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La ingenieria tisular es una rama pionera de la investigacion, la cual en las
ultimas décadas ha desarrollado grandes avances en los manejos y
tratamientos de patologias. Dichos manejos convencionales son insuficientes
e incluso en algunos casos nocivos para el mismo paciente. Una de las
ramas que se ha visto beneficiada con estos grandes avances ha sido la
urologia. Dentro del campo de la ingenieria tisular, los manejos y la creacidn
de tejidos artificiales con células madre abren actualmente una gran puerta
de posibilidades para el manejo de patologias urologicas. En este contexto
las células madre de la gelatina de Wharton presentan un enorme potencial
para el desarrollo de nuevos manejos y tratamientos en el campo de la
urologia. En la presente Tesis Docotoral se explicaran las caracteristicas del
sistema urinario tanto anatomicas, embrioldgicas como histolégicas. Asi
mismo, se explicaran las diversas patologias urolégicas y sus actuales
manejos, asi como los efectos adversos y las limitaciones que dichos
manejos presentan. Finalmente en este trabajo se expondran los avances de
la ingenieria tisular en el campo uroldgico, y el potencial actual de las células

madre de la gelatina de Wharton.
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1. SISTEMA URINARIO

El sistema urinario (1) estd conformado por dos rifiones, y las vias urinarias

conformadas por dos uréteres, la vejiga urinaria y la uretra (Figura 1).

Orificio —

dal urdtar = Eeatay:

intarno

—— Esfinter
externs

Uretra "

Figura 1. Imagen extraida de
http://delichildrens.kramesonline.com/spanish/HealthSheets/3,S,40092. Esquema ilustrativo

de la organizacién anatémica del sistema urinario

En general, el tracto urinario es esencialmente igual tanto en hombres como
en mujeres. Las funciones del sistema urinario son fundamentales debido a
que las células del cuerpo humano todos los dias generan desechos entre
los que se encuentran electrolitos, urea, acido urico, creatinina, entre otros.
Estos desechos son tdxicos para el cuerpo humano, por esta razén, son
llevados al torrente sanguineo y de alli trasladados al sistema urinario donde
son depurados, filtrados, almacenados de forma transitoria y posteriormente
eliminados. El principal desecho es la orina el cual, el cual es un liquido
organico, transparente y amarillento, compuesto de sustancias de desechos
de las células, cuya composicion es primordialmente agua, sales minerales,
urea, acido urico y creatinina. En este contexto, los érganos encargados de
la produccion continua de la orina son los rifiones; una vez producida la orina
en los rifiones, pasa a los uréteres que son conductos de forma cilindrica
cuya funcién es la de transportar la orina desde los rifiones hasta la vejiga
urinaria. Fundamentalmente en la vejiga urinaria la orina es almacenada y
acumulada para luego ser evacuada intermitentemente a través de la uretra,

el 6rgano de excrecion final de la orina por donde es expulsada al exterior

2).
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1.1 Rifiones:

1.1.1 Embriologia del rifién:

Durante la etapa embrionaria, se forman tres grupos de rifiones. El primer
grupo también llamado pronefros son estructuras no funcionales las cuales
son bilaterales y transitorias, que aparecen en el embridon al principio de la
cuarta semanas. Estos pronefros, degeneran rapidamente, aunque la mayor
parte de la longitud de sus conductos se mantienen y son usados por el
siguiente grupo de rifiones los cuales se denominan mesonefros. Los
mesonefros son érganos excretores largos y gruesos, aparecen al final de la
cuarta semana. A diferencia de los pronefros, los mesonefros estan bien
desarrollados y funcionan como rifiones provisionales durante cuatro
semanas hasta que se forman los rinones permanentes. Hacia el final del
primer trimestre los mesonefros degeneran. Posterior a los pronefros y
mesonefros aparecen los metanefros, también conocidos como primordios de
los rifiones permanentes, los cuales se comienzan a formar al inicio de la
quinta semana y empiezan a funcionar aproximadamente cuatro semanas
después. Los rifiones permanentes tienen dos origenes uno es el diverticulo
metanéfrico que es una excrecencia del conducto mesonéfrico cerca de su

entrada a la cloaca y el otro es el blastema metanefrogeno (1).

1.1.2 Anatomia del rifién:

A nivel anatomico encontramos dos rifiones, los cuales son semejantes, pero
su situacién retroperitoneal, paravertebral y toracoabdominal, les confiere

relaciones diferentes a la derecha y a la izquierda (2,3).

En su porcién externa el rindn tiene una forma de semilla de guisante,
ademas de presentar un hilio el cual se encuentra orientado medialmente. El
rindn presenta dos caras, una anterior y ubicara en direccion anterolateral, y
otra cara posterior la cual es casi plana. Asi mismo, dos bordes uno lateral, el

cual es convexo y uno medial el cual es céncavo, el cual se interrumpe por el
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hilio renal (1,2). Ademas de sus caras y bordes, los riflones presentan dos
polos: el polo superior, el cual es ancho, redondeado e inclinado levemente
en sentido medial y el polo inferior el cual es mas alargado y vertical (3). El
rindn, en su porcidbn mas externa presenta una capsula fibrosa unida al
parénquima renal, el cual se prolonga hacia el seno renal por las papilas, y

las vias excretoras, formadas por los calices y la pelvis renal (2).

En lo que se refiere a la irrigacion arterial de los rifiones, destacan las
arterias renales derecha e izquierda. Ademas de las arterias renales, ambos
rinones son irrigados arterialmente por las arterias extrarrenales e
intrarrenales. Por otra parte, la irrigacion venosa se encuentra dada por las

venas renales derecha e izquierda respectivamente (2,3).

Para poder cumplir a cabalidad sus funciones el rifion posee un sistema de
inervacion el cual proviene, de los ganglios aorticorrenales, de los ganglios
renales, del plexo renal, de los nervios esplacnicos mayor y menor, del plexo
celiaco, del ganglio mesentérico superior y en algunos casos del tronco

simpatico superior (2).

1.1.3 Histologia del rifién:

La estructura general del rifidn desde el punto de vista histologico incluye
estructuras tales como: capsula renal, corteza renal, medula renal, l6bulos y

lobulillos renales y nefrona.

En primer lugar, la capsula renal es la superficie del rifidén la cual se
encuentra rodeada por una capa de tejido conectivo denso, el cual consiste
en una capa externa compuesta de fibroblastos y fibras de colageno.

Ademas contiene una capa interna que se compone de miofibroblastos (3).

En segundo lugar, la corteza y médula renal son estructuras del rifidon que
se pueden observar macroscopicamente con facilidad. La zona superficial se
denomina corteza renal y la zona mas profunda, medula renal (Figura 2)
(1,3).
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Figura 2. Corte histoldgico tefiido con hematoxilin-eosina de rifidén. Imagen tomada del

microscopio virtual http://histologia.ugr.es/departamento/

Por otra parte, la corteza renal esta compuesta por los corpusculos renales
junto con los tubulos rectos y los tubulos contorneados de las nefronas, los
tubulos y conductos colectores asi como una extensa red vascular. Cabe
destacar que la nefrona es la unidad funcional basica del rindn. En el rindn
encontramos aproximadamente dos millones de nefronas las cuales tienen a

su cargo la produccion de la orina.

En lo que se refiere a la médula renal cabe destacar que esta constituida por
los tubulos rectos, conductos colectores y una red capilar de vasos rectos.
Los tubulos rectos de la nefrona y los conductos colectores continuan de la
corteza a la medula acompafnados de los vasos rectos los cuales se
encuentran paralelos a los diversos tubulos (3). Debido a la distribucion y las
diferentes longitudes de los tubulos de la médula, en conjunto forman las
piramides medulares. Encontrando de ocho a doce piramides a nivel renal.
Estas piramides se encuentran cada una dividida en una zona denominada
medula externa y una zona denominada medula interna (3). Los I6bulos y
lobulillos renales histolégicamente estan formados de la unién de cada
piramide renal y el tejido cortical asociado a la base y a sus lados. Estos
I6bulos a su vez se subdividen en lobulillos formados por un radio medular

central y la corteza renal que lo circunda (3).
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Debido a la importancia histolégica de la nefrona ampliare sobre esta
estructura renal. Como se mencioné anteriormente, la nefrona es la unidad
estructural y funcional del rifién. Las nefronas tiene como funcion la
produccion de orina. Podemos dividir la nefrona en dos partes: el
corpusculo renal, el cual esta compuesto de la capsula de Bowman y el
glomérulo renal formado por los capilares sanguineos que se envuelven por
la capa visceral de Bowman. Ademas del corpusculo renal, la nefrona se
divide en los tubulos renales, los cuales se pueden dividir en tubulos

proximales, el segmento del asa de Henle y el tubulo distal (3).

1.2 Vias urinarias:

1.2.1 Uréteres:

1.2.1.1 Embriologia del uréter

Embriolégicamente, el desarrollo uretérico va ligado al desarrollo renal, ya
que su desarrollo es originado a partir del diverticulo metanéfrico o esbozo

ureteral el cual es derivado del mesodermo (1,4).

1.2.1.2 Anatomia del uréter:

El cuerpo humano posee en total dos uréteres los cuales son conductos
largos y finos, que se extienden desde la pelvis renal, hasta la vejiga urinaria.
Cabe destacar que en su trayecto hacia la vejiga presentan una direccion
vertical hacia abajo en su trayecto penetran las pelvis menor, y se dirigen en
forma oblicua hacia abajo, adelante y medialmente, llegando hasta el fondo
de la vejiga urinaria. Ya en la vejiga urinaria, atraviesan sus paredes y se
abren en la cavidad vesical (2). Los uréteres son conductos musculares que

presentan movimientos peristalticos, con los cuales desplazan la orina
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intermitentemente del riidn a la vejiga. tienen aproximadamente 30-35 cm de

largo en un humano adulto con un diametro de 6-8mm (2,5,6).

La vascularizacion de los uréteres esta dada por una irrigacion arterial a
través las arterias ureterales largas y cortas y la irrigacidn venosa,
acompanfa a la irrigacion arterial hasta establecer una via anastomaética entre
venas iliacas internas y venas renales. Finalmente, en cuanto a la inervacion
ureteral, esta dada por la raiz nerviosa superior, un nervio principal inferior el
cual proviene del nervio hipogastrico y por ultimo una raiz inferior dada por el

plexo hipogastrico inferior (2).

1.2.1.3 Histologia del uréter:

Tal como mencioné previamente, el cuerpo humano posee dos uréteres, los
cuales conducen la orina de la pelvis renal a la vejiga. La pared ureteral se
encuentra compuesta en su porcion luminal, por una capa de epitelio
transicional también llamada urotelio, que convierte en impermeable al uréter
ademas de resistente a las sustancias nocivas que componen la orina.
Ademas del urotelio los uréteres poseen una capa de musculo liso y tejido

conectivo denso irregular fibroelastico (Figura 3) (3,5,6).

Figura 3. Corte histolégico de uréter. Tincidn tricromico de mason.
E: epitelio; CML: Capa musculo liso; TCS: Tejido conectivo subepitelial; L: Luz. Imagen tomada del
microscopio virtual http://histologia.ugr.es/departamento/
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La porcion donde los uréteres ingresan a la vejiga es denominada como
orificios ureterales, los cuales se comprimen cuando la vejiga se distiende
por la orina evitando asi el reflujo de orina hacia los rifiones evitando lesiones

e infecciones por reflujo desde la vejiga y desde la uretra(3,6).
1.2.2 Vejiga urinaria:
1.2.2.1 Embriologia de la vejiga:

El desarrollo embrioldgico de la vejiga proviene del seno urogenital, dicho
seno, se divide con el desarrollo en tres porciones, las cuales son una
porcién vesical craneal que forma la mayor parte de la vejiga, una porcion
pélvica media que origina la uretra en el cuello vesical y la uretra prostatica
en el hombre y toda la uretra de la mujer. Finalmente, una porcion falica
caudal que desarrolla el pene o el clitoris rudimentario (1,4). Por otra parte
cabe destacar que el epitelio de la vejiga procede del endodermo de la
porcion vesical y el resto de capas de la pared vesical derivan del

mesénquima esplacnico adyacente (1,4).
1.2.2.2 Anatomia de la vejiga

La vejiga es un 6rgano hueco musculo membranoso perteneciente al sistema
urinario, cuya funcion es la de almacenar en promedio entre 250 a 300 cm?®
de orina para posteriormente, vaciarla a la uretra por donde sera finalmente
eliminada hacia el exterior. Este o6rgano, se encuentra ubicada en la
excavacion de la pelvis justo detras del pubis. En su parte posterior se
encuentra delimitada con el recto, la parte superior de préstata y las
vesiculas seminales en el hombre, mientras que en la mujer, su parte
posterior limita con la vagina. En su parte inferior limita con los musculos
perineales de la mujer y en los hombres su cara inferior limita con la prostata.
En su parte superior, se encuentra recubierta por peritoneo parietal

manteniéndolo separado de la cavidad abdominal.
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La anatomia de la vejiga en su parte externa varia de acuerdo a su estado
fisiologico, cambiando asi su configuracién externa. Cuando se encuentra
distendida toma forma esférica, mientras que bajo condiciones de no
distencién se caracteriza por tener una forma de tetraedro. En su forma no
distendida la vejiga se estrecha hacia arriba y adelante formando sobre la
linea media el vértice de la vejiga urinaria, el cual se prolonga hacia la pared
abdominal anterior por el uraco. En la posicion opuesta al vértice esta el

fondo de la vejiga y debajo del fondo se encuentra el trigono vesical (2).

