Ingenieria Tisular
es identificar el tipo de células precursoras mas adecuado para diferenciarse en
el tejido que queremos sustituir y posteriormente aplicarle los estimulos

necesarios para que se diferencie y prolifere en la linea deseada.

b) Matrices extracelulares

Los tejidos humanos estdn compuestos, en su mayoria, por células y tejido
extracelular. La Ingenieria Tisular se basa en el mismo principio y por eso se
ayuda de una serie de elementos sobre los cuales puedan crecer y

desarrollarse las células.

Estos biomateriales buscan no sélo dar soporte fisico sino también un ambiente
agradable donde las células puedan nutrirse y dividirse con facilidad para la
correcta formacion tisular. Se basan en los conceptos de biocompatibilidad en
cuanto a su grado de tolerancia por parte de la materia viva y biointegracion por
su habilidad para originar una respuesta bioldgica apropiada para una

aplicacion especifica (Atala & Lanza, 2002).

Se han utilizado materiales naturales y sintéticos presentando todos unas
caracteristicas comunes: no toxicidad, esterilidad, estabilidad mecéanica o
posibilidad de manipulacién quirdrgica. Y otras especificas como la porosidad,
amplia superficie, resistencia o biodegradabilidad, segun los casos, y estructura

tridimensional.

Como materiales de origen natural se han utilizado principalmente el colageno,
los glicosaminoglicanos, los alginatos y otros polipéptidos. Todos manipulados
y sintetizados en el laboratorio hasta niveles microscopicos incluso mediante

nanotecnologia (Wilkinson, 2004) para adecuar sus caracteristicas. Sus
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principales ventajas son su baja toxicidad y su biodegradabilidad, su desventaja

el tener una menor resistencia.

Dentro de los materiales sintéticos destacan los polimeros y los vidrios
bioactivos. Los mas utilizados son los poliésteres como el acido poliglicélico o
el &cido polilactico. La estructura de estos andamiajes varia segun el tipo de
tejido que se va a regenerar, cambiando el tamafio de los poros o su forma
tridimensional, esta conformacion espacial es actualmente el mayor desafio
para los investigadores (Hilt & Byrne, 2004). En general son més faciles de

obtener y manipular pero presentan un menor grado de biointegracion.

c) Sistemas de sefializacion: agentes farmacoldgicos y caracteristicas

genéticas

El ciclo y la fisiologia celular vienen marcados por dos estimulos, uno interno,
su contenido genético y otro externo, las sefiales moleculares. Respeto a la
manipulacion de las sefiales internas podemos decir que la terapia génica
sobre los cultivos celulares sera una realidad en el futuro sobretodo en relacion
a la seleccién celular, la diferenciacion hacia un tipo celular u otro y la

proliferacion controlada (Aggarwal et al., 2010).

Las células por otra parte reciben estimulos exteriores en forma de sustancias
guimicas que modifican su comportamiento influyendo en su nutricion, actividad
secretora, diferenciacion, maduracion, proliferacion o muerte por apoptosis
(Martin et al., 2004).

Los factores de crecimiento son las principales sustancias aplicadas

actualmente, se utilizan como complementos del medio de cultivo. Colaboran

en la proliferacion, migracion y diferenciacion de los tejidos in vitro. También se

31



Modelo de mucosa vesical humana desarrollado mediante Ingenieria Tisular

utilizan los ligandos o fragmentos peptidicos cortos incorporados al biomaterial
para favorecer los procesos de adhesion celular.

Otro tipo de sefiales quimicas son los factores de crecimiento vascular
fundamentales para la formacion de vasos que permitan la introduccién de
nutrientes y la eliminacion de los residuos celulares sobretodo una vez el tejido
alcanza cierto volumen. A nivel experimental se estan utilizando factores de
creciemiento angiogénico recombinantes (VEGF, FGF) con dominios
moleculares especificos para mejorar la vascularizacion de implantes o injertos

0seos (Guerado et al., 2003).

1.2. Histologia del aparato urinario

Conocer en profundidad las caracteristicas de los tejidos que vamos a cultivar
artificialmente es el primer paso en el desarrollo de la Ingenieria Tisular. Estos
estudios deben abarcar desde su aspecto macroscépico, valorando su forma o
tamafio original, hasta sus caracteristicas a nivel molecular, receptores de

membrana, conformacion citoplasmatica, incluso su base genética.

En este apartado vamos a analizar los tejidos del aparato urinario que van a
estar implicados en nuestro posterior trabajo de investigacion, centrdndonos
principalmente en el urotelio, en el corion y en los 6rganos revestidos por

ambas estructuras.
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1.2.1. Urotelio. Epitelio de transicién

El sistema colector urinario comprende los calices renales, la pelvis renal, el
uréter, la vejiga urinaria y la uretra. Excepto la parte distal de la uretra, todos
los componentes de este sistema estan cubiertos por un epitelio adaptado que
puede soportar el contacto permanente con la orina. Este epitelio se denomina

epitelio de transicion.

Dentro de los tipos de epitelio encontramos el epitelio simple, una Unica fila de
células, pseudoestratificado, en el que todas las células contactan con la
membrana basal, y estratificado cuando presenta varias capas. Epitelio
escamoso de transicion es aquel cuya capa mas superficial esta formada por
células globulosas que cambian de forma segun la situacion del 6rgano cuya
luz recubren: alargadas en la distension y redondeadas en la relajacion (Figura
2).

SIMPLE ESTRATIFICADO

===l
E 2oy
ele/o e sl

[lsje]olelNolalel

Cilindrico seudoestratificado

De transicion

(o))

Cilindrico

Figura 2. Tipos de epitelios. (Disponible en

http://sites.google.com/site/beastpp/embriologia)
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Este epitelio fue llamado asi porque se pensaba que era una transicion entre
epitelio plano estratificado y epitelio cilindrico. Reviste exclusivamente las vias

urinarias por lo que a menudo se denomina urotelio.

Estd compuesto de varias capas de células. Las células basales son las
localizadas en la capa inferior, por encima de éstas se encuentran las células
poliédricas, y las mas superficiales son cubicas con un extremo apical convexo.
Las células basales tienen forma cuboidal, las intermedias poligonales y las
superficiales son tubulares, alargadas o columnares. En ocasiones cubren la
capa anterior y protuyen en la luz del érgano. Cada una cubre varias células

intermedias (Geneser, 1990).

El urotelio presenta distintas formas a lo largo del aparato urinario, asi en lo
calices renales tiene entre 2 y 3 capas mientras que a nivel de uréter o vejiga

presenta 5 o 6.

La configuracion del urotelio ha sido motivo de controversia entre los
investigadores pues algunos autores consideran al epitelio de transicion como
pseudoestratificado. Esto se debe a que aparentemente todas las células se
anclan en la membrana basal pudiéndose considerar un epitelio

pseudoestratificado multicapa.

Las células superficiales contienen numerosos lisosomas, sobretodo en la
region supranuclear de la célula y presentan de forma caracteristica nucleos
polipoides si bien algunas son binucleadas. La zona apical del citoplasma es la
zona en contacto con la orina y se caracteriza por contener una red densa de
microfilamentos de actina. El citoplasma contiene ademas muchas otras
vesiculas que cuando el uréter o la vejiga urinaria se amplian presionan en la

region apical de la célula.
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Las células de la capa intermedia tienen formas irregulares y estan separadas
por anchos espacios intercelulares, pueden también contener lisosomas.

Algunas tienen dos nucleos. El urotelio contiene también abundantes linfocitos.

La caracteristica propia del urotelio es su capacidad para acomodarse a la
tension que se produce dentro de los O6rganos que sufren variaciones de
volumen. En estado de contraccion se distinguen muchas capas celulares.
Ante la distension el epitelio de transicion aparece como epitelio escamoso de
varias capas, se alargan las células superficiales y conforme aumenta su

contenido las células de las capas mas profundas también se aplanan.

Otra caracteristica tipica del epitelio que recubre la vejiga urinaria es constituir
una barrera eficaz entre la orina y el tejido conectivo subyacente, fundamental
para evitar el paso de sustancias téxicas hacia el organismo. Las células
luminales del urotelio o células paraguas se alinean en la superficie y cumplen
esta funcion. Tienen una membrana plasmatica especializada en su zona
apical que tiene el doble de densidad que el otro polo. Esta asimetria es propia
del urotelio y se debe a la conformacion de tres proteinas integradas en la
membrana, las uroplaquinas, con forma hexagonal (Truschel et al.,1999;
Riedela et al., 2005).

Estas proteinas son abundantes en la membrana de las células superficiales y
también aparecen en vesiculas citoplasmaticas. Se cree que estas reservas
tendrian un papel fundamental en la adaptacién de la superficie vesical

aumentando su presencia en la membrana con los cambios de volumen.

La funciébn de barrera ademas seria el resultado de varios complejos de
adhesion intercelular especializados de alta resistencia que impiden el flujo de
iones hacia las células superficiales. Ademas las células superficiales
presentan gran cantidad de glicosaminoglicanos en la zona apical que
previenen la adherencia bacteriana al epitelio. Existen canales de sodio que
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junto con otros sistemas de transporte regulan el flujo i6bnico y mantienen el

gradiente osmatico entre la orina y el organismo (Veranic et al., 2004).

En nuestro trabajo nos referiremos con frecuencia al término mucosa vesical en
el cual englobamos al epitelio y el corion de tejido conjuntivo subyacente. (Trias
et al., 2007).

1.2.2. Proteinas de filamento intermedio (citoqueratinas) en el

urotelio

Las citoqueratinas son filamentos intermedios que forman parte del
citoesqueleto de las células epiteliales. Sus funciones estan relacionadas con el
mantenimiento de la forma y estructura celular, y participan en las uniones

intercelulares (Figura 3).

Forman una compleja familia con 20 tipos principales de polipéptidos y su
presencia en distinta concentracion es especifica de los diferentes tipos de
epitelio y de su estado madurativo, por este motivo se consideran excelentes

marcadores de diferenciacién epitelial .

En el urotelio se describe una presencia mixta de citoqueratinas de epitelio
simple y estratificado. La via urinaria presenta un patrén muy similar en todo su
recorrido (pelvis, uréter, vejiga y tercio proximal de uretra) con positividad para
las citoqueratinas 7, 8, 13, 18 y 19 (Achtstatter et al., 1985; Schaafsma et al.,
1989).
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Figura 3. Esquema de la estructura y localizacion de las proteinas de filamento

intermedio (citoqueratinas) (Garzon et al., 2009).

1.2.3. Corion

Esta constituido por tejido conjuntivo rico en fibras de colageno vy fibroblastos,
células fusiformes que sintetizan la matriz organica. Su funcién principal es el

aporte vascular de nutrientes y el sostén del epitelio.
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1.2.4. Organos del aparato urinario recubiertos por urotelio

a) Célices, pelvis renal y uréter

Desde los célices renales hasta el tercio distal de la uretra el aparato urinario

presenta una estructura similar basada en tres capas histolégicas:

- Capa mucosa formada por urotelio y corion.

- Capa muscular: Contiene fibras musculares longitudinales, circulares y
espirales, que permiten el peristaltismo para la progresion de la orina.

- Capa adventicia: Esta formada por tejido conjuntivo que recubre al
uréter y lo aisla del resto de tejidos (Welsch, 1999).

b) Vejiga

Por debajo de la mucosa formada por el epitelio y el tejido estromal se
encuentra el musculo liso de la pared vesical que constituye el muasculo
detrusor. La tanica muscular de la vejiga estd compuesta por tres capas de
fibras, una longitudinal interna, circular media y longitudinal externa. En la zona
superior las capas se fusionan en una trama no distinguible. La capa circular
aparece en el tercio distal del uréter, cercano a la vejiga. En la parte proximal
de la uretra la capa muscular de la vejiga forma el esfinter interno (Junqueira &
Carneiro, 2005).
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Las funciones principales de la vejiga son:

1. Almacenar la orina hasta que las condiciones sean adecuadas para la
miccion. Los cambios de tamafio de la vejiga dependen del urotelio, del tejido
conectivo y de la capa muscular. En el tejido conectivo la presencia de
colageno y elastina permiten la distensibilidad. Conforme aumenta el contenido
de la vejiga las fibras musculares y de colageno se reorganizan, alargandose y
colocandose en paralelo intentando disminuir su grosor y de esta forma la

tension.

2. Evitar la salida de la orina hasta que se dé la orden consciente de la misma.
El esfinter del cuello de la vejiga es una condensacion del musculo liso del
detrusor, rica en la inervacion simpatica. El esfinter externo se compone de
pequefias fibras estriadas de contraccién lenta. Tiene un tono constante y es el

principal mecanismo de continencia.

3. Permitir y facilitar en el momento oportuno la evacuacion y lograr una
contraccion sincronica y equilibrada de todas las fibras. La miccién es un
proceso en el que toman parte la presion del detrusor y la presion abdominal
por un lado, y la resistencia que opone la salida, cuello vesical y del esfinter

uretral, por el otro. (Martinez Agullo et al., 2006).
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c) Estructura de la uretra

La uretra tiene una longitud entre 2,5y 4 centimetros en la mujer y de unos 20
centimetros en el hombre. Esta diferencia entre ambos sexos hace que la

patologia uretral en la mujer sea mucho menos frecuente que en el hombre.