Siguiendo con la descripcion anatomica de la vejiga, en la parte interna
encontramos en su porcion inferior los dos orificios ureterales y el orificio
interno de la uretra. Por los orificios ureterales, la orina ingresa a la vejiga
urinaria de manera intermitente. Ademas, por el orificio uretral el cual se
ubica en una posicion mas anterior, marcando el centro del cuello de la
vejiga, se lleva a cabo la funcion de evacuar la orina para finalmente
expulsarla al exterior del cuerpo. Los tres orificios mencionados delimitan el
trigono vesical configurando una porcion fija y no distensible. que ademas su

mucosa superficial se caracteriza por ser lisa (Figura 4) (2).

Uréteras
Orificios UMN

,\ — o — Pliegues de la mucosa

- Peritoneo

Trigono vesical

Onificio uretralinterno Esfinler ureiral inferno
(involuntario)

Esfinter urelral extemno

en los musculos profundos
del periné (voluntario)

Uratra

Esfinter uretral externo

Orificio urotral extomo

Visla anterlor de un corta frontal

Figura 4. Anatomia de la vejiga urinaria; imagen extraida de

http://anatolandia.blogspot.com.es/2014/02/ureter-uretra-sistema-urinario.html#. USERUKhZmIc.
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1.2.2.3 Histologia de la vejiga:

La vejiga urinaria se distiende por la orina acumulada, su epitelio de
transicion impermeable se adelgaza y se aplana. Sus grandes células de
forma cupuliforme también se aplanan y las membranas plasmaticas se
despliegan, de manera que las regiones gruesas de las placas dejan de estar
pegadas hacia el citoplasma y en su lugar pasan a formar un mosaico de
placas engrosadas y regiones entre las placas mas delgadas, lo que sirve

para alojar la creciente cantidad de orina (Figura 5) (5,6,7).

Figura 5. Corte histolégico de vejiga humana. Tincion tricromico de mason. E: Epitelio; LP: Lamina
propia; CMLI: Capa muscular longitudinal interna; CMCM: Capa muscular circular media; CMLE: Capa

muscular longitudinal externa. http://histologia.ugr.es/departamento/

1.2.3 Uretra:

1.2.3.1 Embriologia de la uretra:

El epitelio de la mayor parte de la uretra masculina y de toda la uretra
femenina deriva del endodermo del seno urogenital. En el hombre, la porcién
distal de la uretra en el glande del pene deriva de un corddn solido de células
ectodérmicas que crece hacia dentro, desde el extremo del glande y se une
al resto de la uretra esponjosa. Por consiguiente, el epitelio de la porcion

terminal de la uretra deriva del ectodermo superficial. El tejido conjuntivo y el
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musculo liso de la uretra en ambos sexos derivan del mesénquima

esplacnico (1,3).

1.2.3.2 Anatomia de la uretra:

La uretra es el conducto evacuador de la vejiga urinaria y, en el hombre, del
producto de secrecion externa del testiculo y otras estructuras glandulares.
Cabe resaltar que la uretra femenina y la masculina presentan diferencias.?
Concretamente, en el hombre la uretra tiene un trayecto que inicia desde la
vejiga hasta la extremidad del pene. El cual biolégicamente conduce la orina
y la eyaculacion hacia el exterior. Esta estructura del sistema genitourinario
en el hombre adulto mide 16 cm, con un diametro el cual es variable.
Ademas de esto, la uretra presenta tres dilataciones: prostatica, bulba y
balanica, con un estrechamiento a nivel del cuello vesical y otro en el orificio
externo de la uretra. La vascularizacion de la uretra masculina es dada por
arterias prostatica, por la arteria uretral, la arterial del bulbo del pene y
finalmente de ramas arteriales de la pudenda interna. La vascularizacién de
la uretra masculina es venosa principalmente, y se da por el plexo venoso
prostatico, retropubico y por la vena dorsal profunda del pene. Finalmente, su
inervacién es dada por el plexo hipogastrico inferior, por el nervio pudendo y

por el nervio dorsal del pene (Figura 6) (2).

Masculino

detrusor

Uréteres \ Femenino
Musculo

Aberturas de
los uréteres

Esfinter
interno

Esfinter
externo

Figura 6. Anatomia de la vejiga y uretra. Imagen extraida de

http://www.sabelotodo.org/anatomia/uretra.html
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En la mujer, la uretra va desde el cuello de la vejiga hasta la vulva. Se
caracteriza por ser mas corta que en el hombre y es exclusivamente urinaria.
Presenta un diametro uniforme, estrechado solamente en su origen y en su
terminacion. Asi mismo, presenta una mucosa, bastante delgada y resistente.
Ademas tiene una capa muscular profunda la cual es longitudinal y una
superficial la cual es circular. Finalmente, en lo que respecta a su inervacion
y vascularizacion es similar en estos aspectos a la del hombre, pero a
diferencia de la uretra masculina, el componente vascular prostatico esta

reemplazado por los vasos de origen vesical y vaginal (2,6).

1.2.3.3 Histologia de la uretra:

La uretra es un tubo que transporta la orina desde la vejiga al exterior en la
miccion. Para entender mejor su histologia dividiré su histologia en uretra
masculina y uretra femenina (6,7). En primer lugar, la uretra masculina esta
formada por tres porciones las cuales son: porcion prostatica, porcion
membranosa y porcion cavernosa o peneana. La porcién prostatica se
encuentra proxima a la vejiga y su parte inicial esta dentro de esta. Cabe
resaltar que en esta porcion es donde la prdstata y sus secreciones se abren
paso. La siguiente porcidn de la uretra es la membranosa, la cual mide 1
centimetro de extension y se reviste de un epitelio pseudoestratificado
columnar en esta porcién encontramos al musculo esfinter externo de la
uretra. Finalmente la porcion cavernosa de la uretra la localizamos en el
cuerpo cavernoso del pene. EI epitelio de esta porcion es
pseudopluriestratificado columnar con zonas de epitelio pluriestratificado

pavimentoso (5,6,7).

En segundo lugar la uretra femenina es tubo de 4-5 cm de longitud,
revestido, por epitelio pluriestratificado pavimentoso, con zonas de epitelio
pseudopluriestratificado columnar. En su porcién distal, cerca de su abertura

al exterior posee el esfinter externo de la uretra (6,7).
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1.2.4 Histologia comparada de las principales vias urinarias:

En este contexto, para entender mejor las caracteristicas histologicas de la
mucosa urinaria, nos enfocaremos en dos de sus érganos principales, la
vejiga y los uréteres, objetos de estudio de la presente Tesis Doctoral. En
primer lugar, la paredes vesicales y ureterales estan divididas en tres capas
desde el interior a la periferia: la capa mucosa que esta constituida de
urotelio y estroma o también llamada lamina propia, principal objeto de
estudio, la capa muscular y la capa adventicia o serosa. De las cuales

analizaremos cada una en gran detalle y profundidad (Figura 7) (Figura 8).

Submucosa

Mucosa

Luz

Musculo liso

Adventicia
serosa

Figura 7. Diagrama de la arquitectura general de uréter y vejiga en el cual destacan las diferentes

capas del tejido urinario: capa mucosa, submucosa, capa muscular, adventicia o serosa.

Con respecto a la capa mucosa, y uno de sus componentes, el urotelio,
recientes estudios han descrito las funciones del urotelio como una barrera
fisioldgicamente activa imprescindible para el resto de funciones de la vejiga

y uréter( 6,7).

14



UTILIZACION DE UNA FUENTE ALTERNATIVA DE CELULAS MADRE MESENQUIMALES PARA LA CONSTRUCCION DE
MUCOSA VESICAL HUMANA MEDIANTE INGENIERIA TISULAR

Figura 8. Tincién tricromico de masson. 8A: Corte histoldgico de vejiga humana, 8B: Corte histologico
de Uréter humano. L: Luz; E: epitelio; LP: Lamina propia; TCS: Tejido conectivo subepitelial; CML:
Capa musculo liso; CMLI: Capa muscular longitudinal interna; CMCM: Capa muscular circular media;
CMLE: Capa muscular longitudinal externa. Imagen extraida del microscopio virtual
http://histologia.ugr.es/departamento/

El urotelio es un epitelio de transicion que se extiende desde los calices
menores Yy termina en la porcion inicial de la uretra. En los calices menores
comienza con dos capas celulares que progresivamente van aumentando
hasta cuatro en el vejiga y en el uréter. Como caso especial, se encuentran
hasta seis 0 mas capas de células epiteliales, demostrando la capacidad de
distencién de estas células. Asi mismo, conforme las células individuales de
la vejiga se despliegan y se aplanan, el aspecto resultante corresponde a

tres capas conocidas como “capas verdaderas” (3,6)

Las tres capas conocidas como verdaderas son conocidas como capa de
células basales, de células intermedias y de células superficiales. En primer
lugar, la capa de células basales son de tipo germinativo, posteriormente la
capa de células intermedias se encuentra por encima de las basales, y
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finalmente la capa de células superficiales, cuya ubicacién es la mas extrema
por encima de la capa intermedia. Las células de la capa superficial se
conocen también en la literatura con el nombre de células paraguas, esto se
debe a la forma caracteristica de estas células (Figura 9) (8,9,10), cuya

porcion apical es mas extensa que la basal.

[Capa de glucosaminoglucanos
— Placas de uroplaquinas y vesiculas discoideas

| hlona ocludens
;,;rrﬁﬂ'h-ﬂ‘lrll ]
. .. [Estrato de células “en paraguas”

[Estrato de células intermedias

' ' ' ' ' ' ' ' _‘Estrato de células basales

Figura 9. Esquema de urotelio en el que se representan graficamente las diferentes capas del urotelio,

principalmente compuesto por un estrato o capa basal, estrato o capa intermedia y a nivel mas apical,

un estrato o capa superficial donde destaca la presencia de células “paraguas

Figura 10. Imagen histoldgica de urotelio de uréter. Tincion tricromica de Masson. U: Urotelio; CB:
Capa basal; Cl: Capa intermedia; CP: Células de células paraguas. Imagen tomada del microscopio
virtual http://histologia.ugr.es/departamento/
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Debido a la importancia de las células de la capa superficial en el normal
desempefio de las vias urinarias, hablaremos mas a fondo de ellas (Figura
10).

En este contexto, las células paraguas de la capa superficial tienen
caracteristicas que las hacen unicas del resto de las células del cuerpo
humano, concretamente la capacidad de cambiar su forma de acuerdo al
estado fisiolégico de las vias urinarias, en pocas palabras, pueden aumentar
o disminuir su superficie sobretodo la apical. Por otra parte, pueden ser
multinucleadas, ademas poseen un gradiente muy alto entre el plasma y la
orina en términos de concentracion de agua, concentracion de potasio,
concentracion de urea, osmolaridad y pH. De igual forma, tienen una
membrana de superficie apical de unidad asimétrica, con la hojuela externa

formada de placas proteicas y lipidos, y la hojuela interna formada de lipidos

(8).

Por otra parte, la capacidad que poseen las células paraguas de cambiar de
forma ya sea aumentando o disminuyendo su superficie aun es poco
comprendida. Al respecto, la teoria mas usada actualmente afirma que
existen abundantes vesiculas discoideas subapicales. Estudios realizados
describieron la presencia de procesos de exocitosis en estas vesiculas para
aumentar el area de superficie de las células de paraguas (8,9)

Por otra parte, algunos estudios afirman que dichas vesiculas discoideas
subapicales estan también relacionadas con redes de filamentos conectados

a placas de uroplaquinas (10,11).

De igual forma es importante descartar que las células paraguas exhiben en
su membrana apical, regiones tipo placas, donde la membrana tiene la
mayor parte cubierta por una capa proteica y el resto son zonas similares a
bisagras. Estas grandes zonas de placa estdn compuestas por proteinas
conocidas como uroplaquinas (10). En la actualidad se conocen cinco
uroplaquinas: UPla, UPIb, UPII, UPIlla y UP llIb. De estas cinco uroplaquinas
la UPla, UPIl, UPIllla y UPIlIb solo se expresan en el uroepitelio
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concentrandose en la capa de células paraguas (9,10). La funcién primaria
de las proteinas de uroplaquinas es la de formar parte de la barrera plasma-
orina, ademas se han demostrado que las uroplaquinas actian como sitio de
insercidn primaria de la Escherichia coli uropatégena fimbriada tipo |, también
nos son utiles como biomarcadores para el diagndstico diferencial y la
identificacion temprana de células de cancer urotelial diseminado a tejidos

locales, ganglios linfaticos y corriente sanguinea (10,11).

Los estudios mas detallados, revelan la presencia de uroplaquinas en el 90%
de la superficie del uroepitelio y que el otro 10% esta conformado por una
superficie de membrana celular descubierta, la cual permite la presencia de
regiones flexibles y dan la capacidad al sistema urinario de poder plegarse o
expandirse (10,12,13). Todas estas caracteristicas convierten a las
uroplaquinas en piezas claves del funcionamiento normal del sistema
urinario, donde su alteracion o ausencia, conlleva al flujo de orina y
sustancias nocivas desde la luz hacia las capas profundas del uroepitelio,
ademas conlleva a alteraciones hidroelectroliticas asi como reflujos

vesicoureterales (10,14,15,16).

Ademas de las uroplaquinas, otro componente importante del urotelio son las
citoqueratinas, las cuales son proteinas de filamento intermedio que se
encuentran presentes de las células epiteliales. La expresion de las
citoqueratinas esta determinada por el tipo célula asi como el estado de
desarrollo y de diferenciacion celular (17). Diferentes grupos de investigacion,
han descrito que las células del urotelio humano adulto no patoldgico,
expresa citoqueratinas caracteristicas de los epitelios simples como son la
CK7, CK8, CK18, CK19 y CK20, igualmente, otros estudios han demostrado
la presencia de isotipos asociados a epitelios de tipo estratificado como es la
Ck13, en menor medida se describe la presencia de CK4, CK5 y CK17
(18,19,20,21).Posteriormente, analisis mas especifico de las proteinas de
filamento intermedio, demuestran que la presencia de los diferentes isotipos
de citoqueratinas varia de ubicacién en el urotelio. Las citoqueratinas CK?7,

CK8, CK18 y CK19 son expresadas en todas las capas celulares del urotelio,
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mientras que las CK5 y CK17 son de expresion basal, finalmente, la CK20

se expresa fundamentalmente en las células de paraguas (19,22).

Tal y como se mencion6 anteriormente, la capa mucosa del tejido urinario
esta constituida de urotelio y lamina propia. Una vez explicado en detalle el
urotelio, su estructura y organizacion histologica, asi como los marcadores
uroteliales de mayor relevancia a nivel cientifico y experimental, pasaré a

describir los detalles histolégicos de la lamina propia.

El estroma o lamina propia que componen la capa mucosa de la vejiga
urinaria y de los uréteres estd compuesta principalmente por un componente
fibrilar y no fibrilar. En primer lugar, el componente fibrilar esta constituido
principalmente por fibras de colagenos, fibras elasticas y reticulares. Los
tipos de colageno mas abundantes son el tipo I, Il y IV (9,23,24). El
colageno, se ubica en el estroma por fuera de las fibras musculares.
Ademas, del colageno tenemos a la elastina como componente vesical pero
a pesar de lo que se cree, las fibras de elastina son muy pocas en la vejiga, a
diferencia del colageno. En segundo lugar, el componente no fibrilar esta
principalmente  representado  por la  presencia  proteoglicanos,
glicosaminoglicanos y proteinas multiadhesivas y agua. Dichos componentes
forman una especie de compartimiento acuoso que con los cambios de la
vejiga urinaria esencialmente con la deformacion, adquiere una contextura
viscosa (9,23,24,25). En el caso del uréter, destaca de la misma forma la
presencia de componentes fibrilares y no fibrilares, y una gran red vascular,
canales linfaticos, terminaciones nerviosas vy fibras elasticas (6, 26). A nivel
celular, tanto en la vejiga como en el uréter destaca la presencia de

fibroblastos inmersos en la matriz estromal.

Otra de las capas que resulta relevante destacar es la capa muscular. La
capa muscular provee la capacidad de contraccion o relajacidon que poseen
las vias urinarias para cumplir con sus funciones. En este sentido, la capa
muscular esta constituida principalmente por musculo liso. Este musculo liso
lo podemos dividir en tres tipos de capas musculares de adentro hacia

afuera: capa muscular interna o profunda constituida por fibras de tipo
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longitudinal, la capa muscular media formada por fibras circulares y la capa
muscular externa formada por fibras musculares longitudinales. Esta ultima
capa muscular se encuentra presente solamente en el extremo distal del
uréter. Estas capas musculares son las que permiten una adecuada
mecanica del transporte urinario desde el rindn hasta la uretra. En el caso de
la vejiga urinaria, estas capas musculares de la pared vesical conforman el
musculo detrusor que cuando la vejiga se llena este se contrae y expulsa la
orina. Como antagonistas del musculo detrusor se encuentra los esfinteres

de la uretra.

Finalmente, en la porcion externa, nos encontramos con la capa adventicia
en el caso de los uréteres, la cual en su porcion proximal depende de la
capsula fibrosa del riidn continuando en su porciéon mas distal con la capa
celulosa perivesical (2). En contraste, en la porcibn mas externa de la vejiga
urinaria nos encontramos con la capa serosa también conocida como
peritoneo vesical, la cual se encuentra solamente en la parte postero-
superior y en la porcion superior de las paredes laterales de la vejiga. El
peritoneo de la vejiga urinaria se logra adherir a ella a través de la fascia

vesical y sigue sus movimientos de distension o aplastamiento (2).

1.3 Patologias Urinarias

Son muchas las patologias de las vias urinarias que de no ser
adecuadamente tratados pueden progresar hasta estadios severos,
resultando en secuelas sistémicas permanentes e incluso en el reemplazo no
solo del uréter o de la vejiga sino de otros 6rganos como por ejemplo el

rinén.

1.3.1 Patologias Ureterales:

Las patologias ureterales podemos dividirlas en congénitas o adquiridas.

Entre las congénitas tenemos la duplicacion ureteral, las inserciones
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ureterales ectdpicas, el uréter retrocava, ureterocele y el megauréter
congénito. Dentro de las patologias adquiridas encontramos fibrosis
retroperitoneal, neoplasias, procesos inflamatorios cronicos, hernias
ureterales, litiasis ureteral, procesos obstructivos, procesos infecciosos y
traumas (27). Muchas de estas patologias tanto adquiridas como congénitas
son de dificil manejo y a pesar de manejos farmacolégicos y no invasivos
dichas patologias pueden progresar a estados severos irreparables (Figuras
11,12,13,14).

Figura 12. Megauréter primario imagen

Figura 11. Duplicacion ureteral : !
extraida de https://qoo.al/FIwiDN

completa derecha (28).

. N Figura 14. Litiasis ureteral
Figura 13. Ruptura ureteral izquierda (a y b) (29). imagen extraida de http://goo.gl/A1r8LS
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En este sentido el tratamiento de las patologias ureterales ha sido abordado
terapéuticamente  de  diferentes maneras. En primer  lugar
farmacolégicamente y en segundo lugar realizando procedimientos
quirdrgicos. Entre los procedimientos quirdrgicos, se tienen los
procedimientos realizados mediante técnica laparoscopicas, cuyos
resultados clinicos asi como la posibilidad de su realizacion varian en gran
parte por la capacidad técnica del cirujano, asi como del estado clinico del
paciente. A pesar que los procedimientos laparoscépicos son muy comunes
en la actualidad, los procedimientos mediante cirugia abierta continuan
siendo los mas utilizados. En casos de traumatismos, dependiendo de la
ubicacion de la lesidn ya sea proximal, media o distal, se procede a realizar
la ureteroureterostomia, la transureteroureterostomia y la
ureteroneocistostomia respectivamente. Otro tratamiento quirdrgico utilizado
es la interposicion de intestino, el cual es realizado cuando se presentan
extensos segmentos de uréter destruidos, en estos casos el ileon es el

segmento intestinal mas utilizado (30).

En este sentido, cabe destacar que muchos de los abordajes terapéuticos
utilizados hasta el momento pueden derivar en ser reacciones alérgicas, y
efectos adversos derivados del tratamiento farmacolégico, asi como, poca o
nula respuesta al tratamiento mediante farmacos. Asi mismo, los
procedimientos quirurgicos pueden ocasionar hemorragias, lesiones
iatrogénicas, o bien, limitacion técnica en el caso de las laparoscépicas por
falta de experiencia del cirujano, infecciones, recidivas, muerte y en el caso
de utilizar segmentos intestinales se presentarian ademas obstrucciones
intestinales, obstruccion ureteral-intestinal, filtracién de orina, estenosis del
estoma, urolitiasis, acidosis metabdlica, pielonefritis, deterioro renal, cancer,
infecciones, diarrea, malabsorcion de vitamina B12 y excesiva produccion de
moco (31,32). Por este motivo, la creacion de un sustituto ureteral mediante
ingenieria tisular se presenta como una nueva opcidén terapéutica que

minimizaria las complicaciones asociados a la terapéutica actual.
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1.3.2 Patologias de la vejiga:

Las patologias vesicales podemos dividirlas en congénitas o adquiridas.
Entre las congénitas tenemos como principales exponentes la vejiga
neurogénica y la extrofia de vejiga. Dentro de las patologias adquiridas
encontramos el cancer de vejiga, traumas, procesos infecciosos severos y
ademas procesos inflamatorios cronicos. Muchas de estas patologias tanto
adquiridas como congénitas son de dificil manejo y a pesar de manejos
farmacolégicos y no invasivos dichas patologias pueden progresar a estados
severos irreparables (Figuras 15, 16, 17, 18).

Figura 15. Vejiga neurogénica y enorme Figura 16. Extrofia vesical

hidronefrosis en uréteres, y calices clasica masculina imagen
bilateralmente. Imagen extraida de extraida de
http://goo.gl/23e5sA http://goo.gl/EKOKY8

Figura 18. Cistografia retrograda
que demuestra extravasacion
http://qoo.qlly7asNH del contraste por ruptura vesical.
o Imagen extraida de
http://goo.gl/m90tKb

Figura 17. Tumor rabdoide de vejiga.
Imagen extraida de
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En este sentido el tratamiento de las patologias vesicales has sido abordado
terapéuticamente de diferentes maneras. En primer lugar utilizando
procedimientos quirurgicos y en segundo lugar mediante el uso de

trasplantes.

Entre los procedimientos quirurgicos, se tienen los de sustitucion vesical
ortotopica; Entre los que se encuentran procedimientos como las
sustituciones continentes ortotépicas de las cuales las mas conocidas son
Camey Il descrita por Camey en 1990, tenemos también el reservorio ileal
descrita por Pagano en 1990 y la neovejiga ileal de Studer descrita por
Studer en 1989. Otro tipo de procedimientos realizados de derivacién urinaria
no continentales son la técnica de Pagano descrita por Pagano en 1984, la
técnica de Nesbit descrita por Nesbit en 1949 y la técnica de Le Duc descrita
por Le Duc en 1987. Por otra parte, estan los procedimientos de tipo
continentales heterotépicos entre los mas conocidos estan Mainz |l descrita
en 1991 por Fisch-Hohenfellner y la hemi-Kock descrita en 1988 por Kock.
Todas estas técnicas constituyen los principales procedimientos en el manejo
de pacientes con cistectomia o pacientes que necesiten cirugia urologica
reconstructiva de vejiga (Figura 19, 20). En lo que se refiere a los
procedimientos quirurgicos es importante destacar el avance de las técnicas
quirargicas. En este contexto, el uso de segmentos intestinales en
procedimientos de cirugia uroldgica reconstructiva tanto para el reemplazo
como la ampliacion de la vejiga han sido ampliamente utilizados. Entre las
porciones intestinales usadas se encuentran segmentos de colon, ileon,

yeyuno y estomago (32).
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Figura 19. Neovejiga ortotépica de Studer imagen extraida de
http://www.elsevierciencia.com/es/revista/-/articulo/ureter-hallazgos-tomografia-computarizada-
multidetector-13153753

Figura 20. Procedimiento Mainz Il imagen extraida de http://www.sau-

net.org/comites/educacion/fasciculos/derivfigsl.pdf

Sin embargo, los problemas asociados a los procedimientos quirdrgicos en
los que se usan segmentos gastrointestinales para cirugia urologica, radica
en la amplia gama de complicaciones que presentan. Dichas complicaciones
son la obstruccién intestinal, obstruccion ureteral-intestinal, filtracién de orina,
estenosis del estoma, urolitiasis, acidosis metabdlica, pielonefritis, deterioro
renal, cancer, infecciones, diarrea, malabsorcion de vitamina B12 y excesiva

produccion de moco tal y como se nombro anteriormente (31,32).

Por otra parte, otra de las estrategias terapéuticas utilizadas para el
tratamiento de patologias vesicales. Son los trasplantes. Pero a pesar de los
avances en la actualidad, el uso de trasplantes alogénicos no es factible en
el caso de patologias uroldgicas, esto se debe a que durante los procesos
de extraccion del érgano del donante y su colocacion en el receptor, el
organo en si mismo ha perdido casi toda su inervacion. Lo que dejaria sin

sensibilidad y sin poder realizar contracciones.
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2. La Ingenieria Tisular

En el mundo actualmente existen millones de pacientes que presentan fallas
organicas y perdidas de organos, esto constituyo un problema desafiante
para la medicina y para los sistemas sanitarios existentes en el mundo;
debido a esto, la espera para trasplante de 6rganos se ha incrementado en
los ultimos afos. A pesar del aumento de la demanda de érganos, el numero
de pacientes que fallecen en la lista de espera también ha ido en aumento
(Figura 21). Debido a todo esto, la comunidad cientifica ha mostrado un gran
interés en la ingenieria tisular, un area multidisciplinaria que aplica los
principios de la ingenieria y de las ciencias de la salud para el desarrollo de
tejidos bioldgicos, utilizando células, biomateriales y factores de crecimiento.
El objetivo final de la ingenieria tisular es restaurar, mantener o mejorar la

funcion de los tejido u érganos nativos (33).

Figura 21 Maestro de Stettener, El milagro de los santos Cosme y Damian (XVI), Wurttembergisches

Landesmuseum, Stuttgart.