La uretra masculina tiene distintas porciones que son uretra prostatica donde
abocan los conductos deferentes, uretra membranosa que contiene el esfinter
uretral externo, y uretra anterior (bulbar y péndula) en el interior del cuerpo

esponjoso del pene (Khinel, 2003).

La mucosa que recubre el interior de la uretra esta formada por un epitelio
transicional en su zona prostatica, posteriormente es cilindrico estratificado y
cerca del meato urinario se transforma en epitelio plano estratificado (Lopez-
Sanchez et al., 2006).

La capa muscular presenta una capa profunda de fibras longitudinales y una
superficial de fibras circulares. La uretra esponjosa o anterior carece de esta
capa. A nivel de su porcién distal existen pequefias glandulas productoras de

moco que la protegen de la orina.
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1.3. Patologia de la via urinaria en la que se hace necesaria la

sustitucion de tejido. Técnicas empleadas hasta la actualidad

En el aparato urinario existen enfermedades que necesitan con frecuencia el
reemplazo tisular (Figura 4). A lo largo de la historia los urélogos han utilizado
una gran variedad de materiales para sustituirlo con multitud de técnicas
quirurgicas. Describiré las patologias mas importantes y las técnicas utilizadas

con mas frecuencia.

D BN -

Figura 4. Esquema de patologias del aparato urinario.
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1.3.1. Uréteres

Las malformaciones congénitas, las lesiones traumaticas (iatrogénicas
principalmente), las litiasis, infecciones como la tuberculosis, o la patologia
tumoral urotelial de vias altas pueden afectar al uréter. Las alteraciones
secundarias mas frecuentes son la falta de distension y la estenosis. Todas
estas circunstancias pueden obligar a la utilizar distintos elementos y técnicas

para su sustitucion.

Imagen 1. Malformacién congénita. Ureterocele izquierdo.
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Imagen 2. Tumor urotelial en la union ureteropiélica.

En los defectos cortos se emplea en general la urétero-ureterostomia. En
afectaciones extensas varia la técnica segun la localizacion. Para las lesiones
de uréter distal se puede emplear la ureteroneocistostomia o reimplantacion
directa en vejiga. La vejiga psoica, descrita por Turner-Warwick, y el colgajo de
Boari se emplean en lesiones que afectan al uréter pélvico (Walsh, 2004).

La movilizacion caudal del rifidn y el autotrasplante son algunas de las técnicas
utilizadas cuando existe compromiso amplio del tercio proximal y medio del

uréter.

Se ha observado que el apéndice o las trompas de Falopio son malos
sustitutos del uréter y el ileon supone la primera alternativa (Figura 5). Se
reserva para cuando no se han podido utilizar otras técnicas pues el tejido

intestinal puede sufrir los efectos inflamatorios y carcinogénicos de la orina. La
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contraindicacion para la anastomosis urétero-ileal es la presencia de
obstruccion urinaria baja, por el peligro de reflujo, y la patologia intestinal.
Monti (1997) describié una técnica que perfeccionaba los injertos mediante

diversas tubulizaciones del segmento ileal.

Las complicaciones mas frecuentes son la estenosis de la union, alteraciones
electroliticas por la absorcion intestinal o la produccidn de moco excesiva.
(Rodriguez et al., 2005).

Los resultados funcionales contradictorios de las series publicadas son
probablemente la causa del recelo de algunos urélogos a practicar
sustituciones ureterales en caso de estenosis. En la actualidad estan siendo
desplazadas por el tratamiento endoscopico mediante dilataciones o
ureterotomias internas con laser o tijera (Arrabal et al., 2006).

Figura 5. Sustitucion ureteral con ileon.
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1.3.2. Vejiga

a) Patologia vesical en uropediatria

La patologia vesical infantil que puede requerir de la ampliacion o sustitucion
de este Organo esta relacionada con una disfuncion congénita que

desencadena alteraciones en la capacidad de almacenamiento o de vaciado.

En casos de vejiga con una presion de llenado elevada como consecuencia de
disfunciobn neurogénica, el tratamiento farmacol6gico o los cateterismos
intermitentes pueden ser insuficientes y requerir una cistoplastia de ampliacién
(Adams & Joseph, 2004).

Imagen 3. Vejiga neurdgena de alta presion con reflujo bilateral.
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Para esta técnica se utilizan: segmentos de ileo, ciego, sigma y segmentos
gastricos, principalmente, afiadiendo o no el uso del apéndice como estoma
(técnica de Mitrofanoff). El uso de fragmentos intestinales puede desencadenar
episodios de obstruccion posquirirgica, diarrea, alteraciones nutricionales
segun la zona resecada, alteraciones metabdlicas por absorcién de metabolitos
del intestino trasplantado, infeccion o calculos (Figura 6) (Adams y Joseph,
2004).

Los resultados de funcionamiento y contractilidad son desiguales pareciendo el
ileon el tejido mas efectivo si se conforma de manera circular (Studer & Zingg,
1997).

Figura 6. Técnica de ampliacion vesical utilizando una porcién de sigma.

Los primeros intentos de aumentar la vejiga mediante tejido autélogo datan de
1989 cuando Cartwright propone la técnica de autoampliacién, liberar la
mucosa de una zona de la vejiga del masculo detrusor y fijarla para que actue
como un diverticulo y disminuya la presion intravesical. Sin embargo, su

principal desventaja es el aumento limitado de la capacidad vesical por lo que
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un volumen adecuado preoperatorio se hace imprescindible (Landa &
Moorhead, 1994).

Una técnica que data de algunos estudios de 1955 y que se asemeja mucho a
lo que actualmente conocemos como Ingenieria Tisular es la denominada
enterocistoplastia seromuscular en la cual se inserta un fragmento de serosa
de intestino sobre la vejiga abierta y se deja que el urotelio cubra el parche
afiadido. Su principal problema era la retraccion del colgajo por lo que se suele
combinar esta técnica con la autoampliacion. También se intenté mantener la
submucosa intestinal pero parece que favorece la formacion de nueva mucosa
intestinal. Los resultados a largo plazo no mejoran la enterocistoplastia
tradicional (Walsh, 2004).

La cistoplastia se ha realizado en otras ocasiones con distintos materiales

biodegradables ricos en colagenos con éxitos limitados.

b) Patologia vesical en el adulto

En el caso del adulto la necesidad de exéresis y sustitucion vesical suele
derivar de un tratamiento radical secundario a patologia tumoral o a secuelas

de tipo fibroso tras radiacién o infeccion (Figura 7).

La posibilidad del trasplante de vejiga de donante, al igual que se realiza con
otros érganos (corazén o rifién), no resulta factible hasta el momento debido a
la pérdida de inervacion del érgano que ocurre durante su reseccion. Esto
dejaria al nuevo érgano implantado sin capacidad contractil ni sensacion de
distension lo cual es fundamental para su funcion y para evitar complicaciones
(insuficiencia renal, infecciones, litiasis...). Ademas presenta una
vascularizacion compleja y un rico sistema inmunitario lo cual favoreceria los

los rechazos.
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Dentro de los reservorios utilizados para reemplazar la vejiga encontramos los
continentes que requieren cateterismo. Para hacerlos se ha utilizado colon
derecho o ileon, utilizando algunas técnicas el apéndice o la valvula ileocecal
como mecanismo de valvula para la contencion. El reservorio de Kock y el
reservorio en T utilizan ileon, mientras que el tipo Mainz, Indiana o el de Penny
algunos otros utilizan colon y ciego. Todas estas técnicas abocan el reservorio
a un estoma cutaneo por el que el paciente debe realizar cateterismos

intermitentes a lo largo del dia (Benson & Olsson, 2004).
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Capa mascular
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Figura 7. Estadiaje del cancer de vejiga. El estadio 2 indica la cistectomia.

Sus inconvenientes principales derivan de la manipulacion habitual que

requieren lo que provoca infecciones y sangrado.
Otro tipo de derivaciones en las que también se utiliza intestino son las

ortotopicas 0 neovejigas. Se mantienen continentes, pero requieren de vaciado

periddico por parte del paciente. Los mecanismos de continencia deben ser
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cuidadosamente respetados en la cirugia radical previa, y no estan exentas de
riesgo de recidiva tumoral en esa zona. La técnica tipo Studer utiliza un

segmento ileal para la creacion de la neovejiga (Studer et al., 1996).

Una de las técnicas de derivacion mas utilizadas actualmente por su seguridad
y eficacia es la derivacion en asa de “Bricker” en la que se anastomosan ambos
uréteres a un asa de ileon previamente aislada, y ésta se aboca a piel. Es una
derivacidon no continente y puede ser origen de infecciones, sangrados o

calculos (Figura 8).

En otras épocas se intentd suplir el tejido vesical con materiales biolégicos:
piel, peritoneo, dura, etc., y sintéticos: teflon, polivinilo, entre otros. El rechazo
de las protesis, las infecciones y la formacion de litiasis obligd a descartarlos
(Elbahanasy et al.,1998).

Figura 8. Técnicas de sustitucion vesical: reservorio de colon y asa de Bricker.
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1.3.3. Uretra

Las indicaciones de reconstruccién uretral responden a dos tipos de patologias:
alteraciones en su morfologia de tipo congénito (hipospadias y epispadias), y
patologias adquiridas secundarias a traumatismos, iatrogenia o infecciones que

desembocan en estenosis.

a) Patologia congénita

Se denomina hipospadias a la mala implantacion del meato uretral en la zona
ventral del pene y se clasifican segun la altura a la que aparezca el orificio
(glande, pene, escroto). Suelen asociar prepucio redundante y curvatura

peneana.

Para su correccion es necesario utilizar colgajos de tejido cercano e injertos de
otros organos en aquellos casos en los que la falta de tejido es abundante. Lo
mas frecuente es la utilizacion de un colgajo del tejido yuxtapuesto al meato,
colgajos fasciculo-cutdneos, que conservan su pediculo vascular propio (Figura
9). Esta neouretra también necesita ser cubierta por una segunda capa que
puede ser del prepucio, del dartos subcutaneo, de la tanica vaginal escrotal o

del cuerpo esponjoso (Snow et al., 1995).

Cuando la cantidad de material necesario para la formacion de la neouretra es
grande se utilizan injertos libres locales o extragenitales. Usualmente se utiliza
la propia piel del prepucio, pero tiene la limitacion de que es muy poca la
cantidad de tejido disponible, asi como otros problemas como la presencia de
foliculos pilosos. También se ha utilizado piel de localizacion extragenital. La
mucosa vesical se usd en otra época presentando el inconveniente de la
retraccion (Retik & Borer, 2004).
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Figura 9. Correccion de hipospadias utilizando piel prepucial.

La mucosa bucal es también frecuentemente empleada en estas técnicas de
sustitucion uretral con el inconveniente de que requiere otra lesion afiadida, en

la cara interna labial o de la mejilla, que también limita el tamafio del injerto.

A este respecto Lauer et al. (2001) publica un trabajo en el que cultivd mucosa
bucal a partir de una pequefia biopsia para aumentar su superficie y

posteriormente implantarlo en casos de hipospadias severos con buenos
resultados.
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b) Patologia uretral en el adulto

A la hora de sustituir tejido uretral estenético del adulto se han utilizado 4 tipos
de injertos: injerto cutdneo completo, injerto cutaneo de espesor dividido,
epitelio vesical y mucosa bucal.

El mayor inconveniente de la transferencia tisular es la dificultad para que el
tejido desplazado desarrolle una nueva irrigacion. El injerto cutaneo de espesor
completo es mas resistente pero tiene mas dificultades para su irrigacion por
mantener toda la dermis mientras que el dividido tiene buena predisposicion a

la vascularizacién pero es mas fragil.

Imagen 4. Estenosis de uretra posterior.
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Otra técnica es el llamado injerto en malla. Cuando el tejido a sustituir es
extenso se toma un fragmento de piel amplia y se coloca en un primer tiempo
sobre la zona a restaurar dejandose abierta un periodo largo, en un segundo

tiempo se cierra y reconstruye.

También se han utilizado protesis de dacron, teflon, silicona, incluso aleaciones
pero su falta de biocompatibilidad y complicaciones secundarias han provocado

que dejen de utilizarse (Elkassaby et al., 2007).

Todas estas patologias han generado inquietudes en el mundo de la
investigacion, encaminadas a idear sustitutos totales o parciales de defectos,
que se originan en distintos O6rganos urinarios, con la esperanza de poder
constituir una alternativa a las distintas técnicas existentes, para reemplazar,
agrandar o recubrir defectos congénitos, traumatismos o infecciones que
ocurren en ellos. De ahi el amplio y apasionante campo donde trabaja la

Ingenieria Tisular.
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1.4. Ingenieria Tisular aplicada a la Urologia

La Ingenieria Tisular ha encontrado en la Urologia una especialidad donde
poder desarrollar y completar muchos de sus objetivos. En el tratamiento de la
patologia de las vias urinarias se hace imprescindible encontrar una forma
viable de sustituir un tejido especializado que resulta dafiado o extirpado con
frecuencia. Como hemos visto en el apartado anterior la importancia funcional
de estas estructuras ha llevado a los cientificos a buscar distintas formas de
sustitucion: trasplantes, colgajos, injertos de otros tejidos, segmentos de otros

organos y materiales sintéticos (Humes et al., 1999; Humes, 2002).