Los inicios de la ingenieria tisular remontan a 1938 con la publicacion del
libro “the culture of organs” escrito por Charles A. Lindbergh y Alexis Carrel
(34). Posteriormente en 1960 inicia firmemente la investigacion de cultivos
celulares y tejidos. En esta etapa de la ingenieria tisular se buscaba la
manera de aislar y mantener porciones de tejido vivo fuera del cuerpo,

logrando producir cultivos en monocapa de un unico tipo celular (35). Varios
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afnos después, en el aio 1970, W.T. Green logro generar cartilago artificial
usando cultivos de condrocitos los cuales se combinaron con “andamios de
hueso”. A pesar de estos avances, hasta 1980 se utiliz6 vagamente el
término de “ingenieria de tejidos”, aplicado para la manipulacion quirdrgica
de los tejidos y organos utilizando dispositivos protésicos y biomateriales
(36). Posteriormente en 1985 el término ingenieria artificial fue firmemente
definido y usado por YC Fung de la universidad de California. Cabe aclarar
que fue en su publicacién de 1993 que Langer y Vacanti, describieron la
ingenieria tisular como un “campo interdisciplinario que aplica los principios
de la ingenieria y la ciencia de la vida hacia el desarrollo de sustitutos
bioldgicos que restauren, mejoren 0 mantengan la funcion del tejido o de un
organo completo” (35). En 1998 la agencia Americana de medicamentos
conocida por sus siglas en inglés como FDA dio la primera aprobacion de un
tejido alogénico creado por ingenieria tisular. Desde entonces, han sido
numerosos los ensayos clinicos y tejidos artificiales generados mediante
técnicas de ingenieria tisular aprobadas por dicha agencia (Tabla 1). Estos
estudios ponen en relieve los multiples avances en la investigacion de la
ingenieria tisular con el objetivo de lograr la mejor comprension de los
mecanismos celulares y genéticos implicados en la regeneraciéon. ElI mejor
entendimiento de los principios celulares y genéticos ha mejorado las
técnicas de cultivos y la creacion de tejidos, disminuyendo sus riesgos, entre
estos riesgos se encuentra principalmente la proliferacion incontrolada (35).
En este sentido, la ingenieria tisular tiene un futuro prometedor en el cual nos
ofrece alternativas para el manejo de lesiones o enfermedades de pacientes

las cuales con manejos tradicionales no tienen mejoria (36).
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Nombre del
medicamento

Pais donde se encuentra
aprobado

Datos del medicamento

Dermagraft®

Aprobado en Estados

Cultivos alogénicos de fibroblastos sobre una malla

Unidos biodegradable para el tratamiento de ulceras diabéticas.

Aprobado en Estados Cultivo alogénico de fibroblastos sobre una malla de Nylon
Transcyte® . ) . - ) -

unidos y Reino Unido recubierta con una membrana fina de silicona.

Aprobado en Estados Cultivo alogénico de queratinocitos para el tratamiento de
Celaderm™ . . . .

Unidos y Reino Unido quemaduras de espesor parcial.
Bioseed-C Aprobado en Alemania | Condrocitos autdlogos para defectos cartilaginosos en la rodilla.

Bioseed-oral bone

Aprobado en Alemania

Injerto de hueso autdlogo para la construccion de hueso de la
regién mandibular.

MelanoSeed

Aprobado en Alemania y

Cultivos autdlogos de melanocitos para el tratamiento del vitiligo

Holanda
. Condrocitos autélogos en matrices de colageno para el
CaResS Aprobado en Alemania tratamiento de defectos del cartilago articular en rodilla.
Cultivos autdlogos de queratinocitos en plasma tratados con una
Myskin Aprobado en Reino Unido membrana de silicona para el tratamiento de quemaduras ulceras

y heridas que no sanan.

Co.don condrotransplante|

Aprobado en Alemania

Suspension células de condrocitos autélogos para el tratamiento
de defectos del cartilago en la rodilla.

Co.don condroesfera

Aprobado en Alemania

Suspension células de condrocitos autdlogos para el tratamiento
de defectos del cartilago en la rodilla.

Co.don disco de
condrotransplante

Aprobado en Alemania

Suspension celular de condrocitos autélogos para el tratamiento
de defectos del cartilago en la rodilla.

Carticel

Aprobado en Estados

Suspension celular de condrocitos autélogos para el tratamiento

Unidos de defectos del cartilago en la rodilla.
Epicel Aproba?ﬂ;r;sEstados Queratinocitos autdlogos para el tratamiento de quemaduras
MACI Aprobado en Australia Condrocitos aytologos sobre una memb:rana de colaggno para el
tratamiento de defectos del cartilago de la rodilla.
ICX-RHY Aprobado en Reino Unido Cultivo autélogo de fibroblastos para el rejuvenecimiento dérmico.
- Aprobado en Dinamarca y | Suspension celular de condrocitos autéllogos para el tratamiento
Cartilink-2 - . . )
Esparia de defectos del cartilago articular de la rodilla
Invitra Aprobado en Estados Fibroblastos sobre una membrana de colagenol/vicryl con

Unidos

queratinocitos agregados

Autologous cellular
system (ACS)

Aprobado en Reino Unido

Cultivo autologo de fibroblastos para el rejuvenecimiento dérmico.

Aprobado en Canada Y

Sustituto de piel alogénico de dos capas para el tratamiento de la

Apligraf Estados Unidos estasis venosa y las Ulceras diabéticas.
Aprobado en Estados Esponja porosa d’e colggeno que contl.ene.flbroblasjsz alogénicos
Orecel . que ademas esta cubierta con queratinocitos alogénicos para el
Unidos . . s
tratamiento de la epidermdlisis bullosa.
Novocart Aprobado en Alemania Condrocitos autélogos.
Novocart Aprobado en Alemania Novoca'rt3D y una comblr_1a<:|on dg CeIuIas_ c':a_rtllaglnosas
autélogas y una matriz de colageno bifasica, 3D.
laViv Aprobado en Estados Fibroblastos autélogos

Unidos
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Celution Aprobado .en Estados Extraccion celular
Unidos
GEM125 Aproba?Jc:];r;SEstados Factor de crecimiento derivado de plaquetas (PDFG-BB)
Regranex Aprobado en Estados PDGF-BB
Unidos
Osteogenic protein-1 Aprobado en Estados BMP-7
Unidos

Tabla 1. Medicamentos producto de la ingenieria tisular aprobados actualmente (35,37).

2.1 Ingenieria tisular de las vias urinarias:

2.1.1 Ingenieria tisular del uréter:

Los procedimientos tradicionales tanto farmacolégicos como quirurgicos
existentes para el tratamiento de patologias ureterales presentan limitaciones
y diferentes complicaciones, en estos casos es que la ingenieria tisular surge
como una opcion novedosa que ofrece nuevos tratamientos para las lesiones
ureterales. Actualmente, el numero de publicaciones en ingenieria tisular del
sistema urinario es abundante, pero en su mayoria enfocados en vejiga
urinaria, en cuanto a las publicaciones sobre uréter e ingenieria tisular las
publicaciones son escasas (38), lo cual, ofrece un gran campo investigativo
en el cual desarrollar nuevos manejos para patologias ureterales, los cuales
presentan menores complicaciones o efectos adversos que los tratamientos

tradicionales.

Los actuales avances en la ingenieria tisular de uréter, se han enfocado
principalmente en la reparacion de defectos ureterales. Entre los estudios
realizados en uréter, destacan los estudios realizados in vivo de tubos de
poly L-lactic acid (PLLA) y los trabajos de descelularizacién y recelularizacion
con ceélulas uroteliales de vejiga. En el caso de los tubos de PLLA se utilizd
una combinacion de colageno mediante electrospun con células madre

mesenquimales de tejido adiposo y células uroteliales (39,40,41). Otras
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lineas de investigacion de ingenieria tisular de uréter se han enfocado en la
utilizacién de tejidos descelularizados, en este aspecto el tejido mas utilizado
es la submucosa intestinal, pero no ha demostrado ser éptimo para lesiones
ureterales. Uno de los tejidos que ha mostrado potencial para su utilizacidon
en ingenieria de tejidos de uréter es la membrana amni6tica (42). asi como

los vasos y vejiga descelularizada (38,43,44).

Recientes lineas de investigacidon en el area de ingenieria tisular de uréter
han enfocado su trabajo en el uso de células madre mesenquimales de tejido
adiposo y de médula 6sea (43,44) en los cuales se ha demostrado la gran
capacidad que poseen estas células de estimular la proliferacion y
diferenciacién celular cuando estan presentes en los tejidos artificiales

implantados disminuyendo complicaciones o efectos adversos(38,43,44).

2.1.2 Ingenieria tisular de la vejiga urinaria:

En la actualidad el campo de la urologia ha tenido una vision innovadora con
los resultados de las investigaciones de nuevos tratamientos para patologias
de vejiga urinaria, producto de la ingenieria tisular. Dichos estudios, han
desarrollado diferentes capas de la vejiga, una de estas capas, ha sido
desarrollada usando matrices acelulares. Estos andamiajes acelulares al ser
implantados captan células madre locales y sistémicas, imitando la matriz
extracelular natural de la vejiga y produciendo el proceso de regeneracion
(32). En este sentido, el uso de matrices extracelulares de origen natural fue
uno de los primeros enfoques utilizados en ingenieria tisular de la vejiga.
Entre las matrices acelulares mas utilizadas destacan las submucosas de
intestino delgado (SIS) y las matrices acelulares de la vejiga (BAMG) (45,46).
Sin embargo, a pesar de lo prometedor de las estrategias con matrices
acelulares, algunos estudios realizados posteriormente demostraron que la
capa de musculo liso crecid6 solo un 30% (47). Entre las causas de
regeneracion inadecuada se cree que esta el rapido contacto de las matrices
acelulares con la orina, que lleva a su degradacion. Ademas dichos injertos

son de origen xenogeénicos y no autdlogos(48).

30



UTILIZACION DE UNA FUENTE ALTERNATIVA DE CELULAS MADRE MESENQUIMALES PARA LA CONSTRUCCION DE e
MUCOSA VESICAL HUMANA MEDIANTE INGENIERIA TISULAR % y

Como idea general debemos entender que hasta el momento se realizan
investigaciones donde se utilizan procedimientos de reparacién de vejiga
denominados cistoplastias, las cuales son técnicas quirurgicas cuyo objetivo
es el aumentar la capacidad de la vejiga urinaria disminuyendo de esta forma
las presiones intravesicales. En estos procedimientos de reparacion de vejiga
se han utilizado materiales los cuales no contienen células, con el objetivo de
sustituir zonas de la vejiga lesionadas por diversas patologias. Se ha
demostrado que el uso de estas matrices acelulares, en pequefos defectos
de la pared vesical son capaces de repararlos; pero no son capaces de
reparar o regenerar completamente defectos extensos. Estos hallazgos
demostraron la regeneracién de la capa muscular aunque no de manera

comparable con la capa muscular de la vejiga normal (49,50)

Posteriormente y debido a la limitada regeneracion de la vejiga utilizando
matrices acelulares. Se abord6 el uso de matrices extracelulares
enriquecidas con células (49). Estos estudios, revelaron un incremento del
100% de regeneracion de la pared de la vejiga, comparado con el 30% de las
matrices acelulares. Por otra parte, la incorporacion de factores de
crecimiento revelé un aumento en la regeneracion y el desarrollo de la pared

vesical en todas sus capas.

Uno de los estudios mas importantes sobre la reconstruccion de vejiga en
humanos utilizando la ingenieria tisular fue realizado en 2006 (51). En este
estudio se utilizaron injertos compuestos de matrices extracelulares, las
cuales estaban constituidos de colageno-PGA (acido poliglicdlico), a las
cuales se les agregd células autdlogas tomadas previamente mediante
biopsia de la vejiga de 7 pacientes con mielomeningocele, dichas células
autdlogas fueron células uroteliales ademas de células musculares las cuales
se expandieron en cultivos y posteriormente se separaron de los frascos de
cultivo, siendo colocadas las células uroteliales en la porcion interna y las
células musculares en la porcidn externa de las matrices extracelulares de
colageno-PGA. Finalmente los injertos artificiales fueron colocados mediante

cistoplastia en la cupula de las vejigas urinarias de los 7 pacientes con
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mielomeningocele. Los resultados indicaron que estas matrices
extracelulares disminuyeron las presiones finales de llenado y aumentaron
las capacidades y los periodos secos demostraron ser mas largos en el

tiempo (51).

Otras de las lineas de investigacion en el area de ingenieria tisular de vejiga
radican en el uso del trasplante celular. El objetivo de esta estrategia es
promover las condiciones favorables para que las células del trasplante
logren sobrevivir, diferenciarse y proliferar. Una de las principales fuentes de
células para estos manejos, provienen del propio paciente. Ademas,
recientemente se han realizado importantes investigaciones utilizando
células madre principalmente mesenquimales; ya sea del cordén umbilical,
del liquido amnidtico, de la medula 6sea o del tejido adiposo. Estos estudios
han realizado cultivos de células madre mesenquimales, con la utilizacion de
medios condicionados y en algunos casos adicionando factores de
crecimiento; obteniendo como resultados el mejor crecimiento y
diferenciacién celular. La adicion de estos medios condicionados y factores
de crecimiento promueven con mayor rapidez el crecimiento y diferenciacion
(52,53,54).

En general, los resultados de los estudios de ingenieria tisular para la
regeneracion de uréter y vejiga urinaria son prometedores, principalmente
por que la evolucion de la ingenieria tisular en el campo de la urologia
especialmente en la regeneracion y tratamiento de patologias ureterales y
vesicales a pesar de ir lentamente, nos ofrece una alternativa real de nuevos
tratamientos diferentes a los convencionales. En este contexto, la utilizacion
de matrices, factores de crecimiento y numerosas fuentes celulares
alternativas ofrecen una nueva vision al tratamiento da las diversas

patologias de tipo uroldgicas.

32



UTILIZACION DE UNA FUENTE ALTERNATIVA DE CELULAS MADRE MESENQUIMALES PARA LA CONSTRUCCION DE e
MUCOSA VESICAL HUMANA MEDIANTE INGENIERIA TISULAR % y

2.2 Células madre mesenquimales de la gelatina de Wharton (HWJSC):

Como vimos previamente, una opcion de la ingenieria tisular en el manejo de
patologias es la utilizacion de las células madre mesenquimales. Dentro de
las células madre mesenquimales; las células mesenquimales de la gelatina
de Wharton (HWJSC) muestran un gran potencial como una fuente
alternativa de células uroteliales. Esto se debe a sus capacidades

inmunomoduladoras, de diferenciacidon ademas de su facil obtencion.

Para poder comprender el potencial de las células madre mesenquimales de
la gelatina de Wharton profundizaremos en ellas. Las células madre de la
gelatina de Wharton, se encuentran ubicados dentro de la zona llamada la
gelatina de Wharton (55), la cual se encuentra dentro del cordén umbilical. El
cordon umbilical tal como su nombre indica, es un cordon encargado de unir
al feto con su madre; y tiene como funcién permitir el ingreso de nutrientes
hacia el feto y la expulsion de los desechos fetales. Esta capacidad de
ingresar o expulsar sustancias es posible, ya que el corddn umbilical en su
interior es atravesado por dos arterias umbilicales y una vena umbilical.
Alrededor de estas arterias y venas se encuentra la gelatina de Wharton
(Figura 22). La gelatina de Wharton es una matriz mucosa rica en
proteoglicanos (55), que ademas posee, acido hialurénico y gran cantidad de
fibras de colageno especialmente tipo I, lll y V (56), en la cual se encuentran

inmersas células estromales de origen mesenquimal.

| Arerias umbilicales |

Regién perivascular ]

| Gelatina de Wharton Sangre del cordén

umbilical

il
| Vena umbilical Endotelio |

Figura 22. Compartimientos anatémicos del cordén umbilical humano (55).
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El aislamiento de dichas células madre mesenquimales de la gelatina de
Wharton debe ser muy riguroso. Para poder aislarlas adecuadamente existen
zonas Yya preestablecidas donde se encuentran ubicadas, como son la zona
perivascular, intervascular y subamniotica. Dependiendo de la zona donde se
encuentren las células madre de la gelatina de Wharton presentaran
propiedades diferentes de una region a otra, aquellas células madre de la
gelatina de Wharton que se encuentren ubicadas cerca de la superficie del
amnios presentaran mayor capacidad de proliferacion mientras que aquellas
que se encuentran proximas a los vasos umbilicales tendran mayor
diferenciacién (55). Las células madre de la gelatna de Wharton, son de
origen mesenquimal, por lo tanto presentan las mismas caracteristicas, que
poseen todas las células madre mesenquimales; expresando sus mismos
marcadores, los cuales son utiles para identificarlas del resto linajes
celulares. Entre los marcadores que expresan se encuentran: CD90, CD105,
CD44, CD73. Por otro lado también es necesario conocer cuales son
aquellos marcadores que no expresan los cuales son CD45, CD34 estos

pertenecen mas a células de linaje hematopoyético (57).

Otra de las caracteristicas de estas células madre radica en su capacidad
multipotencial. En los ultimos afos esta caracteristica de potencialidad se ha
colocado en duda (58). Su capacidad de diferenciacion hacia tejidos dseos,
condrogénicos y adipogénicos demuestra su linaje mesodérmico. Pero
algunos estudios muestran que tiene capacidad de diferenciacion en el linaje
ectodérmico principalmente de tipo neural y epitelial (59,60). Por otra parte,
también se ha encontrado que presenta capacidad de diferenciacion hacia el
linaje endodérmico lograndose diferenciarlas hacia células pancreaticas e

incluso hepaticas (57).

Ademas de su capacidad potencial de diferenciarse a los tres linajes
embrionarios, tiene otra caracteristica que la convierte en una célula con alto
potencial para la creacion de tejidos artificiales. Esta capacidad, es su
capacidad inmunomoduladora, ya que con esta caracteristica se evita el

rechazo del tejido artificial ademas de que se produzcan secuelas e incluso
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la muerte del paciente secundarias a dicho rechazo (55,58). Una de las
razones por las cuales las células madre de la gelatina de Wharton son
capaces de inmunomodular la respuesta del organismo estda en que los
niveles que poseen de HLA clase | se encuentran en niveles muy bajos
mientras que no se encuentra ningun nivel de HLA clase Il ni tampoco de
coestimuladoras como el CD80 y CD86, Encargados de activar a los
linfocitos T y B para iniciar la respuesta inmunoldgica (55). Biologicamente, la
explicacion de estos niveles de HLA |, se debe a un mecanismo de
proteccion contra las lisis de las “natural killer”. Otra caracteristica importante
que las diferencia de otras células madre mesenquimales es que poseen una
capacidad de producir IL-10, IFN-B y HLA-G, inhibidores de las respuestas
inmunoldgicas (40). También junto con el resto de las células madre
mesenquimales posee la capacidad de inhibir CD4, CD8, CD2 y CD3 (55,61),
de esta forma impiden la activacion de la respuesta y replicacion de los
linfocitos T y por consiguiente una respuesta inmunologica que produzca
rechazo del tejido implantado. Con las anteriores caracteristicas
inmunomoduladoras de las células madre mesenquimales de la gelatina de
Wharton entendemos el porqué de su gran potencial para la realizacion de
trasplantes alogénicas, lo cual abre una oportunidad para tratamientos de

regeneracion o curacion de patologias de vias urinarias.

En las ultimas décadas estudios sobre las de las células madre
mesenquimales y su capacidad de renovacion, replicacion y diferenciacion,
nos ha revelado su elevada actividad de la telomerasa. Actualmente se
considera que esta enzima se encarga de replicar los teldbmeros los cuales
son secuencias que se encuentran en el ADN. Los telomeros se encargan de
que no se presente mutaciones de tipo cancerigeno en las divisiones
celulares. Con cada division celular se presenta un acortamiento de los
teléomeros y cuando finalmente se acaba el telomero, como defensa celular
se frenan las mitosis. En este contexto, en las células madre mesenquimales
de la gelatina de Wharton sucede un fendmeno diferente en el cual la
actividad de la enzima telomerasa se encuentra muy elevada por lo que su
proliferacion se encuentra muy elevada, siendo esto muy util para los cultivos

celulares ya que le permite una adecuada expansion (62). Aunque en un
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principio se pensaba que dicha expansién producia la posibilidad de
mutaciones, estudios demostraron lo contrario siendo incluso posible realizar

multiples subcultivos sin que se presenten dichas alteraciones.

Existe otra caracteristica que poseen las células madre mesenquimales de la
gelatina de Wharton con gran potencial a nivel clinico el cual a sido poco
estudiado, y es la capacidad que poseen de producir componentes de matriz
extracelular y posteriormente generar membranas biolégicas derivadas de

células in vitro.

Como hemos visto las células madre mesenquimales de la gelatina de
Wharton con sus capacidades inmunomoduladoras, su capacidad de
diferenciacién en los tres linajes embrionarios, su capacidad antitumoral, su
alta capacidad de expansion, su capacidad de generar matrices derivadas
de células, ademas del facil acceso se convierten en candidatas ideales
para su uso en protocolos de ingenieria tisular. A diferencia de las células
madre de la medula 6sea, liquido amnidtico, pulpa dentaria y tejido adiposo,
las células de Wharton no requieren de procesos incomodos e intervenciones
invasivas. Por todo lo anterior podrian tener un alto potencial para el
desarrollo de tejidos e incluso érganos tales como uréter y vejiga urinaria.
Los cuales son drganos, de gran importancia en el ser humano, cuyas
patologias, de no ser tratadas conllevan graves consecuencias, cuyos
manejos actuales aun no responden a las amplias expectativas clinicas. Por
este motivo, la utilizacion de técnicas de ingenieria tisular para regenerar
dichos 6rganos mediante el uso de biomateriales, factores de crecimiento y
células madre de la gelatina de Wharton representan una potencial opcion
terapéutica. Por lo tanto la investigacion de tejidos artificiales de uréter y
vejiga urinaria humana con estas células es relevante porque posibilitara la
generacion de tejidos del aparato urinario sin la necesidad de obtener

biopsias de mucosa urinaria de dificil manejo en cultivo.

Por todo lo expuesto anteriormente, en la presente Tesis Doctoral se han
desarrollado dos modelos de mucosa urinaria artificial. El primero de los

modelos es fabricado con células ortotipicas obtenidas de la mucosa urinaria
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humana nativa. El segundo modelo se genera utilizando como fuente
alternativa de células las HWJSC. Ambos modelos se evaluaron a nivel
histolégico, histoquimico e inmunohistoquimico con el objetivo de determinar
su posible utilidad como sustitutos de los distintos 6rganos del aparato

urinario para su posible traslacién clinica.
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OBJETIVOS
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OBJETIVO GENERAL: Obtener un sustituto de pared vesical humana

utilizando técnicas de ingenieria tisular.

OBJETIVOS ESPECIFICOS:

1. Estandarizar las condiciones de cultivo de células de la mucosa
urinaria humana a partir de biopsias tisulares y disefar métodos que
permitan la diferenciacion urotelial de las células madre de la gelatina

de Wharton del cordén umbilical.

2. Evaluar in vitro las células madre de la gelatina de Wharton como
fuente celular alternativa de epitelio de la mucosa urinaria mediante
marcadores de diferenciacion celular, inmunohistoquimica y ensayos

de viabilidad celular.

3. Construir sustitutos urinarios tridimensionales ortotipicos vy
heterotipicos utilizando para ello, matrices extracelulares de fibrina y
agarosa  nanoestructuradas, ceélulas uroteliales 'y células

mesenquimales de la gelatina de Wharton diferenciadas a urotelio.
4. Evaluar in vitro los sustitutos ortotipicos y heterotipicos de mucosa

urinaria mediante analisis histologico, histoquimico e

inmunohistoquimico.
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MATERIALES Y METODOS
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1. Generacion de cultivos primarios de células de
mucosa urinaria humana y de células madre

mesenquimales de la gelatina de Wharton

En la presente Tesis Doctoral se generaron cultivos primarios de células
epiteliales (uroteliales) y células estromales (fibroblastos) de mucosa urinaria
humana, asi como cultivos primarios de células madre mesenquimales

humanas de la gelatina de Wharton.

Para la generacién de los cultivos primarios de células epiteliales (uroteliales)
y estromales (fibroblastos) de mucosa urinaria humana, se utilizaron
pequefios fragmentos de uréter y vejiga humana obtenidos bajo anestesia
general en pacientes sometidos a intervencion quirurgica programada por
parte de los facultativos del Servicio de Urologia del hospital Universidad
Virgen de las Nieves. Asimismo, las biopsias de uréter y vejiga fueron
utilizadas dentro de este estudio, como controles de tejido nativo normal.
Para la utilizacion de las muestras bioldgicas fue necesario la firma de un

consentimiento informado por parte de todos los pacientes.

En el caso de los cultivos primarios de células madre mesenquimales de la
gelatina de Wharton (HWJSC), los cultivos primarios fueron obtenidos a partir
de pequefios fragmentos de cordon umbilical humano procedente de
cesareas programadas de mujeres gestantes a término, contando con el
consentimiento informado de la gestante. Los cultivos de dichas células
estan actualmente disponibles en el Departamento de Histologia de la
Universidad de Granada, donde se mantienen almacenados a -180,0 °C en

nitrégeno liquido.
A continuacion, se describen con detalle los métodos y técnicas utilizados

para la obtencion de células humanas de la mucosa urinaria y células madre

mesenquimales de la gelatina de Wharton.
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1.1. Cultivo de células epiteliales procedentes de mucosa

urinaria

Para obtener cultivos primarios de células epiteliales de la mucosa urinaria
fue necesario utilizar la técnica de explante, ampliamente descrita por
diferentes autores (63,64,65). Para la utilizacion de esta técnica, las biopsias
de mucosa urinaria humana fueron fragmentadas en multiples porciones de
5mm aproximadamente. Una vez realizado dicho procedimiento, se procedio
al cultivo celular mediante frascos de cultivo de 25 cm?; y se utilizd medio de
cultivo especifico para células epiteliales denominado (QC) constituido por
HAM-F12: 150 ml; DMEM: 300 ml; suero bovino fetal: 50 ml; penicilina-
estreptomicina: 50 Ul/ml; adenina: 24 pg/ml; insulina: 5 pg/ml; triyodotironina:
1.3 ng/ml; toxina colérica: 8.3 ng/ml; hidrocortisona: 0.4 ug/ml y factor de

crecimiento epidérmico: 10 ng/ml.

1.2. Cultivo de células estromales procedentes de mucosa

urinaria

Para generar cultivos primarios de células estromales de mucosa urinaria
(fibroblastos), se llevé a cabo digestion enzimatica con colagenasa tipo |.
Una vez se llevd a cabo la disociacion celular, las muestras fueron
centrifugas y el pellet celular fue resuspendido en 5ml de medio de cultivo
DMEM (Dulbecco’s modified Eagle’s medium) (ref. D6429 de Sigma-Aldrich)
suplementado con un 10% de suero bovino fetal y antibioticos. Todas las
células fueron cultivadas en frascos de cultivo de 25 cm? a 37°C en un

incubador humidificado con un 5% de CO2.

1.3. Cultivo de células madre mesenquimales de la gelatina
de Wharton (HWJSC)

Las células mesenquimales de la gelatina de Wharton se obtuvieron a partir
de pequefas biopsias de cordon umbilical de recién nacidos por cesarea los

cuales se encontraban a término. Después del parto, los cordones
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umbilicales se manejaron en condiciones estériles en un banco de tejidos.
Las arterias y las venas se eliminaron quirurgicamente con el objetivo de
evitar la contaminacion con glébulos rojos. Una vez, seccionada la porcion
arterial y venosa, las biopsias se cortaron en pequenos fragmentos
obteniendo de esta manera, explantes de 0,5 por 0,5 cm de diametro. A
continuacién, los explantes fueron digeridos enzimaticamente utilizando
colagenasa tipo | (Gibco BRL Life Technologies) y tripsina-EDTA (acido L-
etilendiaminotetraacético) (Gibco BRL). Una vez llevada a cabo la digestion
enzimatica que permitio el aislamiento y separacion de las células madre
mesenquimales de la gelatina de Wharton, dichas células fueron cultivadas
en frascos de 25 cm? y mantenidas en condiciones de cultivo estandar con
medio de cultivo Amniomax—C100 (ref. 17001-074 de Gibco BRL) a 37°C en
un incubador humidificado con un 5% de CO2 (57,59).