La Ingenieria Tisular en Urologia plantea una buena alternativa al utilizar tejido
del propio paciente, multiplicado mediante cultivos, que posteriormente se
vuelve a implantar para sustituir las zonas lesionadas. En los ultimos afios se
ha avanzado tanto a nivel experimental en el cultivo del urotelio como en la
fase clinica pudiéndose aplicar en muchos pacientes (Chung et al., 2002; De
Diego et al., 2004; Atala, 2009).

El aparato urinario tiene una estructura sencilla pero presenta una serie de
caracteristicas propias. Estas cualidades fundamentales para poder realizar su
funcién como la elasticidad, contractilidad o resistencia, y otros componentes
como la vascularizacion o inervacion son dificiles de conseguir con un tejido
artificial. En este apartado repasaremos la evolucion de la Ingenieria Tisular
dentro del campo de la Urologia, su utilizacion actual y algunas aplicaciones

futuras.
Las primeras investigaciones dentro de la Ingenieria Tisular en Urologia se

basaban en el cultivo de urotelio neoplasico, con la escasa aplicacion clinica

gue esto aportaba.
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En los afos setenta y principios de los ochenta diversos autores intentan la
obtencién de urotelio no neoplasico aplicando diferentes técnicas pero
presentando dificultades a nivel de la obtencion de las células, de su expansion
y de la contaminacion de los cultivos. Reznikoff en 1983 y un afio después
Schmit perfeccionan la metodologia de recoleccion de células uroteliales,
mejoran los medios de cultivo y logran obtener monocapas de células

uroteliales que pueden mantener y subcultivar.

Romagnoli et al. (1993) utilizan ldminas de células uroteliales obtenidas
mediante cultivo y las aplican clinicamente para la correccién de 10 casos de
hipospadias. Es la primera ocasion en Urologia en que se describe coémo una
pequefia muestra de tejido tomado por biopsia es cultivado para la
reconstruccion del tejido original. Utiliz6 una prétesis de goretex para

tubularizarla y posteriormente realizar la uretroplastia.

Atala et al. (1993) definen la necesidad de formar pequefios islotes de tejido
sobre un sustrato sintético adecuado para conseguir una mayor cantidad de
tejido urotelial. En su trabajo describen el uso de polimeros biodegradables
como Vvehiculo para la creacion de estructuras uroteliales a partir de células
aisladas. Las células obtenidas de conejo se cultivaron in vitro sobre polimeros
de acido poliglicélico y posteriormente se implantaron en el animal. Se usaron
polimeros sin células como control. Se sacrificaron los animales con distinto
tiempo de evolucién desde el implante y se analizaron al microscopio sus

células observandose varias hileras de células identificadas como uroteliales.

En un trabajo posterior aplica este sistema de cultivo a urotelio de vejiga
humana. Estos experimentos demostraron la capacidad de reproduccion y
viabilidad de las células uroteliales sobre una base sintética una vez implantada
lo que podria permitir la sustitucion de estructuras de gran tamafio (Atala,
2006).
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En relacion con las indicaciones de la Ingenieria Tisular en Urologia describiré
a continuacién las que se aplican a los distintos dérganos recubiertos por

urotelio.

a) Uréter

Se ha intentado sustituir fragmentos de uréter en perro por matrices acelulares
con resultados dispares, siendo la estenosis y la falta de contractilidad los

problemas mas frecuentes. (Osman et al., 2004).

Otros estudios han intentado trasplantar células uroteliales al uréter usando
como vehiculos matrices artificiales. Las células eran obtenidas de vejiga
humana y se han llegado a cultivar junto con células de musculo liso
comprobandose asi la capacidad de cultivarse células de distinta especie al
mismo tiempo. El cultivo se hizo sobre una matriz tubular facilitando asi su

implante en el organismo (Atala et al., 1992).

b) Vejiga

Se ha demostrado que se puede regenerar mucosa vesical a partir de
submucosa intestinal o vesical tratadas para eliminar todas sus células. La
técnica se basa en la sustitucion de la pared con estructuras basadas en el
coldgeno como el SIS (Small Intestine Submucosa). Este biomaterial se obtiene
de un pequefio fragmento de intestino que puede derivar de yeyuno o de
segmentos ileales. Se consigue una malla acelular retirando de dicha porcion la

mucosa, la capa muscular y la serosa (Hafez et al., 2005; Feil et al., 2006).
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La otra técnica de sustitucion es el uso de matrices acelulares de vejiga, BAM
(Bladder Acellular Matrix), que se obtiene retirando las células de forma
mecanica o quimica. Si se utilizan en gran cantidad dan complicaciones como

fibrosis o inflamacion irritativa. (Kropp et al, 2004).

Distintos experimentos han demostrado la regeneracion vesical a partir de
estos preparados (Falke & Atala, 2000). Se ha observado también que el nuevo
tejido presenta en la biopsia todas las capas (mucosa, muscular y serosa) de la
vejiga. La Unica limitacion de su uso es la cantidad que se puede sustituir, pero
se ha comprobado cémo el uso de mallas con células uroteliales cultivadas
permite aumentar la superficie regenerada hasta en un 100%, mientras que las
mallas acelulares nos permiten un 30%. Posiblemente esto se deba a una

menor reabsorcion de los materiales cubiertos por células. (Yoo et al., 1998).

Schultheiss et al. (2005) utilizaron el modelo porcino para evaluar la
regeneracion vesical a partir de una matriz obtenida de intestino y sometida a
procesos de descelularizacion; posteriormente se implanté en vejiga
manteniendo su vascularizacion original y se observé como fue repoblada por

células uroteliales que aprovechaban dicha nutricion.

También se ha logrado sustituir parcialmente la vejiga por tejido cultivado
mediante técnicas de Ingenieria Tisular con células uroteliales y musculo liso.
Se han llegado a sustituir vejigas completas cultivadas sobre matrices de
polimeros biodegradables en perros. Estas neovejigas a los 11 meses
presentaban una distensiéon y contractiidad normales, ademas de una

histologia vesical completa (Oberpenning et al., 1999).

La Urologia Pediatrica tiene puestas numerosas esperanzas en la Ingenieria
Tisular como tratamiento de las vejigas neurdgenas. Atala et al. (2006) publican
la primera serie de pacientes tratados con tejidos vesicales obtenidos mediante
ingenieria. Estos tejidos se usaron para la realizacion de cistoplastias de

aumento en 7 pacientes con mielomeningocele y vejigas neurégenas de alta
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presion. En la intervencion se unid la vejiga nativa con una porcion de vejiga
artificial similar a una cupula formada por una matriz de coldgeno y células de
los propios pacientes expandidas mediante cultivo. Las evaluaciones
posteriores de capacidad y contractilidad reflejaron buenos resultados. Sin
embargo este ensayo clinico, el mas importante en la aplicacion terapéutica de
la Ingenieria Tisular en Urologia, no ha podido repetirse hasta la fecha
(Stanasel et al., 2010).

Actualmente se investiga también la posibilidad de una neovejiga autéloga para
el tratamiento de otras patologias de origen neuroldgico (Hotges & Atala, 2008;
Roth & Kropp, 2009).

Dentro de la patologia vesical podemos incluir el reflujo vésico-ureteral, paso
de orina desde la vejiga hacia el uréter. Hasta la actualidad se han obteniendo
buenos resultados con el tratamiento mediante cirugia de reimplantacion y el
tratamiento endoscépico con inyecciones submeatales de sustancias como el

deflux o el macroplastico.

Se ha investigado el uso de suspensiones de condrocitos para dicha inyeccién
endoscopica obteniendo el material autélogo del pabellon auricular con
anestesia local. EI material implantado no demostré reaccién inflamatoria
circundante, migracion o pérdida de volumen (Kershen & Atala, 1999). Se estan
desarrollando procedimientos similares para el tratamiento de la incontinencia,
inyectando condrocitos que aumenten la resistencia de salida al flujo miccional
(Koh & Atala, 2004).
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Imagen 5. Reflujo vésicoureteral izquierdo.

c) Uretra

El uso de injertos externos al propio organismo para sustituir uretra evita
alargar la cirugia pues no se realiza el paso de obtencion de tejido de mucosa
bucal o colgajo de prepucio. Atala (1999) utiliz6 matriz acelular de colageno
procedente de vejiga de cadaver para corregir defectos congénitos de uretra

con buenos resultados.
El-Kassaby et al. (2003) tomaron una matriz de colageno de submucosa vesical

para la sustitucion uretral en 26 pacientes. La matriz se obtuvo de vejiga de

cadaver y se anastomosé a la zona de uretra sana. El estudio cistoscépico
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posterior demostré un buen calibre y el analisis microscopico reveld un epitelio
uretral normal que habia recubierto por completo la matriz. También se han
utilizado cultivos de epitelio uretral autélogo in vitro para su posterior

reimplantacion (Romagnoli et al., 1993).

En un reciente estudio en nifilos con hipospadias severo se estadifica la
correccion en tres pasos: toma de células uroteliales mediante lavado vesical,
cultivo y expansion en laboratorio y trasplante al paciente como colgajo ventral.
Los resultados en flujometria y estética fueron comparables a otras técnicas
gue utilizan tejido local para la reparacion (Fossum & Nordenskjéld, 2010).

Imagen 6. Mucosa bucal obtenida mediante IT y tubulizada para sustituir

uretra. (Bhargava et al., 2004)
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2. Objetivos

61



Modelo de mucosa vesical humana desarrollado mediante Ingenieria Tisular

62



Objetivos

2.1. Objetivo general

Elaboracion de un sustituto artificial de la pared vesical generado en el
laboratorio mediante Ingenieria Tisular a partir de muestras de mucosa vesical

humana.

2.2. Objetivos especificos

1. Establecer y optimizar las condiciones de laboratorio para el cultivo de
células epiteliales y estromales de la pared vesical humana.

2. Desarrollar en el laboratorio un modelo de mucosa vesical humana basado
en biomateriales de fibrina humana y agarosa al 0,1% con células estromales
sobre el que se puedan cultivar células epiteliales.

3. Analizar histolégicamente mediante microscopia Optica y electrénica de
transmision el sustituto de mucosa vesical desarrollado mediante Ingenieria

Tisular.

4. Evaluar el modelo de mucosa vesical desarrollado mediante Ingenieria

Tisular mediante la expresién inmunohistoquimica de marcadores epiteliales.
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3. Material y métodos
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3.1. Obtencion de muestras de origen humano utilizadas en

este estudio

Para nuestro estudio de la construccion de mucosa urotelial artificial hemos
utilizado un total de 25 biopsias de pared vesical humana (16), uréter (4) y
pelvis renal (5) procedentes de pacientes sometidos a intervenciones de cirugia
abierta no relacionadas con tumores uroteliales. En su mayoria cirugia de la
hiperplasia benigna de préstata (adenomectomias), pielolitotomias, y cirugia
renal por carcinomas de células claras que requirieron nefrectomia. En ningun
caso se alter6 la técnica habitual para dicha toma siguiendo los pasos

habituales para cada intervencion.

Del total de muestras 5 fueron fijadas e incluidas en parafina para su uso como
control histolégico de mucosa vesical humana normal y el grupo restante (20)

fue usado para el aislamiento de fibroblastos y células epiteliales.

A todos los pacientes incluidos en el estudio se les solicitd previamente
consentimiento informado para el uso de los tejidos donados, una vez que

éstos habian sido informados del procedimiento.

La muestra se tomé mediante corte frio de la mucosa vesical en el caso de la
cirugia abierta de vejiga y de pared completa en el caso de uréteres y pelvis
renal. El tamafio medio de las mismas fue de 15x5 mm (Figura 10).

Todos los pacientes fueron varones de entre 44 y 72 afios, (media de 61 afios).
Se excluyeron del estudio previamente a aquellos pacientes con patologia
tumoral urotelial, litiasis vesical o pié€lica y aquellos con sospecha de infeccion

bacteriana del tracto urinario.
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Figura 10. Toma de muestra de mucosa vesical. Imagen control de urotelio.

Inmediatamente tras la toma todas las muestras se introdujeron en un medio de
transporte estéril constituido por medio de Eagle modificado por Dulbecco
(DMEM) (Sigma-Aldrich Ref.D5796, Saint- Quintin-Favallier, Francia),
suplementado con antibidticos: 500 U/ml de penicilina G, 500 de
estreptomicina, y antifangicos: 1,25 pg/ml de afontericina B para evitar una

posible contaminacion de la muestra, y se mantuvieron a 4°C.

Todas se procesaron en las primeras 24 horas tras la extraccion.
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3.2. Cultivos primarios de células epiteliales

A la llegada al laboratorio las muestras utilizadas para cultivo fueron lavadas al
menos dos veces con solucién tamponada estéril PBS (phosphate buffered
saline) con penicilina, estreptomicina y anfotericina B (500 U/ml, 500 ug/ml y
1,25 pg/ml respectivamente). En algunas ocasiones requirieron de mas lavados

hasta liberarlas de restos de grasa o hematicos.

Tras la preparacion los tejidos se introdujeron en 5 ml de una solucion de
tripsina 0.5 g/l y EDTA 0.2 g/l (Sigma Aldrich Ref. T4799) a 37°C durante 15
minutos para disgregar los mecanismos de adhesion celular y obtener células

individualizadas y no adheridas al estroma.

Una vez que las células epiteliales se desprenden del tejido conectivo, se
procede a inactivar la tripsina utilizada mediante adicion de 10 ml de medio de
cultivo MF (medio de fibroblastos del que posteriormente comentaremos su
composicién). La presencia de abundantes proteinas séricas en dicho medio de

cultivo es capaz de inactivar la accion proteolitica de la tripsina.

Con posterioridad, la solucién inactivada en la cual se localizaban las células
desprendidas, se centrifugd a 1.000 rpm durante 10 minutos para obtener un
pellet o botén celular con las células de interés, desechandose el sobrenadante
con la tripsina. El pellet celular se resuspendié cuidadosamente en 5 ml de
medio QC (medio de cultivo de queratinocitos) y estas células se cultivaron en

frascos de cultivo de 25 6 75 cm2 de superficie (Figura 11).
Para el cultivo de células epiteliales uroteliales se emple6 medio de cultivo

selectivo QC, el cual favorece preferentemente el crecimiento de las celulas

epiteliales.
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La composicion del medio QC fue la siguiente:

1. Medio de cultivo de Dulbecco modificado por Eagle (DMEM) con
Lglutamina (Sigma-Aldrich ref. D5796, Steinhem, Alemania).

2. Suero bovino fetal (SBF) a concentracion final del 10% (Sigma-Aldrich
ref. F9665, Steinhem, Alemania).

3. Adenina (24 ug/ml) (Sigma-Aldrich Ref. A9795).

4. Solucion antibidtica y antifUngica especial para cultivos celulares
(Gibco BRL Life Technologies, Karlsruhe, Alemania) hasta una
concentracion final del 1% (equivalente a 100 U/ml de penicilina G, 100

ug/ml de estreptomicina y 0.25 ug/ml de anfotericina B).

5. Factores de crecimiento para células en cultivo:

e Insulina (5 pg/ml) (Sigma-Aldrich Ref. 12767).

e Triiodotironina (1.3 ng/ml) (Sigma-Aldrich Ref. T5516).

¢ Toxina colérica (8 ng/ml) (Sigma-Aldrich Ref. C3012).

e Hidrocortisona (0.4 ug/ml) (Sigma-Aldrich Ref. H0888).

Las células fueron incubadas a 37°C y 5% de diéxido de carbono, en

condiciones estandar de cultivo celular. Los medios de cultivo fueron renovados

cada tres dias.

La muestra restante es nuevamente introducida en tripsina (tripsina 0.5 g/l y

EDTA 0.2 g/l, Sigma Aldrich Ref. T4799) durante 15 minutos a 37°C

repitiéndose el proceso anterior y realizandose un nuevo ciclo posteriormente.
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En total la muestra se somete a tres procesos de tripsinizacion con lo que la
liberacion de las células epiteliales se puede valorar a los 15, 30 y 45 minutos.

3.3. Cultivo primario de células estromales

El tejido conectivo que permanece tras la liberacion enzimatica de las células
epiteliales con tripsina, compuesto por células estromales, es incubado a 37°C
en una solucion estéril de colagenasa tipo | de Clostridium hystoliticum (Gibco
BRL Life Technologies Ref. 17100-017, Karlsruhe, Alemania) al 2% en medio
de cultivo DMEM durante 10-12 horas.

De esta manera se logra realizar la digestién de la matriz extracelular del corion
de la mucosa vesical y conseguir asi la separaciéon de los fibroblastos

estromales incluidos en dicha matriz.

Los fibroblastos liberados se recogen mediante centrifugaciéon a 1000 rpm
durante 10 minutos de la solucion de digestion que contenia las celulas
estromales disgregadas del corion, tomandose el pellet celular correspondiente

en frascos de cultivo de 15 ml (Figura 11).

Como medio de cultivo para las céluas del estroma, se utliz6 DMEM
enriqguecido en glucosa (Sigma-Aldrich Ref. 5796) suplementado con
antibidticos y antimicoticos (100 U/ml de penicilina G y 100 pg/ml de
estreptomicina y 0,25 pg/ml de anfotericina B; Sigma-Aldrich Ref. A5955) y
suero bovino fetal (SBF) (Sigma-Aldrich Ref. F9665) al 10%. A este medio

basico de cultivo lo denominamos MF (medio de fibroblastos).

La incubacion se realizO con una temperatura constante de 37°C vy

concentracion de CO» al 5% renovandose los medios cada 3 dias.
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Figura 11. Esquema representativo del proceso de obtencién, transporte y
procesamiento de las muestras de mucosa vesical humana. Los valores I, 1l y

[ll corresponden a 15, 30 y 45 minutos de tripsinizacion respectivamente.
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3.4. Subcultivo de las células procedentes de cultivos

primarios de mucosa vesical

Una vez alcanzada la confluencia celular, es decir, cuando las células tanto
epiteliales como estromales cubrian por completo la superficie de los frascos
de cultivo poniendo en peligro su viabilidad, los distintos cultivos celulares se
lavaron con PBS estéril y se incubaron en 1 ml de una solucién de tripsina 0.5
g/l y EDTA 0.2 g/l (Sigma Aldrich Ref. T4799) a 37°C durante 10 minutos para
disgregar los mecanismos de adhesion celular y obtener células
individualizadas y no adheridas a la superficie del frasco de cultivo.

Una vez que las células se desprendieron de la superficie de los frascos de
cultivo, se procedio a inactivar la tripsina utilizada mediante adicion de 2 ml de
medio de cultivo MF, o QC. La accién proteolitica de la tripsina es inactivada

por las abundantes proteinas séricas presentes en estos medios de cultivo.

Posteriormente, la solucién inactivada en la cual se localizaban las células
desprendidas, se centrifugé a 1.000 rpm durante 10 minutos para obtener un
boton celular con las células de interés, desechandose el sobrenadante con la

tripsina.
El pellet celular se resuspendié en 5 ml de medio MF o QC, segun el origen de

las células, estromales y epiteliales respectivamente, y estas células se

cultivaron en frascos de cultivo de 25 6 75 cm2 de superficie.
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3.5. Desarrollo de sustitutos del corion de la mucosa:

formacion del estroma artificial

La conformacion tridimensional de un tejido conjuntivo obtenido en laboratorio a
partir de una proliferacion celular en cultivo monocapa se logré6 mediante un gel

de agarosa al 0,1% vy fibrina, sobre el que pueden dividirse los fibroblastos.

La fibrina se obtiene de plasma humano congelado de donantes sanos (cedido
por el Centro Regional de Transfusion Sanguinea y Banco de Tejidos de
Granada y Almeria, Espafia) siguiendo las recomendaciones de la Asociacion
Espafiola de Bancos de Tejidos (AEBT).

La fabricacion de sustitutos estromales de fibrina con fibroblastos de mucosa
vesical se llevo a cabo utilizando una modificacion de la técnica previamente
descrita por Meana y colaboradores (Llames et al., 2004; Meana et al., 1998)
gue ya habia resultado efectiva para otros tejidos como la mucosa oral y la

cornea (Garzén et al., 2009; Alaminos et al., 2006).

Se utilizaron células procedentes de los cultivos primarios de fibroblastos,
resuspendidos en 2 ml de medio de cultivo DMEM, a los cuales se afiadieron
unos 5 ml de plasma sanguineo humano (equivalente a 10-12 mg de
fibrindbgeno) y 14 ml de suero salino al 0,9%. Para evitar la fibrinolisis de los
geles de fibrina, se afiadieron 200 ul de &cido tranexamico (Amchafibrin®,

Fides Ecofarma, Valencia, Espafia).

Simultaneamente, se empled agarosa tipo VIl especial para cultivos celulares
(Sigma-Aldrich Ref. A9045). La agarosa solida al 2% (p/v) se disuelve en PBS,
calentando la mezcla hasta ebullicibn para favorecer la disolucion de la
agarosa. Esta solucion de agarosa al 2% en PBS se esterilizé a 120°C y 2

atmaosferas de presion mediante autoclavado.

74



Material y métodos

Para la fabricacién de sustitutos estromales, se incubaron al bafio Maria unos 2
ml del gel de agarosa al 2% hasta alcanzar el punto de fusion, en ese momento
fue agregada a la mezcla de fibrina y células estromales cultivadas, hasta
obtener una concentracion final de 0,1%. Finalmente, la reaccion de
coagulacion de la fibrina se precipitdé mediante la adicion inmediata de 1 ml de
Cl2Ca 0,025 mM a la mezcla, esta mezcla, aun liquida se alicuotdo en
recipientes estériles de cultivo celular y se dejo solidificar a temperatura

ambiente durante 5 minutos.

Los geles alicuotados se dejaron en el incubador a 37°C con un 5% de CO2,
durante 2 horas para que coagularan y secaran. Después de este tiempo se

cubrieron con 10 ml de medio de cultivo MF (Figura 12).

Figura 12. Esquema de cultivo del sustituto estromal. Medios de cultivo
utilizados en cada paso: primero para el estroma y posteriormente al sembrar el
epitelio. La técnica utilizada fue la inmersion completa del constructo en medio

sin exponer el epitelio al aire.
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3.6. Obtencion de constructos de mucosa vesical artifical

Los constructos de mucosa vesical se consiguieron a partir de los cultivos
descritos previamente y de la conformacion del gel estromal de fibroblastos en

fibrina-agarosa.

Para la construccion de mucosa vesical artificial mediante Ingenieria Tisular,
una vez fabricado el sustituto estromal (fibroblastos embebidos en geles de
fibrina y agarosa) se espera su solidificacion 24 horas mas tarde. Los cultivos
primarios de epitelio de la mucosa vesical se tripsinizan y se cultivan las células
epiteliales individualizadas sobre las superficie de los sustitutos estromales

inmersas en medio QC (Figura 13).

En el proceso buscamos unas condiciones similares a las que el epitelio
encuentra en estado natural para garantizar una correcta diferenciacion y
proliferacion. Las células se cultivaron sobre el estroma inmersas en liquido
durante todo el tiempo del cultivo sin utilizar la técnica de interfase aire-liquido,
que mantiene el epitelio al aire durante algunas fases del proceso (Reichl y
Muller-Goymann, 2003) (Figura 12).

Los constructos de mucosa vesical se elaboraron en sistemas de cultivo
Transwell® con membranas porosas de 0.4 um (Costar, Corning Inc., Corning,
Nueva York, EEUU). Estos sistemas de cultivo estan compuestos por una placa
estéril de 6 pocillos en el interior de los cuales se aloja una pieza de plastico
movil cuya base esta formada por una membrana porosa y permeable de nylon
o policarbonato. El tamafio de estos poros permite a los nutrientes pasar a
través de la membrana de la placa pero evita la migracion de las células de un

compartimento a otro.
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1. Fabricacidn de sustitutos
estromales de vejiga de
Fibrina-Agarosa

2. Cultivo de urotelio “H\“J'\';;__J 1. P>
humano sobre sustitutos ‘«4_”" = ‘1‘
estromales de Fibrina- «H [
Agarosa.

Epitelio

e
Estroma

\——

Membrana

Figura 13. Esquema del proceso de elaboracién de mucosa artificial.
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3.7. Evaluacion microscopica de la mucosa vesical artificial

3.7.1. Microscopia Optica

Para el analisis de los tejidos mediante microscopia Optica, tanto las muestras
control como los diferentes tejidos artificiales se fijaron en formaldehido al 4%
tamponado y se deshidrataron en concentraciones crecientes de etanol (70, 80,
96 y 100%). Tras esto, el etanol se sustituyd por xileno y las muestras fueron
incluidas en bloques de parafina. Una vez enfriados los bloques, se obtuvieron
secciones transversales de 4 um de espesor que se tifieron con hematoxilina y

eosina para su examen histoldgico.

3.7.2. Microscopia electrénica de transmision

Para el estudio de los tejidos mediante microscopia electrénica de transmision,
las muestras se fijaron en glutaraldehido al 3% en tampoén fosfato 0,1 M (pH
7,2) a 4°C durante 4-6 horas, lavandose a continuacién dos veces en tampoén

fosfato 0,1 M (pH 7,2) a 4°C. Tras esto se siguio el siguiente protocolo:

Fijar en OsO4 1% (en agua), conteniendo ferricianuro potasico 1%, 60

min, 0-4° C en oscuridad. Lavar en agua destilada.

Acido tanico 0,15% en tampon 1 minuto a temperatura ambiente.

Tampon y agua destilada posterior.

Acetato de uranilo 2,0% en agua bidestilada 120 minutos en oscuridad.

Lavar en agua bidestilada.
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Deshidratar en etanol (50, 75, 90, 95 y 3x100)%, 5 minutos, en cada
paso, 0-4°C.

Infiltrar en Epon: etanol 3 x 60 minutos y finalmente infiltrar en Epon

completo 48 horas a 60°C.

Los cortes se obtuvieron a través de un ultramicrotomo Reichter Ultracut.

Cortes control para microscopia optica.

Para la obtencion de cortes control o semifinos se realizaron en un
ultramicrotomo cortes de entre 0,5 y 1 micra de espesor. Dichos cortes
fueron tefidos utilizando la técnica del azul de toluidina alcalino. Dicho
colorante fue fabricado disolviendo 0,5 gr de azul de toluidina en 100 mL

de agua destilada a la que se afiadio borato sédico al 1%.