Para la caracterizacién de las células madre mesenquimales de la gelatina
de Wharton, se siguieron los criterios propuestos por la Sociedad
Internacional de Terapia Celular (66). En este contexto, las HWJSC fueron
caracterizadas mediante citometria de flujo, para lo cual las células fueron
cultivadas en frascos de 75 cm? hasta alcanzar la confluencia.
Posteriormente, las células fueron lavadas con PBS e individualizadas
mediante métodos enzimaticos y centrifugadas durante 5 minutos a
1500rpm. Cada tubo de ensayo contenia 250.000 HWJSC, las cuales fueron
incubadas durante 30 minutos con 5 ul de anticuerpo primario marcado con
FITC (Mouse Anti-human CD90, PE Mouse Anti-Human CD44, PerCP-Cy
Mouse Anti-human CD105, APC Mouse Anti-Human CD73) o con 20 ul de
cada anticuerpo control (hMSC Positive Isotype Control Cocktail, PE hMSC
negative Isotype Control Cocktail), todos ellos pertenecientes al kit comercial
Human MSC Analysis kit (BD Stemflow™). Pasado el tiempo de incubacion,
cada tubo fue centrifugado y el sobrenadante fue eliminado para resuspender
el pellet celular en 300 pl de PBS. Finalmente, los siete tubos de citometria
fueron analizados mediante un citometro de flujp FACSCanto Il (Becton
Dickinson, NJ, EEUU).
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Por otra parte, las células HWJSC cultivadas en Amniomax se mantuvieron
en cultivo durante 10 dias hasta alcanzar el maximo nivel de confluencia,
momento en el cual formaron una estructura tisular homogénea sobre la cual
se llevaron a cabo experimentos de caracterizacion celular y de

componentes de la matriz extracelular (Figura 23).

Figura 23. Estructura producida por las HWJSC mantenidas en cultivo confluente tefiida con eosina.

2. Generacion de sustitutos de mucosa urinaria

humana mediante Ingenieria Tisular

En la presente tesis doctoral se fabricaron dos tipos de sustitutos
tridimensionales de la mucosa urinaria humana: sustitutos ortotipicos y
sustitutos heterotipicos. En ambos casos, en primer lugar, se generaron
sustitutos estromales con biomateriales de fibrina-agarosa y fibroblastos
estromales de mucosa urinaria humana. Posteriormente, en el caso de la
mucosa urinaria ortotipica, se utilizaron células uroteliales humanas para
generar el sustituto epitelial sobre el sustituto estromal. En el caso de los
sustitutos de mucosa urinaria heterotipicos, se utilizé una fuente alternativa
de células (HWJSC). Para la fabricacion de los sustitutos tridimensionales de

mucosa urinaria ortotipica y heterotipica se utilizaron protocolos de cultivo
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celular en sistemas tridimensionales previamente descritos por el grupo de
investigacion CTS-115 para la generacion de piel, cérnea y mucosa oral
humana (57,67,68), En ambos casos, se utilizaron como controles

experimentales las muestras de mucosa urinaria nativa.

2.1 Generacion de un sustituto estromal de mucosa urinaria

Para la generacion de sustitutos estromales de mucosa urinaria, fue
necesaria la utilizacion de cultivos primarios de fibroblastos previamente
aislados mediante la utilizacion de técnicas enzimaticas. Una vez los cultivos
primarios alcanzaron niveles de confluencia superiores al 70%, las células
fueron aisladas de la superficie de cultivo utilizando tripsina-EDTA (0,25%)
(Thermo Fisher- Scientific), tomandose 5X10° células procedentes de cultivos
primarios, las cuales fueron resuspendidas en 2ml de medio de cultivo
DMEM. Tras ello, se agregaron 21 ml de plasma sanguineo humano
recogido en el Centro Regional de Transfusidn Sanguinea y Banco de
Tejidos de Granada-Almeria. Con el objetivo de evitar la fibrinolisis
espontanea de los geles de fibrina, se agregaron 200 pL de acido
tranexamico y 2ml de Cl2Ca al 1% para precipitar la reaccion de formacién
del coagulo de fibrina. Previamente se afadié agarosa al 2% (p/v) diluida en
PBS y precalentada hasta fusién. Estos sustitutos se colocaron en incubador
a 37 °C y se mantuvieron con medio de cultivo DMEM con el objetivo de
promover la proliferacion de las células estromales de mucosa urinaria
(Figura 24) (69, 70, 71, 72, 73).

Figura 24. Imagenes representativas de sustitutos estromales de la mucosa urinaria generados con

biomateriales de fibrina-agarosa y fibroblastos de mucosa urinaria.
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2.2. Generacion de un sustituto epitelial de mucosa urinaria

Una vez generado el sustituto estromal de mucosa urinaria, tal y como se
describié en el apartado anterior, se procedid a generar un equivalente
epitelial ortotipico o heterotipico de mucosa urinaria sobre la superficie
estromal. Para la elaboracién de dichos sustitutos epiteliales, fue necesaria la
utilizacion de técnicas de cultivo secuenciales. Para esto, fue necesario
utilizar sistemas de cultivo transwell® con membranas porosas de 0,4um de
diametro (Costar, Corning Inc., Corning, New York, EEUU). Estos sistemas
estan compuestos por una placa de 6 pocillos en los cuales cada uno
contiene una membrana porosa de policarbonato que permite el flujo de

nutrientes y evita la migracion celular.

- Generacion de un sustituto epitelial de mucosa urinaria ortotipico.

Para la generacion de los sustitutos epiteliales ortotipicos mediante
Ingenieria Tisular, 24 horas mas tarde de la fabricacion del sustituto estromal,
se tripzinizaron los cultivos primarios de células uroteliales de mucosa
urinaria humana, cultivandose las células individualizadas (250.000 células
en cada caso) sobre la superficie de los sustitutos estromales en medio de
cultivo QC. Los sustitutos epiteliales se mantuvieron en medio de cultivo

durante 7 y 14 dias.

-Generacion de un sustituto epitelial de mucosa urinaria heterotipico.

Para la generacion de los sustitutos epiteliales heterotipicos mediante
Ingenieria Tisular, se utilizd6 la misma técnica descrita previamente en la
generacion de los sustitutos ortotipicos, utilizando en este caso HWJSC
como fuente alternativa de células (250.000 células en cada caso). Al igual
que los sustitutos de mucosa urinaria heterotipicos, las HWJSC se

mantuvieron en inmersion en medio de cultivo QC durante 7 y 14 dias.
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2.3. Induccion del proceso de diferenciacion urotelial de las

células madre mesenquimales de la gelatina de Wharton en

los sustitutos epiteliales de mucosa urinaria

En cada sustituto de la mucosa urinaria humana, se utilizaron fibroblastos de
la mucosa urinaria inmersos en el biomaterial, los cuales ejercen una
importante accidon inductora mediante un proceso de interaccidon epitelio-
mesénquima. Ademas, para favorecer el proceso de diferenciacion epitelial
en los sustitutos tridimensionales de mucosa urinaria, se utilizaron diferentes
medios inductores. Todos los sustitutos tridimensionales se dividieron en

cuatro grupos (Figura 25):

- Sustitutos de mucosa urinaria ortotipicos mantenidos con medio de
cultivo QC especifico de células epiteliales.

- Sustitutos tridimensionales heterotipicos mantenidos con medio de
cultivo Amniomax—C100 (medio basico para las células HWJSC
utilizado como control).

- Sustitutos de mucosa urinaria heterotipicos cultivados con medio de
cultivo QC.

- Sustitutos tridimensionales de mucosa urinaria que se mantuvieron
en cultivo con medio condicionado MC (74). El medio MC se generd6
cultivando las células de epitelio urinario humano (uroteliales) en
medio QC hasta que éstas alcanzaron semiconfluencia
(aproximadamente, a los 9 dias). Posteriormente, se cambio el medio
por QC fresco, el cual se dejo en cultivo durante 2 dias, recogiéndose
tras ese tiempo. Tras ello, el medio recogido se filtré utilizando un
filtro de 0,2 ym de diametro de poro y se afiadido un 10% de suero
bovino fetal, un 1% de antibiéticos y un 0,1% de factor de crecimiento

epidérmico EGF.

a7



UTILIZACION DE UNA FUENTE ALTERNATIVA DE CELULAS MADRE MESENQUIMALES PARA LA CONSTRUCCION DE / e
MUCOSA VESICAL HUMANA MEDIANTE INGENIERIA TISULAR % y

IN VITRO 3D
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Figura 25. Grupos de induccion de diferenciacion de los sustitutos tridimensionales ortotipicos y

heterotipicos

2.4. Nanoestructuracion vy generacion de estructuras

tubulares

Una vez generados, los sustitutos tridimensionales ortotipicos y heterotipicos
fueron sometidos a un proceso de nanoestructuracion previamente
desarrollado por el grupo de investigacion con el objeto de mejorar las
propiedades biomecanicas de estos sustitutos (75,76,77,78). Para ello, se
extrajo cuidadosamente cada sustituto tisular de la superficie de cultivo,
depositandose sobre un filtro poroso de nylon estéril. Sobre la superficie del
constructo, se deposité una malla quirdrgica de poliéster estéril para evitar
dafnar el epitelio localizado a este nivel. Posteriormente, se aplicaron dos
laminas de papel de filtro Whatman 3MM por debajo y otras dos por encima

del conjunto y se deposité un fragmento de vidrio de 500 g de peso en la
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superficie para aplicar presion controlada durante 3 minutos. Tras ello, se
extrajo el tejido cuidadosamente y se introdujo en PBS para evitar su

desecacion.

Para la generacion de estructuras tubulares similares a los 6érganos huecos
del aparato urinario (uréter y uretra, por ejemplo), se procedi6 a recortar el
tejido nanoestructurado con una cuchilla hasta obtener una forma cuadrada
de aproximadamente 2x1 cm. Posteriormente, se colocé un tubo de silicona
sobre la superficie epitelial del constructo, suturandose ambos extremos con
sutura de seda de 8/0 con el objetivo de obtener una estructura tubular
(Figura 26).

Figura 26. Constructo nanoestructurado suturado sobre un tubo de silicona.
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3. Andlisis histologico

3.1. Microscopia 6ptica

Para el analisis mediante microscopia optica, tanto las muestras de control
nativo de mucosa urinaria como las muestras de estructuras derivadas de
células madre mesenquimales de la gelatina de Wharton y los sustitutos de
mucosa urinaria ortotipicos y heterotipicos fueron fijados en formaldehido al
4% tamponado y se deshidrataron en concentraciones crecientes de etanol
(70%, 80% ,96% y 100%). A continuacion, el etanol se sustituyd por xileno y
las muestras fueron incluidas en bloques de parafina siguiendo técnicas
estandar. Una vez enfriados los bloques, se obtuvieron secciones
transversales de 4 ym de espesor que se tifieron con hematoxilina y eosina

para su examen histolégico mediante microscopio 6ptico.

3.2. Microscopia electrénica de barrido (MEB)

Para el estudio de los tejidos mediante microscopia electronica de barrido,
las muestras de estudio correspondientes a los controles nativos de mucosa
urinaria, las estructuras derivadas de células madre mesenquimales de la
gelatina de Wharton y los sustitutos tridimensionales de mucosa urinaria
fueron fijados en glutaraldehido al 2,5% en tampodn cacodilato 0,1M (pH 7.4)
a 4°C durante 4-6 horas, lavandose a continuacién tres veces en tampon
cacodilato. Tras la fijacion, las muestras se deshidrataron en concentraciones
crecientes de acetona y se desecaron mediante la técnica de punto critico
(79,80). Tras ello, las muestras se recubrieron con atomos de oro y paladio y
se analizaron mediante un microscopio electronico de barrido FEI Quanta

200 (FEl, Eindhoven, The Netherlands) en modo de alto vacio.
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3.3. Microscopia electronica de transmision (MET)

Para el analisis ultraestructural de las estructuras derivadas de células madre
mesenquimales de la gelatina de Wharton, las muestras se fijaron, lavaron y
deshidrataron tal y como se describié en el apartado anterior de microscopia
electrénica de barrido. Posteriormente, se llevd a cabo un proceso de
postfijado en tetroxido de osmio al 1% y deshidratado en acetona. Las
muestras se incluyeron en resina de Spurr durante 24 horas a 4°C,
obteniéndose secciones ultrafinas que se contrastaron con acetato de uranilo
y citrato de plomo. Las muestras se analizaron en un microscopio EM902

(Carl Zeiss Medi-tec, Oberkochen, Alemania).

4. Andlisis histoquimico

Para el analisis histoquimico de los componentes fibrilares y no fibrilares de
la matriz extracellular de las diferentes muestras estudiadas en la presente
Tesis Doctoral (muestras de control nativo de mucosa urinaria, muestras de
estructuras derivadas de ceélulas madre mesenquimales de la gelatina de
Wharton, sustitutos de mucosa urinaria ortotipicos y sustitutos de mucosa
urinaria heterotipicos), en primer lugar se obtuvieron secciones de los tejidos
previamente fijados en incluidos en parafina como se detalld para
microscopia optica. Estas secciones tisulares fueron desparafinizadas en
xileno durante 15 minutos (dos veces) y rehidratadas mediante diluciones
crecientes de etanol hasta agua destilada. Tras ello, las muestras se tifieron
utilizando la técnica de picrosirius y reticulina de Gomori para evaluar la
presencia de componentes fibrilares de la matriz extracelular o de azul alcian
y acido periodico de Schifff (PAS) para evaluar los componentes no fibrilares

de la matriz extracelular segun se describe a continuacion.
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4.1. Método histoguimico de Picrosirius

La tincion mediante picrosirius es una técnica altamente utilizada para
identificar fibras de colageno maduras, componentes fibrilares muy
importantes de la matriz extracelular del tejido conectivo de la mucosa
urinaria. Para tal objeto, las secciones histologicas rehidratadas se tifieron
durante 30 minutos en una solucién de Sirius Red F3B (Sigma-Aldrich),
contrastandose después con hematoxilina de Harris durante 5 minutos.
Finalmente, las muestras fueron sometidas a deshidratacién con alcoholes
de concentracion ascendente y xileno, montandose con cubreobjetos

utilizando balsamo de montaje histologico.