Una vez seco el corte semifino, se le afiaden unas gotas de esta
solucién colorante colocando el porta sobre una placa caliente hasta que
comience a emitir vapores sin llegar a la ebullicion. Una vez tefido el
corte puede ser deshidratado, aclarado y montado en balsamo (Garcia,

1993). Para su observacion se utilizé el microscopio Nikon Eclipse 90i.

Cortes para microscopia electrénica de transmision.

Para el estudio microscépico de transimision se realizaron secciones
ultrafinas (500-700 micras), las cuales fueron montadas en rejillas de
cobre y contrastadas con acetato de uranilo y citrato de plomo. La
observacion se realiz6 con un microscopio electrénico de transmision
Zeiss EM902 (Oberkochem, Alemania).
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3.7.3. Inmunohistoquimica

La deteccidon de proteinas especificas de las principales citoqueratinas (CKs),
involucrinas y filagrinas humanas se realiz6 utilizando secciones transversales
de 4 micras de espesor de los diferentes tejidos incluidos en parafina (controles
de mucosa vesical normal y muestras de mucosa vesical artificial obtenidas

mediante Ingenieria Tisular).

La inmunofluorescencia se llevd a cabo de la siguiente manera: Las muestras
tisulares seccionadas y depositadas en cubreobjetos cubiertos con poli-L-lisina
se desparafinaron en xileno, se lavaron en alcohol y se rehidrataron con agua.
Posteriormente, se preincubaron durante 20 minutos en una solucion de
albumina sérica bovina al 2% con un 10% de suero de caballo en PBS,
utilizandose posteriormente esta misma solucion para diluir los diferentes
anticuerpos primarios, incubandose las muestras durante 2 horas a 37°C con
estos anticuerpos. Las diluciones utilizadas para los anticuerpos primarios se

muestran en la tabla 2.

Con posterioridad, se lavaron las muestras en PBS y se aplicé durante 1 hora
un anticuerpo secundario anti-anticuerpo de ratén o anti-anticuerpo de conejo
marcado con un pigmento fluorescente (FITC o Cy3), lavandose después con
PBS. Tras contratefiir los nucleos con DAPI, se cubrieron las muestras con
cubreobjetos de vidrio y se analizaron las mismas en un mMmicroscopio
fluorescente Nikon Eclipse 90i. La evaluacion de los resultados se realizd

determinando la presencia e intensidad de sefiales positivas.
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Anticuerpos Laboratorio

. . Dilucion . Referencia
primarios comercial

. . ) o Master diagnostica,
Anti-Pancitoqueratina | Prediluido _ 001607QD
Granada, Spain

_ Sigma-Aldrich, St Louis,
Anti-CK4 1:1000 C5176
MO, USA

. o Master diagnostica,
Anti-CK7 Prediluido _ 001004QD
Granada, Spain

. o Master diagnostica,
Anti-CK8 Prediluido 005095QD

Granada, Spain

Sigma-Aldrich, St Louis,

Anti-CK13 1:400 C0791
MO, USA
o _ Sigma-Aldrich, St Louis,
Anti-involucrinas 1:500 19018
MO, USA
Anti-filagrinas 1:50 ABCam SPM181

Tabla 2. Anticuerpos primarios usados en este trabajo y la dilucién
correspondiente para los ensayos de inmunofluorescencia. Laboratorio

comercial y referencia para cada anticuerpo.
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4. Resultados
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4.1. Cultivos primarios de células procedentes de la mucosa

del aparato urinario

4.1.1. Cultivo de células epiteliales

La disgregacion enzimética de las muestras de mucosa para la liberacién de
las células epiteliales por ruptura de las uniones intercelulares fue efectiva en
las muestras de biopsias que se procesaron. La proteasa utilizada (tripsina)
permiti6 obtener abundantes células en todos los casos. En nuestro estudio
utilizamos la inmersién en tripsina en 3 tiempos con lavado y neutralizaciéon
entre cada uno de ellos. De esta forma el primer grupo de células se liber6é a

los 15 minutos con tripsina, el segundo a los 30 y el tercero a los 45 minutos.

Estas células se observaron al microscopio 6ptico como elementos esféricos de
pequefio tamafio (alrededor de 2 pm de diametro) que permanecian en
suspensién en el medio de cultivo las primeras horas posteriores a su

aislamiento.

El mayor nimero de células liberadas se obtuvieron en el segundo pase de
tripsinizacion asi como la mayoria de los cultivos de células epiteliales viables
partieron de este grupo. El uso de esta enzima esta limitado por el tiempo ya
gue un contacto excesivo de las células con esta sustancia afecta directamente
a su supervivencia, mientras que si utilizamos poco tiempo de contacto con la

muestra no obtenemos suficiente nimero de células aisladas para cultivar.

El crecimiento de las células uroteliales result6 mas lento que el de los
fibroblastos o el de células epiteliales de otras estirpes. La adhesion a la
superficie de los frascos de cultivo se aprecio a las 12-14 horas, las primeras

dvisiones a los 2-3 dias y la expansién celular entre el 7°-10° dia.
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Estas células se caracterizan por un tamafio pequefio y un aspecto redondeado
con pequefias espiculas a modo de prolongaciones que posteriormente
contactan con otras células formando pequefas colonias. La confluencia total
de las células cubriendo toda la superficie cultivada no se logré en todas las
muestras y en aquellas que si completaron la proliferacion se tard6 entre 21y
28 dias.

Generalmente no esperamos a la confluencia para realizar los subcultivos o
utilizarlas para la construccion de la mucosa vesical artificial. Una vez
comprobada una correcta proliferacion de las células y una superficie amplia
celular se procedia a la tripsinizacion del cultivo para liberar las células y poder

utilizarlas. De media logramos realizar entre 2 y 3 pases de cultivo con éxito.

Imagen 7. Células epiteliales de aparato urinario.
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Imagen 8. Acumulos de células uroteliales con prolongaciones.

Imagen 9. Crecimiento epitelial confluente.
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4.1.2. Cultivo de fibroblastos

La colagenasa que se utiliz6 para la disgregacion del estroma, resto de
muestra de mucosa liberada de epitelio, fue también efectiva obteniéndose
gran cantidad de células, fibroblastos, de cada una de las biopsias.

Estas células demostraron una gran capacidad de adhesion y proliferacion en
laboratorio. A las 24 horas aproximadamente se observo un buena fijacion de
las células al fondo del frasco de cultivo comenzando a emitir pequefas
prolongaciones a modo de pseudopodos en busca del contacto con otras

células similares como estimulo para la proliferacion.

Entre 48 y 72 horas es lo que tardan los fibroblastos en configurar una trama de
células que toman aspecto alargado y a partir del 5° dia se observan zonas
confluentes de células fusiformes que se alinean hasta cubrir toda la superficie

de cultivo entre el 5° y el 7° dia.

Respecto a los subcultivos y numero de pases realizados mediante
tripsinizacion rapida del cultivo los fibroblastos demostraron una gran
capacidad proliferativa manteniendo su viabilidad y formacion de nuevos
cultivos hasta el 6°-7° pase.
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Imagen 10. Cultivo de fibroblastos a las 24 horas.

Imagen 11. Cultivo de fibroblastos 5° dia.
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Imagen 12. Cultivo de fibroblastos. 7° dia. Confluencia.
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4.2. Formacion de estroma tridimensional

Para la formacion del gel estromal se utilizaron fibroblastos subcultivados de
las muestras originales aproximadamente al 7° dia desde la siembra. La
proliferacion de estas células en los pozos de cultivo fue correcta, los soportes

porosos permitieron un correcto crecimiento celular en toda su espesor.

Los fibroblastos mostraron buen indice de supervivencia y proliferacion en el
interior de los sustitutos estromales. Después de 2 dias de cultivo, los
fibroblastos incorporados dentro de los geles de fibrina y agarosa al 0,1%,
mostraron una morfologia redondeada con abundantes prolongaciones,

apareciendo extendidos por toda la superficie de la malla estromal.

Imagen 13. Formacién de estroma vesical en gel de agarosa vy fibrina.
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4.3. Desarrollo del modelo de mucosa vesical humana de

espesor completo obtenido mediante Ingenieria Tisular

La base de un sustituto eficaz del aparato urinario es una mucosa con
caracteristicas similares a la natural en relacibn a su resistencia a la

concentracion idnica de la orina.

Para la formacion completa de la mucosa vesical artificial necesitamos por un
lado de un cultivo exitoso de urotelio que se pudiera subcultivar y por otro de un
gel con base de fibirina y agarosa en el que hubieran proliferado fibroblastos
tomando una conformacion tridimensional. Debido a la exigencia de las células
epiteliales del aparato urinario para su cultivo se utilizé el primer subcultivo,
tomado al 7° dia de la siembra original, para colocarlo directamente sobre el gel

obteniendo mas éxitos que cuando utilizamos el segundo o tercer pase.

El epitelio presenté mas facilidad reproductiva que sobre la superficie habitual
de cultivo. Se observd buena proliferacion en las primeras 24-48 horas sobre
las células estromales tomando una morfologia redondeada similar a los
cultivos previos. Esta técnica de cultivo en soportes porosos permitio un buen
desarrollo de ambos compartimentos sin encontrarse migraciones de células
entre uno y otro. Los cultivos de células uroteliales sembrados sobre el
sustituto estromal desarrollado mantuvieron una estructura consistente aunque
con escasa resistencia, lo cual dificultdé el manejo y la manipulacion de los

mismos.

Los fibroblastos mostraron buen indice de supervivencia y proliferacion en el
interior de los sustitutos estromales. Después de 2 dias de cultivo, las células
epiteliales situadas sobre los geles de fibrina y agarosa al 0,1%, aparecieron
extendidos por practicamente toda la superficie de la malla estromal. En
ninguno de los casos se aprecié contraccidon o pérdida de volumen de los geles

de fibrina y agarosa después de generar los sustitutos de mucosa vesical.

92



Resultados

4.4, Evaluacion por microscopia 6ptica de las muestras control

y de los sustitutos de mucosa vesical desarrollados por

Ingenieria Tisular

Las muestras de control de mucosa vesical normal con microscopia Optica y
tincion de hematoxilina-eosina presentaron el caracteristico epitelio de
transicion con una capa de células superficiales redondeadas con gran
adhesién entre si. Bajo la misma se aprecia un estroma bien poblado de

fibroblastos.

Imagen 14. Control de mucosa vesical. 40X.
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Analizando la mucosa artificial obtenida mediante técnicas de Ingenieria Tisular
observamos al séptimo dia una monocapa de células sobre el estroma, células
en general alargadas con buena adhesion entre ellas. El cultivo del epitelio
sobre las células estromales vesicales resultd eficaz cubriendo la totalidad de la
superficie de cultivo entre el 7° y el 10° dia como se pudo observar mediante el
microscopio optico.

En los dias posteriores se observa un aumento de la proliferacion. No se
aprecian diferencias en el aspecto del epitelio sobre el estroma que se

mantiene en monocapa.

Imagen 15. Monocapa de células uroteliales sobre estroma de mucosa vesical

obtenidas mediante Ingenieria Tisular. 10X.
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Imagen 16. Detalle de la continuidad de las células epiteliales cubriendo el

estroma. 20X.
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Imagen 17. Mucosa vesical obtenida de forma artificial. 20X.
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4.4.1. Cortes de control de muestras fijadas para microscopia

electrénica de transmision (cortes semifinos)

Imagen 18. Mucosa vesical artificial. Células epiteliales en superficie sobre gel

estromal de fibrina con presencia de fibroblastos en su interior. 40X.

Imagen 19. Las células uroteliales cultivadas se disponen de forma lineal con

uniones intercelulares sobre el gel. 40X.
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Imagen 20. Las ceélulas epiteliales emiten prolongaciones cubriendo la

superficie del estroma. 40X.

Imagen 21. Detalle de fibroblasto con nucleolo y citoplasma rico en organelas
inmerso en el estroma con base de fibrina y agarosa. 40X.
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45. Evaluaciébn mediante microscopio electronico de

transimision de los sustitutos de mucosa vesical desarrollados

por Ingenieria Tisular

4.5.1. Epitelio de transicion artificial

Imagen 22. Célula del epitelio urotelial artifical sobre el estroma de fibrina-
agarosa; destaca su aspecto inmaduro con abundantes organelas y comienzo
de formacion citoesquelética. Las células uroteliales se disponen lineales sobre

el estroma buscando el contacto intercelular. (3000x)
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Imagen 23. Detalle del inicio de desarrollo de interdigitaciones tipicas del
urotelio entre dos células epiteliales con gran cantidad de material denso
secretado entre ellas. En el interior de las células destaca la presencia de una

abundante red fibrilar y algunas vacuolas mielinicas. (7000x)

Imagen 24. Detalle de las zonas de aproximacion entre células uroteliales sin
observarse placas de unién ni un contacto completo en una primera fase de
maduracion. (20000x)
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4.5.2. Sistemas de union de membrana en el urotelio artificial

Imagen 25. En las células uroteliales de la mucosa artificial se observan
estructuras microtubulares que reflejan la existencia de un importante
citoesqueleto. A nivel de la membrana celular se reconocen ademas unas

uniones intercelulares similares a desmosomas inmaduros. (30000x y 20000x)
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Imagen 26. Uniones intercelulares. El epitelio presenta gran cantidad de
material granulado en su interior y una estructura fibrilar intracitoplasmatica
orientada. (7000x)

Imagen 27. Entre las células epiteliales se observa gran cantidad de material
fibroso producido por las propias células. En algunas zonas de la membrana se
observan imagenes similares a sistemas de anclaje sobre un inicio de

membrana basal. (12000x)
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e o

Imagen 28. En la cara estromal de algunas células uroteliales podemos
observar una membrana basal con soluciones de continuidad y en la
membrana sistemas de unién que podrian ser rudimentos de hemidesmosomas

lo cual confirma su estirpe epitelial. (3000x)

Imagen 29. Detalle del citoplasma de una célula del epitelio de transicion
obtenido mediante Ingenieria Tisular. En su interior observamos una red fibrilar
de proteinas de sostén que forman el citoesqueleto (citoqueratinas); destacar

también su actividad secretora hacia la matriz. (3000x)
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4.5.3. Fibroblastos

Imagenes 30 y 31. Fibroblastos vesicales en estroma artificial con base de
fibrina y agarosa. Destacar la gran riqueza de organelas citoplasmaticas, propia
de una alta actividad de sintesis. (3000x)
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Imagen 20. (3000x)

4400x

Imagenes 32 y 33. Andlisis de la estructura interna del fibroblasto de origen
vesical humano en el estroma artificial. Se observa un abundante sistema

vacuolar y reticular asi como la presencia de nucleolo en el interior del nucleo

sefal del estado de actividad de estas células.
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Imagen 34. La observacion del citoplasma del fibroblasto artificial revela la
existencia de un complejo sistema de endomembranas con presencia de

abundante reticulo endoplasmatico y numerosas vacuolas. (12000x)

Imagen 35. Actividad secretora de los fibroblastos en el gel de fibrina-agarosa.
(12000x)
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4.5.4. Estructura microscopica del gel de fibrina-agarosa

Imagen 36. Estructura interna del gel estromal basado en fibrina y agarosa.
Destacar su riqgueza en fibras y material denso sobre el que asientan los
fibroblastos. (3000x y 1100x)
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4.6. Evaluacion del perfil de expresién de citogueratinas en

sustitutos de mucosa vesical desarrollados por Ingenieria

Tisular

Los resultados immunohistoquimicos obtenidos para cada tipo de
citoqueratinas en los dos grupos, control y mucosa vesical artificial obtenida
mediante técnicas de Ingenieria son descritos detalladamente en los siguientes

apartados.

4.6.1. Pancitoqueratina (complejo de citoqueratinas 1, 5, 6, 8, 10
y 18)

El andlisis de las muestras control de vejiga humana demostro la presencia de
este complejo en el epitelio urotelial.
Todas las muestras de mucosa artificial a los 7 y 14 dias de cultivo presentaron

buena expresion de esta citoqueratina con intensidad similar al urotelio

humano.
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Imagen 37. Andlisis de inmunofluorescencia para Pancitoqueratina en
muestras de vejiga humana control (sefial verde-FITC). La sefial azul
corresponde a los ndcleos celulares contratefiildos con DAPI.

| 14 dias
7 dias

Imagen 38. Andlisis de inmunofluorescencia para Pancitoqueratina en
muestras de mucosa vesical humana obtenida mediante técnicas de Ingenieria
Tisular (sefal verde-FITC). La sefial azul corresponde a los nucleos celulares

contratenidos con DAPI.
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4.6.2. Citoqueratina 7

Las muestras de control presentaron una expresion muy alta de citoqueratina 7

en las células epiteliales urinarias.
En los cortes de mucosa vesical artificial se observa una presencia importante

de esta citoqueratina que se distribuye homogéneamente a lo largo del epitelio
alos 7y 14 dias.

4.6.3. Citoqueratina 8

En la mucosa vesical control se demostré la presencia de citoqueratina 8 en

todo el espesor urotelial de las muestras analizadas.
Igualmente la mucosa vesical artificial expresa esta citoqueratina

comprobandose una positividad a la tincién importante a los 7 dias y algo

menor a los 14. .

109



Modelo de mucosa vesical humana desarrollado mediante Ingenieria Tisular

Imagen 39. Analisis de inmunofluorescencia para citoqueratina 7 en muestras
de vejiga humana control (sefial verde-FITC). La sefal azul corresponde a los
nucleos celulares contratefiidos con DAPI.

| 14 dias
7 dias

Imagen 40. Analisis de inmunofluorescencia para citoqueratina 7 en muestras
de mucosa vesical humana obtenida mediante técnicas de Ingenieria Tisular
(sefal verde-FITC). La sefial azul corresponde a los ndcleos celulares
contratefiidos con DAPI.

110



Resultados

Imagen 41. Analisis de inmunofluorescencia para citoqueratina 8 en vejiga
control (sefial verde-FITC). La sefal azul corresponde a los nucleos celulares
contratefiidos con DAPI.

I 14 dias
7 dias

Imagen 42. Analisis de inmunofluorescencia para citoqueratina 8 en muestras
de mucosa vesical artificial (sefial verde-FITC). La sefal azul corresponde a los
nucleos celulares contratefiidos con DAPI.
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4.6.4. Citoqueratina 4

En el urotelio normal no se observa expresion de la citoqueratina 4.

El epitelio de la mucosa vesical artificial tampoco muestra positividad para esta

citoqueratina en ninguna de las muestras.

4.6.5. Citoqueratina 13

El urotelio humano control presentd una alta positividad para la citoqueratina
13, con mayor intensidad en la cara luminal del epitelio de transicion que en su

zona basal.

En las muestras de mucosa con epitelio cultivado sobre el gel con base de
agarosa Y fibrina se observo también la presencia de esta citoqueratina aunque
con una expresion mas baja que en los controles. Su positividad fue mayor a

los 7 que a los 14 dias.
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Imagen 43. Andlisis de inmunofluorescencia para citoqueratina 4 en vejiga
control (sefial verde-FITC). La sefal azul corresponde a los nucleos celulares
contratefiidos con DAPI.

| 14 dias
7 dias

Imagen 44. Analisis de inmunofluorescencia para citoqueratina 4 en epitelio de
mucosa vesical artificial (sefial verde-FITC). La sefial azul corresponde a los
nuacleos celulares contratefiidos con DAPI.
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Imagen 45. Andlisis de inmunofluorescencia para citoqueratina 13 en vejiga
control (sefial verde-FITC). La sefal azul corresponde a los nucleos celulares
contratefiidos con DAPI.

1

I 14 dias
7 dias

Imagen 46. Analisis de inmunofluorescencia para citoqueratina 13 en epitelio
vesical artificial (sefial verde-FITC). La sefial azul corresponde a los nucleos
celulares contratefiidos con DAPI.
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4.6.6. Involucrina

La involucrina aparece con una expresion positiva leve en la mucosa vesical
humana normal analizada como se demuestra en la inmunofluorescencia de los

grupos control.

El epitelio artificial cultivado a partir de muestras de urotelio humano expresa

dicha proteina con buena intensidad tanto a los 7 como a los 14 dias.

4.6.7. Filagrina

Tanto el epitelio urotelial control como el cultivado artificialmente fueron

negativos para la expresion de esta proteina.

En resumen nuestra mucosa vesical obtenida mediante técnicas de Ingenieria
Tisular expreso con diferente concentracion citoqueratinas 7, 8, 13, involucrina

y pancitoqueratina (citoqueratinas 5, 8 y 18) (Figuras 14 y 15).
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Imagen 47. Andlisis de inmunofluorescencia para Involucrina en epitelio vesical
control (sefial verde-FITC). La sefal azul corresponde a los nucleos celulares
contratefiidos con DAPI.

! 14 dias
7 dias

Imagen 48. Andlisis de inmunofluorescencia para Involucrina en epitelio vesical
artificial (sefal verde-FITC). La sefial azul corresponde a los nucleos celulares
contratefiidos con DAPI.
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Imagen 49. Andlisis de inmunofluorescencia para Filagrina en epitelio vesical
humano control (sefial verde-FITC). La sefial azul corresponde a los nucleos
celulares contratefiidos con DAPI.

I 14 dias
7 dias

Imagen 50. Analisis de inmunofluorescencia para Filagrina en epitelio vesical
artificial (sefal verde-FITC). La sefial azul corresponde a los nucleos celulares
contratefiidos con DAPI.
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Figura 14. Resultados de inmunohistoquimica de las distintas citoqueratinas

en la muestra control y las obtenidas artificialmente.
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Figura 15. Esquema de resultados en la expresion de citoqueratinas
comparando muestra control y mucosa vesical artificial. La positividad se

simboliza en negro.
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5. Discusion
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La Ingenieria Tisular en el campo de la Urologia ofrece amplias perspectivas
ante la necesidad de la sustitucion tisular que exigen numerosas patologias del
aparato génito-urinario. En el futuro podria convertirse en una alternativa
terapéutica al reemplazo anatomico de un 6rgano como la vejiga o la uretra.
Para ello la basqueda de un sustituto artificial eficaz del tejido urinario se hace
imprescindible. Al contrario que otros tejidos que crecen y proliferan de forma
relativamente facil el cultivo artificial de urotelio resulta dificil y complejo (Lai &
Atala, 2002; Lanza et al., 2002).

En nuestra Tesis Doctoral hemos obtenido una mucosa vesical con
conformacién tridimensional mediante técnicas de Ingenieria Tisular. El
resultado es una estructura histologica similar a la natural: una mucosa vesical
con un urotelio superficial y un estroma conjuntivo bajo él que lo nutre y
sostiene. Para la formacion de estas estructuras necesitamos obtener células
viables tanto uroteliales como estromales, desarrollar técnicas de cultivo y

proliferacion eficaces y formar un tejido de sostén adecuado.

La inmersion en EDTA de la muestra de mucosa completa ha demostrado ser
una técnica con la que se liberan abundantes células epiteliales con buena
proliferacion posterior. La utilizacién de células liberadas en diferentes tiempos
de inmersion (15, 30 y 45 minutos) nos permitié observar que a los 30 minutos
de inmersién se obtienen mayor cantidad de células liberadas.

Este dato coincide con otros autores (Hutton et al. 1993; Southgate et al., 1994)
que utilizan la disgregacion enziméatica para la obtencion de células uroteliales.
Las dos enzimas proteoliticas mas utilizadas son la dispasa que logra disociar
el epitelio de la membrana basal y la tripsina que libera un niumero elevado de

células.

En nuestra experiencia el raspado de la muestra sobre superficie de cultivo (se
intentd al menos en 3 muestras previas al estudio) no resultd util por la facil
contaminacion de los cultivos y la falta de capacidad de proliferacion de las

células obtenidas. Sin embargo otros autores afirman que el simple raspado de
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la superficie de la muestra con hoja de bisturi puede bastar para obtener un
cultivo de células uroteliales (Liebert et al., 1990; Cilento et al., 1994). Esta
técnica puede comprometer la viabilidad de las células y por tanto el éxito del

cultivo.

En otros estudios se han cultivado células uroteliales procedentes de la
descamacion celular del aparato urinario sedimentando la orina (Herz et al.,
1985; Zhang et al., 2008) aunque esta técnica presenta el inconveniente de un
bajo numero celular por muestra y la posibilidad que en el sedimento se
encuentren otro tipo de células o microorganismos diferentes a las uroteliales.
Por el contrario presenta la ventaja de poder utilizar células del propio
organismo sin necesidad de toma de biopsia ni intervencion quirdrgica
(Southgate et al., 2002).

Respecto a la procedencia de las biopsias hemos observado en general una
mejor viabilidad y proliferacion celular epitelial en las muestras de pared de

uréter y pelvis frente a las de vejiga.

Las razones para estas diferencias posiblemente se deban a que las muestras
de vejiga eran obtenidas de intervenciones de adenomectomia prostatica lo
cual supone una vejiga sometida a cierto grado de obstruccién distal. Esto
implica vejigas de lucha, hipertrofiadas, con un urotelio que ha sufrido mayor
trabajo e incluso retencién urinaria crénica con el consiguiente desgaste del
epitelio. Ademas estos pacientes eran mas afiosos de media que los pacientes
sometidos a cirugia de vias altas (riidn y uréter). Estos dos factores parecen
influir en la presencia de células con capacidad proliferativa y regenerativa en
el interior del urotelio aunque no hemos encontrado datos en la literatura al

respecto.

Es conocido sin embargo que las células adultas 6rgano-especificas, como las
utilizadas en nuestro trabajo, poseen ciertas limitaciones como la dificultad de
obtencion, la baja capacidad de proliferacion y la reducida funcionalidad del
tejido obtenido in vitro (Mora, 2009). Por eso en el futuro se plantea la

utilizacion de células troncales multi y pluripotenciales capaces de renovarse
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indefinidamente y diferenciarse especificamente a los tipos celulares
deseados.

Recientemente se ha publicado la diferenciacion de células troncales
embrionarias de ratdn a tejido urinario. En dicho trabajo se cultivan estas
células de raton con células del mesénquima de la vejiga. Las células de origen
vesical estimulan la diferenciacion de las células troncales a epitelio urinario
(Oottamasathien et al., 2006). Ademas las sefiales emitidas por estas células
son capaces de estimular también la diferenciacion de células multipotentes
adultas como las de médula 6sea hacia urotelio (Anumanthan et al., 2008).
Conocer esas sefiales y sus mecanismos de accion sera otra interesante linea

de investigacion en el futuro.