4.2. Método histoquimico reticulina de Gomori

Para la deteccion de fibras reticulares, otro de los componentes fibrilares
fundamentales de la matriz extracelular, se utilizé el método de Gomori. En
primer lugar, se llevo a cabo una impregnacién con sales de plata, las cuales
reducen sobre las fibras reticulares. Para tal efecto, las muestras de estudio
fueron sumergidas en permanganato de potasio al 1% durante 1 minuto.
Posteriormente, las muestras fueron sometidas a sensibilizacién con alumbre
de hierro al 2% durante 2 minutos e incubadas durante 15 minutos en
oscuridad en plata amoniacal y formaldehido al 20% durante 3 minutos.
Finalmente, la diferenciacion se realizé en cloruro de oro al 2% durante 5
minutos y tiosulfato durante 1 minuto, contrasténdose brevemente con
hematoxilina. Finalmente, las muestras fueron sometidas a deshidratacién
utilizando alcoholes ascendentes, para su posterior impregnacion en xileno y

montaje.

4.3. Método histoquimico azul alcian

Con el objetivo de identificar el contenido de proteoglicanos presentes en las
muestras de estudio, se utilizé el método de azul alcian. Para ello, las

muestras fueron preparadas histolégicamente hasta rehidratacion como se
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describid en apartados anteriores y se incubaron en solucion de azul alcian a
pH 2,5 durante 30 minutos. Una vez tehidas, se contrastaron con nuclear fast

red para su posterior deshidratacién, aclaramiento y montaje histologico.

4.4, Método histoguimico con acido peridédico de Schiff (PAS)

La tincidon con acido periddico de Schiff (PAS) permitié la identificacion de
glicoproteinas y mucosustancias neutras en los tejidos estudiado en la
presente Tesis Doctoral. Tras su rehidratacion, las secciones tisulares fueron
sumergidas en una solucién de acido periédico al 0,5% durante 5 minutos.
Una vez realizada dicha inmersion, las muestras fueron incubadas en
reactivo de de Schiff durante 15 minutos en oscuridad. Finalmente, las
muestras fueron contrastadas, deshidratadas, aclaradas y montadas con

cubreobjetos.

5. Andlisis mediante inmunohistoquimica e

inmunofluorescencia

La deteccién de proteinas especificas en los tejidos estudiados se realizd
mediante inmunohistoquimica e inmunofluorescencia utilizando anticuerpos
especificos. Para llevar a cabo estos procedimientos, se obtuvieron
secciones tisulares de 4 um, las cuales se desparafinizaron en xileno y se
rehidrataron como se describié para el analisis histologico.

A continuacién, en las muestras sometidas a inmunohistoquimica, se
inactivaron las peroxidasas enddgenas con perdxido de hidrogeno y se
procedi6 a realizar la recuperacion antigénica utilizando buffer citrato o EDTA
segun se detalla en la tabla 2. Una vez realizada la recuperacion antigénica,
se lavaron las muestras y se procedid a bloquear sitios antagonicos
inespecificos utilizando CAS-Block™ Histochemical Reagent para su
posterior incubacién con el correspondiente anticuerpo primario (Tabla 2),

lavandose en PBS e incubandose con el anticuerpo secundario. Una vez
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llevada a cabo la reaccion inmunoldgica, contando con la presencia de
controles positivos y controles negativos, las muestras se contrastaron
brevemente con hematoxilina de Harris y se montaron utilizando

cubreobjetos de vidrio.

En el caso de las muestras analizadas mediante inmunofluorescencia
(pancitoqueratina, citoqueratina 7, citoqueratina 8, citoqueratina 13,
desmoplaquina y zonula occludens), las secciones histologicas
desparafinizadas y rehidratadas fueron sometidas a recuperacion antigénica
y bloqueo de los sitios inespecificos como se detallé anteriormente y se
recoge en la Tabla 2. Tras hibridar con el correspondiente anticuerpo
primario y lavar, se aplicd un anticuerpo primario anti-anticuerpo de ratén o
anti-anticuerpo de conejo marcado con un pigmento fluorescente (FITC o
Cy3) lavandose con PBS a continuacion. Tras contratefiir los nucleos con
DAPI, las muestras se cubrieron con cubreobjetos y se analizaron mediante

un microscopio de fluorescencia Nikon Eclipse 90i.

Los analisis semicuantitativos se realizaron determinando la presencia o
ausencia de seflal obtenida mediante inmunohistoquimica ©
inmunofluorescencia para marcadores especificos utilizando la siguiente

escala de medida:

- Sefal negativa: -

- Senal levemente positiva: +
- Sefal positiva: +

- Sefal altamente positiva: ++

- Sefal intensa: +++
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DILUCION/
ANTICUERPO INCUBACION PRETRATAMIENTO REFERENCIA
Policlonal de conejo 1:200 Buffer EDTA pH 8 Acris antibodies

anti-colageno tipo |

Toda la noche

durante 25 min. a 95°C

(Herfford, Alemania)
R1038

Monoclonal de raton
anti-PCNA

1:1000
Toda la noche

Buffer citrato pH 6
durante 25 min. a
95°C

Sigma-Aldrich (San
Luis, MO, EEUU)
P8825

Monoclonal de conejo
anti-CD90 (Thy)

1:500
Toda la noche

Buffer citrato pH 6
durante 25 min. a
95°C

Novus Biological
(Littleton, CO,
EEUUV)
EPR-2926

Monoclonal de ratén
anti-CD105

1:50
Toda la noche

Buffer citrato pH 6
durante 25 min. a
95°C

Laboratorio Vector
(Burlingame, CA,
EEUUV)
VP-C371

Monoclonal de ratén
anti-citoqueratina 7
(clon: OV-TL 12/30)

Prediluido
Toda la noche

Buffer citrato pH 6
durante 25 min. a
95°C

Master Diagndstica
(Granada, Espafia)
MAD-001004QD3

Monoclonal de conejo
anti-citoqueratina 8

Prediluido
Toda la noche

Buffer EDTA pH 8
durante 25 min. a
95°C

Master Diagnostica
(Granada, Espafia)
MAD-000693QD3

Monoclonal de ratén
Anti-citoqueratina 13

1:400
Toda la noche

Buffer citrato pH 6
durante 25 min. a
95°C

Sigma-Aldrich (San
Luis, MO, EEUU)
C0791

Monoclonal de ratén
anti-pancitoqueratina
Clone C11

1:100
Toda la noche

Buffer citrato pH 6
durante 25 min. a
95°C

Sigma-Aldrich (San
Luis, MO, EEUU)
C2931

Monoclonal de ratéon
anti-desmoplaquina
IgG2b

Prediluido
Toda la noche

Buffer citrato pH 6
durante 25 min. a
95°C

Acris antibodies
(Herford, Alemania)
AM09122SU-N

Policlonal de conejo
Anti-tjp1(Z0O1)

1:75
Toda la noche

Buffer citrato pH 6
durante 25 min. a
95°C

Sigma-Aldrich (San
Luis, MO, EEUU)
HPA001637

Policlonal de conejo
Anti-TJP2(202)

1:75
Toda la noche

Buffer citrato pH 6
durante 25 min. a
95°C

Sigma-Aldrich (San
Luis, MO, EEUU)
HPAO001813

Tabla 2. Anticuerpos utilizados en esta Tesis Doctoral. Para cada anticuerpo, se muestra la referencia,

la dilucion utilizada y las condiciones especificas para recuperacion antigénica aplicadas en cada caso.
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6. Analisis de viabilidad celular

Para determinar la viabilidad de las células localizadas en la estructura tisular
generada por las HWJSC mantenidas en cultivo confluente, se utilizd el kit
comercial Live/Dead (calcein/AM-ethidium homodimer-1 viability/cytotoxicity
assay kit, Life Technologies, Carlsbad, CA, EEUU). Para poder evaluar la
viabilidad celular, las estructuras derivadas de HWJSC se lavaron en PBS
tres veces. Posteriormente, fueron incubadas en la mezcla de calceina y
homodimero de etidio del kit diluida en PBS durante 15 minutos, siguiendo
las instrucciones del fabricante. Tras ello, las muestras fueron lavadas tres
veces mas en PBS y colocadas sobre un cubreobjetos para su analisis,
evaluando la viabilidad como porcentaje de células tefiidas en color verde
(células viables) respecto al total de células tefiidas en verde y en rojo

(células no viables) utilizando un microscopio fluorescente Nikon Eclipse 90i.
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RESULTADOS
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1.

sustitutos ortotipicos de mucosa urinaria humana

Generacion y caracterizacion histolégica de

utilizando células nativas

La utilizacién del biomaterial de fibrina-agarosa descrito en el apartado
Materiales y Métodos de esta Tesis Doctoral permiti6 elaborar sustitutos
ortotipicos de la mucosa urinaria utilizando las células nativas del tracto
urinario -células uroteliales y fibroblastos-, cuyas caracteristicas histolégicas

se describen brevemente a continuacion.

- Analisis mediante microscopia éptica

Los resultados obtenidos mediante analisis con microscopia Optica reflejan
una estructura formada por una unica capa de células en la superficie del
biomaterial que presentaba escasos niveles de diferenciacion celular. Los
estudios inmunohistoquimicos de marcadores tipicos de este tipo de epitelio
(uroplaquina 1ll) y de uniones intercelulares tipo zonula occludens (ZO)
confirman la escasa diferenciacién y maduracion del modelo ortotipico tanto

alos 7 como a los 14 dias de evolucion (Figura 27).

Figura 27. Analisis mediante inmunohistoquimica de uroplaquina Ill (UPK3) y de la proteina de unién
zonula occludens 2 (ZO2) de los sustitutos ortotipicos de mucosa urinaria humana. A: analisis de UPK3
en vejiga humana de control. (B-C) andlisis de UPK3 en substitutos de mucosa urinariaalos 7y 14
dias. D: andlisis de de ZO3 en vejiga humana de control. (E-F) Analisis de Z03 en substitutos de

mucosa urinaria a los 7 y 14 dias. Barras de magnificaciéon: 25 uym.
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- Analisis mediante microscopia electronica

La ultraestructura del modelo ortotipico confirmé el caracter simple del
epitelio formado (Figura 28B), asi como la escasa presencia de sistemas de
union intercelular. Por otra parte, los fibroblastos inmersos en el hidrogel de
fibrina-agarosa no ofrecen la morfologia fusiforme caracteristica de las
células estromales, si bien muestran un aparato biosintético muy desarrollado
(Figura 28A).

Figura 28. Analisis ultraestructural de las células de los sustitutos ortotipicos de mucosa
urinaria humana. A: Célula estromal inmersa en el sustituto artifical; B: células uroteliales

sobre lamina propia del sustituto artificial de mucosa urinaria.

2. Caracterizacion de la fuente alternativa utilizada de
celulas madre mesenquimales (células
mesenquimales de la gelatina de Wharton del cordon
umbilical -HWJSC-)

2.1. Citometria de flujo

El analisis mediante citometria de flujo, de la poblacion de HWJSC a estudio
revelo, que el 94,73% de la poblacion celular era positivo para marcador

CD90, se demostré6 ademas que el 94,46% de la poblaciéon celular era
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positiva para marcador CD105 y finalmente, se encontré que el 99,43% de la

poblacion celular era positiva para marcador CD73 (Figura 29).
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Figura 29. Panel obtenido mediante citometria de flujo del porcentaje de expresion de
marcadores de células mesenquimales detectados en la poblacion celular a estudio (WHJSC)
A: CD90, B: CD105, C: CD73.

2.2. Caracterizacion histol6gica, histoquimica e

inmunohistoguimica de las HWJSC mantenidas en cultivo

Para su caracterizacion, las HWJSC se cultivaron hasta confluencia segun se
describié en el apartado Materiales y Métodos. Bajo estas condiciones de
confluencia, las células formaron a una delgada membrana adherida al
frasco de cultivo, la cual empezé a despegarse del frasco de cultivo
aproximadamente dos dias después de su formacién. A nivel macroscopico,
se encontré que las estructuras formadas por las HWJSC presentaban una

morfologia rectangular de aproximadamente 2 x 1,5cm.

- Analisis mediante microscopia éptica

El analisis histolégico mediante tincion de hematoxilina-eosina revel6 la
presencia de un gran numero de células inmersas en su interior (Figura 30A,
B, C). Ademas, se encontraron numerosas zonas de matriz extracelular en
las que la presencia de células era muy escasa (zonas pobres en células).
Estas zonas estaban distribuidas al azar a lo largo de toda la estructura,
rodeadas y delimitadas por abundante presencia celular (zonas ricas en
células) (Figura 30B, C).
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Los analisis con métodos histoquimicos revelaron, mediante tincion de azul
alcian, la presencia de proteoglicanos predominantemente en las zonas de
matriz extracelular pobre en células (Figura 30D). Del mismo modo, el
analisis de las fibras de colageno utilizando tincion de picrosirius, mostro que
el colageno estaba presente en toda la estructura, pero era mas abundante

en las zonas pobres en células (Figura 30E).