Zhu et al. (2010) han realizado constructos de mucosa vesical con matrices
acelulares de vejiga en las que se sembraron células madre adipociticas. En la
autopsia posterior del animal donde se implantaron, se observé un tejido con
urotelio en superficie, células musculares y tejido nervioso. Su uso por tanto

mejora los reemplazos realizados Unicamente con matriz acelular.

En la actualidad no se han podido localizar las células madre uroteliales por lo
que partimos de células uroteliales adultas obtenidas en biopsia o
descamacion. Poder identificarlas y obtenerlas para a partir de ellas lograr un
cultivo y una proliferacibn mas efectiva, es una linea de investigacion
interesante con muchas posibilidades de futuro. Quiza conocer en qué zona
anatdmica son mas abundantes, algunos autores apuntan al trigono vesical
(Pastor-Navarro et al., 2010), o poder disponer de algin marcador especifico

facilitara su conocimiento y su posterior uso en medicina regenerativa

Respecto al cultivo de las células de la matriz, la inmersién de la muestra en
colagenasa y la utilizacibn de medios no enriquecidos para el cultivo de
fibroblastos ha demostrado ser una técnica sencilla y eficaz. Se obtuvieron con
ella gran cantidad de células estromales con una rapida proliferacion. Estos
resultados coinciden con los datos publicados por otros investigadores (Orwin
& Hubel, 2000; Alaminos et al., 2007; Sanchez- Quevedo et al., 2007).
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En cuanto al desarrollo de cultivo en esta Tesis Doctoral hemos utilizado
contenedores habituales, como la mayoria de estudios (De Boer et al., 2008),
con buenos resultados. Otros autores cultivan el urotelio sobre fibroblastos
atenuados 3T3 que funciona como capa de alimentacién para las células
epiteliales (De Diego et al., 2006; Zhang et al.,, 2001). Estas células son
fibroblastos de raton atenuadas con radiacion o con mitomicina, lo cual inhibe

Su crecimiento pero le permite nutrir a la capa superficial de epitelio.

Las células uroteliales en nuestro trabajo no fueron sometidas a mas de 2-3
pases utilizdndose en la mayoria de las ocasiones directamente el cultivo
primario para el crecimiento sobre gel de fibrina-agarosa. Observamos que los
sucesivos subcultivos presentaban una velocidad de proliferacion mucho mas
limitada que los tejidos primarios. Sin embargo las células estromales de
mucosa vesical demostraron una capacidad proliferativa mantenida hasta el 7°-
8° pase de subcultivo con gran facilidad para la confluencia. Otros autores han
descrito como las células uroteliales se mantienen estables tras varios pases
en subcultivo (Hutton et al., 1993; Southgate et al., 1995) pudiendo obtenerse
entre 6-11 cultivos consecutivos sin perder su patron cromosémico normal.

Ademas mantienen su capacidad expansora en cultivo y su viabilidad.

Una vez desarrollada una técnica efectiva de obtencion y cultivo de células
uroteliales se procedié a la construccion de una mucosa sembrando el epitelio
sobre una base estromal. El cultivo celular sobre geles de quitosan, agarosa,
colageno vy fibrina, entre otros materiales, ya ha demostrado buenos resultados.
Estos materiales se han utilizado para el cultivo de células epidérmicas,
corneales, endoteliales y también de epitelio uretral (Meana et al., 1998; Bach
et al., 2001; Llames et al., 2004; Talbot et al., 2006).

En nuestra Tesis Doctoral hemos conseguido una buena proliferacion urotelial
sobre un gel mixto de fibrina y agarosa al 0,1% donde se siembran células
estromales vesicales que crecen en estructura tridimensional. Este modelo

estromal ya habia demostrado su eficacia en otros tejidos como la mucosa oral
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y la cornea (Sanchez-Quevedo et al., 2007; Alaminos et al., 2006), sin embargo

es la primera vez que este biomaterial se aplica en el aparato urinario.

Nuestro modelo favorece el crecimiento urotelial que se estimula por la capa
inferior de fibroblastos vesicales. La utilizacion de fibrina tiene una ventaja
adicional y es que, al proceder del plasma sanguineo, incorpora numerosas
citoquinas y factores de crecimiento que facilitan la generacion de un excelente
micromedioambiente que potencia la proliferacion y el desarrollo de las células

utilizadas en el constructo.

Otros autores han utilizado para el cultivo de urotelio distintos biomateriales
gue buscan no so6lo dar soporte fisico sino también un ambiente adecuado en
el que las células puedan nutrirse y dividirse con facilidad para conformar una
correcta estructura tridimensional. Se han utilizado materiales naturales y
sintéticos presentando todos unas caracteristicas comunes como la porosidad,

resistencia, biodegradabilidad y estructura tridimensional especifica.

Tanaka et al. (2010) demostraron en un modelo experimental en conejos que el
uso de pared vesical completa (en teoria el sustituto perfecto) de donante para
cubrir una porcion vesical producia hiperplasia del urotelio con engrosamiento
del estroma y zonas inflamatorias con colonizacion de las células en uno y otro

sentido incluso meses después del trasplante.

En general, descartado el uso de vejiga completa, se han usado tres tipos de
biomateriales para la ingenieria de los tejidos génito-urinarios: materiales
derivados de la naturaleza (colageno y alginato), matrices acelulares
(submucosa vesical e intestinal) y polimeros sintéticos (acido poliglicélico, acido
polilactico) (Atala, 2003). La biocompatibilidad de es estos materiales se ha
probado en urotelio humano y células musculares vesicales (Pariente et al.,
2001; Pariente et al., 2002).

En muchos estudios se ha utilizado submucosa vesical como bioestructura
sobre la que multiplicar el urotelio con buenos resultados (Atala et al., 1999;
Yoo et al., 1998). La técnica habitual suele ser la descelularizacion de vejigas
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obtenidas generalmente de cadaver con microdiseccion posterior de la
submucosa separdndola de la mucosa y muscular-serosa. De esta forma se
obtiene una matriz acelular de colageno que puede implantarse directamente
en el paciente siendo colonizada por tejido sano o que se puede utilizar para

cultivar células uroteliales sobre ella.

Se ha demostrado en modelo animal que al implantar matrices acelulares
obtenidas de segmentos de vejiga completa 0 estbmago en una vejiga sana a
modo de reconstruccion aparece neoformacion vascular en la matriz de forma
precoz y que a las cuatro semanas el musculo liso coloniza su interior. La
superficie de estas neovejigas se cubri6 ademas completamente por urotelio
(Sutherland et al., 1996; Southgate et al., 2002).

Kundu et al. (2010) proponen una optimizacion de estas matrices acelulares
cubriéndola con una lamina fina de polimeros. Esto favorece el crecimiento del
epitelio, ya que una superficie fibrosa inhibe la proliferacién de las células
uroteliales. Ademas favorece las uniones intercelulares, disminuye la

permeabilidad del tejido y mejora su funcion de barrera.

Sin embargo otros estudios demuestran que los resultados del uso de matrices
con células del aparato urinario cultivadas son superiores al implante de
matrices acelulares. Jayo et al. (2008), tras utilizar un modelo canino de
cistectomia subtotal con sustitucion artificial posterior, afirman que las matrices
acelulares, aunque colonizadas por material celular tras su colocacion,
presentaban mayor cantidad de fibrosis y retraccion, y un aspecto menos
similar a la vejiga natural microscépicamente que aquellos injertos con células
cultivadas previamente en laboratorio que presentaron resultados mas
fisiolégicos. De esta forma el uso de constructos con células cultivadas de
forma artificial parece mejorar los resultados del uso de matrices aisladas para

la sustitucion del tejido.

Al comparar el cultivo de células uroteliales en diferentes matrices acelulares
para valorar su actividad proliferativa y viabilidad se ha demostrado que
independientemente del tipo de matriz de colageno utilizada (submucosa
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intestinal o vesical) las células uroteliales presenta mejor proliferacién y
viabilidad utilizando medios extraidos de cultivos de fibroblastos y por tanto
enriquecidos con sustancias producidas por estas células (Ram-Liebig et al.,
2004).

Analizados los resultados de otros autores todo parece apuntar que una matriz
como el gel de fibrina, agarosa y fibroblastos que asegure la presencia de
colageno podria suponer el sostén y el estimulo necesario para una correcta
formacion de urotelio y, de esta forma conseguir una matriz con células
cultivadas artificialmente que constituya un sustituto eficaz y fisiol6gico de la

vejiga.

Nuestro trabajo utilizando un estroma artificial con fibroblastos en un gel de
fibrina-agarosa ha demostrado una adecuada biocompatibilidad al permitir un
buen crecimiento de las células. Este crecimiento y expansion se ve limitado
por el tamafio de la superficie de cultivo. Quiza podamos obtener areas de
cultivo més extensas con el uso de contenedores de mayor tamafio y por tanto
consiguiendo a la vez mayor cantidad de estroma, aunque esto podria afectar a

la viabilidad del implante en el vivo.

Un posible defecto que plantea el constructo obtenido es su escasa resistencia
fisica para un futuro implante en un organismo. Seria necesario estimular la
sintesis de colageno por los fibroblastos para que formen una red de esta
sustancia en el gel o el uso de alguna matriz de sujeciéon, tipo malla de
poliglactin por ejemplo, para mejorar esta caracteristica. El uso combinado de
malla y gel de fibroblastos ya se ha realizado con éxito en otros trabajos y
podria permitir su paso al sujeto vivo (De Diego et al., 2004; De Diego et al.,
2006).

Después de seleccionar las células a utilizar en niumero suficiente y elegido el
sustrato estromal mas apropiado, es importante evaluar histolégicamente el
tejido artificial formado. Para ello en este trabajo hemos utilizado la microscopia

optica y microscopia de transmision. Nuestros resultados revelan que la
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mucosa generada en el laboratorio por Ingenieria Tisular muestra gran similitud

estructural con la mucosa vesical humana nativa utilizada como control.

Por microscopia optica podemos observar un estroma con alta presencia
celular en todo el espesor y sobre la misma un epitelio monocapa con buena
adhesidn intercelular y con zonas en las que la confluencia de células da lugar

a imagenes similares al epitelio transicional del urotelio.

En comparacion al urotelio normal no podemos establecer en nuestra mucosa
distintas zonas (basal, intermedia y superficial). Nuestras células aparecen
aplanadas buscando la conexion intercelular y el epitelio parece una forma mas
inmadura de urotelio semejante al de la mucosa vesical cuando la vejiga se

encuentra distendida.

La utilizacibn de la técnica completa de inmersion para buscar unas
condiciones similares a la vejiga humana en el desarrollo del urotelio podria ser
la causa de haber obtenido una capa de células epiteliales en lugar de varias

como en es el caso de la muestra control.

El cultivo de interfase aire-liquido si ha demostrado favorecer la formacion de
distintos epitelios estratificados (Casasco et al., 2001; Sanchez-Quevedo et al.,
2007). Asimismo, en el caso del urotelio, otros autores han logrado aumentar el
namero de capas utilizando dicha técnica (Scriven et al., 1997). Dicho aumento
también se ha conseguido con el aporte exdégeno en el medio de cultivo de
calcio, en una concentraciéon de 1.5 mMol/litro, configurandose un epitelio
transicional urinario ortotipico (Southgate et al., 1994; Sugasi et al., 2000;
Nagele et al., 2008).

El tiempo de cultivo también ha podido influir en la citoarquitectura del epitelio
urotelial ya que el crecimiento tridimensional de estas células suele ser lento,
una media de 30 dias entre cultivo primario y formacion de capas segun

algunos estudios (Nagele et al., 2008). Mientras que en nuestro estudio que ha

130



Discusién

sido objeto de esta Tesis Doctoral hemos realizado el analisis de los
constructos a los 7 y 14 dias, con el fin de asegurar la viabilidad de nuestros

sustitutos de mucosa vesical y poder realizar un analisis histolégico correcto.

La utilizacion de cortes semifinos nos permiti6 valorar correctamente la
presencia de las células epiteliales aplanadas sobre un gel muy rico en
estructuras fibrilares y en cuyo interior destacaba la presencia de fibroblastos
con abundantes prolongaciones, citoplasma denso y nucleo prominente con
nucleolos. La actividad celular por tanto en el equivalente de mucosa vesical

parece completa y viable.

Entre el epitelio cultivado y el gel de agarosa y fibrina con fibroblastos vesicales
no hemos observado mediante microscopia O6ptica la formacion de una
membrana basal desarrollada, aunque las células epiteliales se disponen de
forma lineal sobre el estroma con un limite claro de separacion. En otros
estudios con urotelio cultivado sobre mallas de colageno si se ha podido
comprobar su existencia utilizando anticuerpos frente a laminina (Moriya et al.,
2003).

Sin embargo al analizar las muestras con microscopio electronico de
transmision si destacaba en la interfase epitelio-conectiva unas zonas de
condensacion lineales con unas imagenes sugerentes de uniones de
membrana a este nivel en la cara citoplasmatica. Esta observacion nos hace
pensar que el urotelio inmaduro forma en algunas zonas una membrana basal
a la que busca unirse desarrollando sistemas de anclaje propios de este
epitelio (Matthews & Martin, 1974).

El estudio mediante microscopia electronica de transmision del urotelio humano
artificial revel6 también la presencia de complejos de unién intercelular,
fundamentales en la funcién de este epitelio como barrera. En el citoplasma
encontramos abundancia de estructuras fibrilares compatibles con un

citoesqueleto algo inmaduro. La célula epitelial urotelial presenta también
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microvellosidades en su cara luminal sin embargo en nuestras células no

observamos su formacion.

En las zonas intercelulares de nuestro epitelio destaca una gran presencia de
matriz secretada y abundantes interdigitaciones celulares. Dentro de las
uniones de membrana se observaron uniones estrechas y desmosomas de tipo
inmaduro. La presencia de prolongaciones citoplasmaticas hacia el espacio
intercelular asi como abundantes uniones entre células son algo propio de este
tipo de epitelio (Zhang & Frey, 2003).

Con esta técnica se observo también la rigueza del conectivo subyacente de
fibrina-agarosa con abundancia de fibrillas y fibroblastos con extensas
prolongaciones en cuyo interior destaca la presencia de reticulo endoplasmico
con vacuolas mielinicas. Se pudo comprobar también la gran actividad
metabdlica y secretora de estas células. El conectivo fibroso no parece

organizado salvo en algunas zonas limitadas.

El resultado final del modelo tras la evaluacion microscopica, tanto utilizando la
microscopia Optica como el microscopio electronico de transmision, permite
comprobar que la utilizacion de células uroteliales y fibroblastos obtenidos a
partir de biopsias, y la utilizacion de un sustituto estromal de fibrina y agarosa
posibilita el desarrollo de una mucosa artificial constituida por un epitelio con
una buena diferenciacién y por un estroma con estructura semejante a la

mucosa urinaria.

El epitelio de la mucosa vesical, al igual que el resto de epitelios humanos,
cumple sus funciones a través de la expresién de una serie de proteinas
especializadas. Entre ellas destacan las citoqueratinas (CKs), proteinas de
filamento intermedio, tipicas de las células epiteliales que forman una compleja

familia de 20 polipéptidos diferentes (Franke et al., 1981; Rojas et al., 1998).
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Las citoqueratinas son codificadas por un elevado numero de de genes. Estas
proteinas pueden ser encontradas en las células en diferentes combinaciones
de polipéptidos tipo |, acidos, y tipo Il basicos. Como proteinas de filamento
intermedio, las funciones en el epitelio de las citoqueratinas estan asociadas al
citoesqueleto y a las uniones intercelulares. Por este motivo son necesarias
para el mantenimiento de la forma celular, integridad, morfologia y cohesion

entre las células epiteliales.

Se consideran excelentes marcadores de los diferentes patrones de
diferenciacion epitelial (Moll et al., 1982). Particularmente, la expresion de
diferentes grupos de citoqueratinas parece ser especifica de cada tipo de

epitelio y de su momento de maduracién (Raul et al., 2004).

Su estudio en diferentes epitelios formados mediante técnicas de Ingenieria
Tisular se viene realizando desde hace afos sirviendo de evaluacion
histol6gica del tejido formado respecto al control pudiéndose comparar la
expresion de proteinas de cada uno de ellos (Moll et al., 1982; Petzoldt et al.,
1994; Moriya et al., 2003; Alaminos et al., 2007).

El epitelio simple tiende a expresar CKs 7, 8, 18 y 19, mientras que el epitelio
estratificado no queratinizado expresa grandes cantidades de CKs 4 y 13 en
células de la capa suprabasal, y CKs 5y 14 en las células de la capa basal
(Sanchez-Quevedo et al., 2007).

El epitelio transicional o urotelio es un tipo especial de epitelio que expresa una
serie de citoqueratinas comunes a distintos tipos de epitelios (simple,
pseudoestratificado y estratificado). Expresa citoqueratinas 7, 8 y 18 en todas
sus capas, CK 5 en la capa superficial, y CK 13 en todas sus capas salvo en la

superficial.
El patron de citoqueratinas mostrado por el urotelio es similar para vejiga

adulta, uréter y pelvis con pequefias diferencias respecto a la distribucién de

las mismas segun el estrato basal, medio y superficial (Alonso et al., 2009).
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También existen algunas diferencias entre la vejiga madura desarrollada y
embrionaria (De la Rosette et al., 2002).

En nuestro estudio encontramos mucha similitud en la expresion de
citoqueratinas entre la mucosa vesical humana control y la obtenida a partir del
cultivo de urotelio sobre un gel con base de fibrina y agarosa con fibroblastos

de vejiga humana.

En relacion con las citoqueratinas de epitelio simple, las citoqueratinas 7 y 8,
hay que sefialar que su presencia estd descrita en el epitelio transicional
(Alonso et al., 2009), y que fueron positivas para la muestra control. Su

expresion fue positiva también en nuestros epitelios de mucosa vesical artificial.

Este resultado coincide con otros autores (Scriven et al.,, 1997) que observa
expresion moderada de CK 7 en las muestras control y también en las células
obtenidas tanto de cultivos primario como en el urotelio formado sobre un
estroma descelularizado. Respecto a la CK 8 encuentra una expresion baja en
capas inferiores de los controles y de las muestras cultivadas, observando sin
embargo una muy alta expresién en las células superficiales, al igual que en

nuestro estudio.

Sugasi et al. (2000) encuentran también expresiéon de CKs 7 y 8 tanto en
urotelio nativo como en constructos de vejiga artificial con una expresion

moderada o baja en todas las capas.
Este resultado indica que el modelo de estroma de fibrina-agarosa facilita un
desarrollo secuencial y progresivo en la maduracién epitelial como refleja la

expresion de las citoqueratinas 7 y 8.

En nuestro estudio ambos tipos de epitelio (nativo y artificial) expresaron

citoqueratina 13. Esta citoqueratina, como hemos comentado previamente, es
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un marcador de estratificacion propio de epitelio pavimentoso no queratinizado
(Van der Velden et al., 1999; Montenegro et al., 1998; Rojas et al., 1998).

La citoqueratina 13 aparece en todas las capas del urotelio humano de forma
irregular segun la localizacion del mismo (papila, uréter o vejiga) y su expresion
suele ser negativa en la capa mas superficial (Moll et al., 1988; Alonso et al.,
2009). Otro aspecto importante de esta citoqueratina es que su expresion se
pierde en algunos tipos de tumores vesicales segun su grado y estadio
(Southgate et al., 1999).

Se ha observado que el epitelio vesical tanto in vivo como in vitro es negativo
para la citoqueratina 4 (White et al., 1996), un marcador de estratificacion
como indicamos con anterioridad (Rojas et al. 1998). Este resultado coincide
con los datos aportados en nuestro estudio ya que no se expresa en ninguna
de las muestras. En ninguno de los estudios consultados se analiza la
expresion de esta citoqueratina en urotelio cultivado (Petzoldt et al., 1994;
Scriven et al., 1997; Sugasi et al., 2000).

Algo similar ocurre con la filagrina, una proteina de adhesion propia de
epitelios queratinizados, que no se expresa en el urotelio nativo humano y que
fue negativa en nuestras muestras control y en las mucosas obtenidas en

laboratorio.

En nuestro estudio el urotelio cultivado sobre gel de fibrina y agarosa mostro
ser positivo para la expresiéon de involucrina, una proteina citoplasmatica
relacionada con el engrosamiento de la cara interna de la membrana celular. La
involucrina se expresa con mayor concentracion en las capas superficiales de
la epidermis pero también en la superficie del urotelio normal. Se considera por
algunos autores un marcador de diferenciacién urotelial alterandose su
distribucion en distintos tipos de tumores uroteliales como los de alto grado o

los de tipo escamoso (Walts et al., 1985). La expresion de involucrina en

135



Modelo de mucosa vesical humana desarrollado mediante Ingenieria Tisular

nuestro material se relaciona asimismo con la falta de expresion de filagrina

como ha sido asimismo descrito en los epitelios malpighianos.

En relacibn con el complejo de citoqueratinas 5, 6, 8, 18, 10, 1 —
pancitoqueratina— se comprobd su expresion tanto en la muestra control,
posiblemente en relacion a las citoqueratinas 5, 8 y 18 presentes habitualmente
en el urotelio humano (Achtstatter et al., 1985), como en la mucosa artificial.
Estos resultados coinciden con lo descrito en la literatura (Sugasi et al., 2000;
Southgate et al., 1999; Scriven et al., 1997).

La expresibn de este importante complejo de proteinas es utilizada por
algunos autores como marcador unico de la presencia de urotelio en un cultivo

demostrando la eficacia o no de una técnica (Feil et al., 2006).

Al analizar la evolucién en la presencia de citoqueratinas en el urotelio artificial
a los 7 y 14 dias de cultivo sobre el estroma de fibrina-agarosa y fibroblastos,
no hemos encontrado diferencias de interés salvo una leve mayor expresion de

citoqueratinas 8 y 13 a los 7 dias frente a los 14.

Respecto a la relacion entre patron de citoqueratinas expresadas por el urotelio
y estado de maduracion del mismo De la Rosette et al. (2002) publican un
trabajo en el que analizan la presencia de citoqueratinas en urotelio humano en
distintas semanas de gestacion y el primer afio de vida. Sus principales
conclusiones son que la maduracion del epitelio en relacién al aumento del
volumen vesical produce una disminucion progresiva de la expresion de CK 7
(aunque permanece presente en urotelio maduro), una pérdida de la CK 13 en
la capa superficial manteniéndose en el resto de estratos y una expresion

constante de CK 8 en todas las etapas.
Nuestro urotelio, con presencia en alta concentracion de estos tres filamentos

intermedios, seria por tanto similar a un epitelio vesical en estado inmaduro o

fetal.

136



Discusién

Aungue nuestra mucosa vesical no alcanzoé en los dias estudiados las capas o
zonas existentes en la muestra control la expresion de citoqueratinas
observada es compatible con la que presentan las células de la muestra control

lo que indica la analogia del constructo desarrollado.

A nivel del corion pudimos observar que las muestras del constructo artificial
formado sobre gel de fibrina-agarosa presentaban buena celularidad en todo su
espesor con presencia de numerosos nucleos tefidos. Este nuevo material
desarrollado en el laboratorio constituye por tanto una matriz bioldgica Gtil para
la proliferacién de fibroblastos formando un estroma viable para el crecimiento

epitelial y la sustitucién vesical.

En su conjunto los resultados obtenidos en la presente Tesis Doctoral
demuestran que la mucosa vesical artificial que hemos obtenido mediante
técnicas de Ingenieria Tisular presenta numerosas similitudes en el epitelio y
en el estroma con la mucosa vesical normal. Las pruebas realizadas
demuestran la progresiva formacion y maduracion del epitelio en los sustitutos

de mucosa vesical obtenidos en el laboratorio.

Por todo ello, consideramos que nuestro modelo de mucosa vesical artificial
humana fabricada a partir de fibrina y agarosa podria ser util en el tratamiento
de diferentes patologias que afectan la integridad de la vejiga. Estudios
posteriores a realizar en el contexto de un ensayo clinico determinaran la

utilidad de estos tejidos en la clinica humana.

Aln nos encontramos lejos de una sustitucion completa y funcional de la vejiga,
pero esta nueva linea de investigacidon nos permite no solo trabajar hacia el
reemplazo de érganos sino también en un mayor conocimiento de la fisiologia
de dichas estructuras y a su aplicacion en otros campos como la cirugia

pediatrica y la farmacologia.
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6. Conclusiones
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De acuerdo con los objetivos planteados en la presente Tesis Doctoral

concluimos que:

1. La metodologia desarrollada en la presente Tesis Doctoral, permite el

aislamiento y cultivo de células madre epiteliales de estirpe urotelial y
estromales de estirpe fibroblastica a partir de biopsias de mucosa vesical
humana, y su posterior utilizacion para la elaboracion de constructos de

mucosa vesical artificial.

2. La asociacion de biomateriales constituidos por fibrina y agarosa y de
poblaciones celulares de estirpe urotelial y fibroblastica procedentes de
biopsias permite la elaboracion de un sustituto de mucosa vesical

artificial humana similar a la mucosa vesical ortotipica.

3. La evaluacion in vitro de la mucosa vesical artificial humana elaborada
de acuerdo con la metodologia desarrollada en la presente Tesis
Doctoral pone de relieve la existencia de un patrén histolégico, con
microscopia 6ptica y microscopia electronica, constituido por un epitelio
simple y un estroma mixto de fibroblastos y fibrina-agarosa que resulta
ser analogo al patrén histolégico ortotipico de la mucosa vesical
humana, y, en consecuencia, potencialmente utilizable en los sustitutos

de Ingenieria Tisular del aparato urinario.

4. La evaluacion in vitro de la mucosa vesical artificial humana elaborada
de acuerdo con la metodologia desarrollada en la presente Tesis
Doctoral pone de relieve, en el urotelio, la existencia de un patron hibrido
de expresion de citoqueratinas caracterizado por la presencia de

citoqueratinas de epitelio simple y estratificado, y en el estroma la
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existencia de un patron de soporte biocompatible que en su conjunto

configuran una mucosa vesical.
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