Posteriormente, los analisis inmunohistoquimicos con anticuerpos anti-
colageno tipo | mostraron sefal altamente positiva en toda la estructura,
especialmente en las zonas pobres en células (Figura 30F). Ademas de los
anteriores hallazgos, el andlisis de proliferacién celular realizado mediante
inmunotincion para PCNA demostr6 que la mayoria de las células
expresaban este marcador de proliferacion (Figura 30G). Cuando se analizé
la expresion de citoqueratinas, se encontré que menos del 50% de las
células resultaron positivas para CK8 (Figura 30I), mientras que la mayor
parte de las células presentaban expresion del marcador pancitoqueratina
(Figura 30J). Asimismo, el analisis inmunohistoquimico de marcadores de
indiferenciacién celular de estirpe mesenquimal mostré que la mayoria de las

células eran positivas para CD90 y CD105 (Figura 30K, L).
Finalmente, el andlisis de la viabilidad celular revel6 que el 99% de las

células eran viables, apareciendo de color verde en la tincidn con el

marcador Live-Dead (Figura 30H).
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Figura 30. Analisis histoldgico, histoquimico e inmunohistoquimico de las estructuras formadas por las
células HWJSC cultivadas hasta confluencia. A: cultivo de células madre mesenquimales de la gelatina
de Wharton; B-C: tincion de hematoxilina-eosina; D: tincion de azul alcian; E: tincion de picrosirius F:
inmunohistoquimica anti-coldgeno tipo |; G: inmunohistoquimica anti-PCNA, H: prueba de viabilidad
Live-dead; I: inmunohistoquimica anti-Citoqueratina 8; J: inmunofluorescencia anti-pancitoqueratina; K:

inmunofluorescencia anti-CD90; L: inmunofluorescencia anti-CD105 Barra de magnificacién: 50 ym

- Analisis mediante microscopia electronica

La microscopia electronica de barrido de las HWJSC cultivadas hasta
confluencia demostré que la superficie de estas estructuras consistia en una
mezcla de células y fibras de matriz extracelular (Figura 31A, B). En su
mayor parte, las fibras cubrian la superficie de las estructuras analizadas,
encontrandose dispersas aleatoriamente en diferentes orientaciones.
Ademas, estas estructuras eran altamente porosas, con un 40,5+11,4% de la

superficie correspondiente a area de porosidad.

El microscopio electronico de transmisién confirmé la abundante presencia
de células rodeadas de gran cantidad de material extracelular (Figura 31). El
material encontrado en la matriz extracelular contenia componentes fibrilares

y no fibrilares, siendo mas abundantes los no fibrilares y las areas de material
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pseudofibrilar. Cabe destacar que no se pudieron identificar fibras maduras
en esta matriz extracelular (Figura 31). Ademas, se observd que las células
presentaban un nucleo eucromatico con evidente nucléolo central. Mas
detalladamente, la mayoria de las células mostraban la presencia de
organelas de sintesis bien desarrolladas, incluyendo reticulo endoplasmico
rugoso, reticulo endoplasmico liso, ribosomas libres y asociados al reticulo
endoplasmico rugoso, asi como mitocondrias y vesiculas de exocitosis
(Figura 31D, E, F).

Figura 31. Analisis mediante microscopia electronica de transmision de las estructuras

formadas por las células HWJSC cultivadas hasta la confluencia.
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3. Caracterizacion histolégica de los sustitutos
heterotipicos de mucosa urinaria humana utilizando

HWJSC como fuente celular alternativa

La aplicacion de los métodos y protocolos de biofabricacion descritos en el
apartado Materiales y Métodos de esta Tesis Doctoral permitid la eficiente
generacion de estructuras tubulares consistentes en una luz central rodeada
de una pared tisular constituida por un el biomaterial nanoestructurado con
fibroblastos y HWJSC. Como se puede apreciar en la (Figura 32C, F, 1) los
sustitutos heterotipicos de mucosa urinaria humana adquieren y conservan
una forma circular en parte comparable a la morfologia normal de algunos
organos del aparato urinario humano (Figura 32A, B), aunque carente de los

pliegues internos de la mucosa tipicos del tejido nativo.

El analisis mediante hematoxilina-eosina revel6 que el tejido nativo (Figura
32A, B) presentaba diversas capas tisulares constituidas por musculo liso,
tejido conectivo y tejido epitelial. El epitelio de la mucosa urinaria nativa
humana presentaba nucleos a distintas alturas conformando la estructura
tipica de un epitelio transicional de tipo pseudoestratificado. Por el contrario,
el estroma nativo estaba constituido por abundantes células,
fundamentalmente fibroblastos, inmersas en una matriz extracelular muy rica

en fibras.

Cuando se analizé el sustituto heterotipico de mucosa urinaria humana
correspondiente al grupo cultivado con Amniomax (medio control) durante 7
dias, se encontré un sustituto epitelial formado por dos o tres capas de
células de estructura nuclear homogénea sin signos de diferenciacion,
localizado sobre el biomaterial de fibrina-agarosa en cuyo interior se
observaba la presencia de fibroblastos dispersos. El analisis a los 14 dias
revelé un aumento del numero de capas del sustituto epitelial, llegd a cinco a

siete capas (Figura 32D, E).

64



UTILIZACION DE UNA FUENTE ALTERNATIVA DE CELULAS MADRE MESENQUIMALES PARA LA CONSTRUCCION DE e
MUCOSA VESICAL HUMANA MEDIANTE INGENIERIA TISULAR % y

En el grupo de sustitutos ureterales cultivados con medio QC, los analisis
revelaron la presencia de un sustituto epitelial con aproximadamente diez
capas celulares tanto a los siete como a los catorce dias de evolucion. Estas
capas celulares estaban distribuidas de manera homogénea sobre la
superficie estromal, encontrando, ademas, que las células mas superficiales
presentaron una morfologia mas aplanada, siendo mas redondeada o
prismatica la de las células basales (Figura 32G, H). A nivel del sustituto
estromal, se encontraron numerosos fibroblastos dispersos por un

biomaterial homogéneo de aspecto fibroso.

Finalmente, los sustitutos ureterales cultivados con MC revelaron la
presencia de un sustituto epitelial de dos a tres capas celulares al dia 7 de
cultivo, las cuales se mantuvieron o aumentaron levemente hasta las tres o
cuatro capas al dia 14. En general, el sustituto epitelial encontrado a los 7
dias fue muy similar al de los 14 dias, no encontrandose diferencias entre las
células de las capas mas superficiales con las de la capa basal. En lo que se
refiere al sustituto estromal, se encontré un biomaterial fibrilar de aspecto
homogéneo en el cual se distribuian al azar los fibroblastos ureterales
(Figura 32J y K).

Por otro lado, los analisis del tejido control y de la mucosa urinaria humana
generada mediante ingenieria tisular confirmo la estructura tubular de los
sustitutos artificiales suturados sobre si mismos para generar una estructura
hueca con amplia luz en su interior (Figura 33). Aunque estos sustitutos
mostraron ser circulares a la seccidon transversal, el diametro de la luz
existente en su interior fue sensiblemente inferior al encontrado en los

controles de uréter humano nativo.
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Figura 32. Andlisis histologico mediante hematoxilina y eosina. A, B: Muestras de mucosa urinaria

humana control; C y D: Cultivo en medio Amniomax durante 7 dias; E: Cultivo en medio Amniomax

durante 14 dias; F y G: Cultivo en medio QC durante 7 dias; H: Cultivo en medio QC durante 14 dias; |
y J: Cultivo en medio condicionado durante 7 dias; K: Cultivo en medio condicionado durante 14 dias.

Barras de magnificacién: 50 ym.

Figura 33. Imagenes de microscopia electrénica de barrido de uno de los sustitutos de mucosa urinaria

humana (izquierda) y del uréter humano nativo utilizado como control (derecha).
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4. Caracterizacion histoquimica de los sustitutos
heterotipicos de mucosa urinaria humana utilizando

HWJSC como fuente celular alternativa

4.1. Componentes fibrilares

- ldentificacion de fibras de colageno mediante tincidn de picrosirius

El andlisis de la mucosa urinaria nativa control mediante la tincion de
picrosirius mostré una sefal intensa (+++) del colorante, lo cual indica la
presencia de abundantes fibras de colageno maduro a nivel del estroma y de

las capas de tejido conectivo asociadas al tejido muscular (Figura 34A, B).

El analisis de los sustitutos ureterales cultivados en medio Amniomax mostro
sefal negativa (-) a los 7 dias y senal altamente positiva (++) a los 14,
especialmente en el estroma artificial mas cercano al sustituto epitelial
(Figura 34C, D).

Los tejidos artificiales cultivados en medio QC presentaron sefial positiva (+)
igualmente en la regidon estromal mas cercana al sustituto epitelial, tanto a los

7 como a los 14 dias (Figura 34E, F).

Asimismo, las muestras cultivadas con MC mostraron sefial negativa (-) a los

7 dias, aumentando a positiva (+) a los 14 dias (Figura 34G, H). Ver Tabla 3.
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Figura 34. Analisis de la presencia de fibras de coldgeno mediante tincién picrosirius. A, B: Muestras

de mucosa urinaria humana control; C: Cultivo en medio Amniomax durante 7 dias; D: Cultivo en medio
Amniomax durante 14dias; E: Cultivo en medio QC durante 7 dias; F: Cultivo en medio QC durante 14
dias; G: Cultivo en medio condicionado durante 7 dias; H: Cultivo en medio condicionado durante 14

dias. Barras de magnificacion: 50 ym.
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- ldentificacion de fibras reticulares mediante reticulina de Gomori

El analisis histoquimico de fibras reticulares del estroma del tejido nativo
mostro la presencia de este componente fibrilar en todo el tejido conjuntivo
del estroma ureteral, siendo especialmente abundantes las fibras reticulares
en el estroma mas cercano a la capa epitelial, donde se encontré una sefal

intensa (+++) (Figura 35A, B).

En contra, la mayor parte de los sustitutos ureterales mostré una sefal
completamente negativa (-), con la unica excepcion de los sustitutos
cultivados en medio QC durante 14 dias, que presentd una sefial levemente
positiva () (Figura 35C, D, E, F, G, H). Ver Tabla 3.
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Figura 35. Analisis de la presencia de fibras reticulares mediante tincion reticulina de Gomori. A, B:
Muestras de mucosa urinaria humana control; C: Cultivo en medio Amniomax durante 7 dias; D: Cultivo
en medio Amniomax durante 14dias; E: Cultivo en medio QC durante 7 dias; F: Cultivo en medio QC
durante 14 dias; G: Cultivo en medio condicionado durante 7 dias; H: Cultivo en medio condicionado

durante 14 dias. Barras de magnificacion: 50 um.
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4.2. Componentes no fibrilares

- Identificacién de proteoglicanos mediante tincién con azul alcian

El analisis histoquimico de los componentes no fibrilares de la matriz
extracelular mediante tincion con azul alcian reveld la presencia de
proteoglicanos en el tejido nativo distribuidos a lo largo del tejido conectivo
del estroma ureteral y de la capa muscular, existiendo una sefal intensa
(+++) a nivel del estroma mas proximo al epitelio y altamente positiva (++) en

el resto del tejido conectivo (Figura 36A, B).

Cuando se analizaron los sustitutos tridimensionales mantenidos en medio
control Amniomax durante 7 dias, se encontré una marcacion intensa (+++) a
nivel del sustituto epitelial, siendo la marcacion positiva (+) en el estroma
mas cercano a este sustituto epitelial (Figura 36C). A los 14 dias, sin
embargo, la sefial epitelial fue altamente positiva (++) y negativa (-) en el

estroma subyacente (Figura 36D).

En los sustitutos mantenidos en medio QC, se encontr6 sefal altamente
positiva (++) en el sustituto epitelial de los tejidos artificiales cultivados
durante 7 dias, mientras que los tejidos de 14 dias de evolucidn presentaban
sefal intensa (+++) en el sustituto epitelial. En ambos casos, no se observo

tincion de azul alcian en el sustituto estromal (Figura 36E, F).
Por ultimo, los tejidos artificiales cultivados en medio MC presentaron sefial

positiva (+) en el sustituto epitelial tanto a los 7 como a los 14 dias de

desarrollo, siendo negativa (-) a nivel estromal (Figura 36G, H). Ver Tabla 3.
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Figura 36. Analisis de la presencia de proteoglicanos mediante tincion con azul alcian. A, B: Muestras
de mucosa urinaria humana control; C: Cultivo en medio Amniomax durante 7 dias; D: Cultivo en medio
Amniomax durante 14dias; E: Cultivo en medio QC durante 7 dias; F: Cultivo en medio QC durante 14

dias; G: Cultivo en medio condicionado durante 7 dias; H: Cultivo en medio condicionado durante 14

dias. Barras de magnificacion: 50 pm.
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- ldentificacidon de glicoproteinas mediante tincidon con acido peridédico de

Schiff (PAS)

Los analisis histoquimicos mediante la tincion PAS revelaron la presencia de

glicoproteinas e hidratos de carbono complejos en la capa mas superficial del
epitelio del tejido nativo (sefal positiva +), asi como una sefal levemente

positiva (x) a nivel basal (Figura 37A, B).

En contraste, los sustitutos ureterales cultivados con Amniomax y con MC a
los 7 y 14 dias presentaron sefal negativa (-) (Figura 37C, D, G, H).

Asimismo, los sustitutos cultivados con medio QC presentaron sehial
levemente positiva (x) tanto a los 7 como a los 14 dias en las capas

superficial y basal del sustituto epitelial (Figura 37E, F). Ver Tabla 3.

Figura 37. Analisis de la presencia de glicoproteinas mediante tincion con acido periddico de Schifff
(PAS). A, B: Muestras de mucosa urinaria humana control; C: Cultivo en medio Amniomax durante 7
dias; D: Cultivo en medio Amniomax durante 14dias; E: Cultivo en medio QC durante 7 dias; F: Cultivo
en medio QC durante 14 dias; G: Cultivo en medio condicionado durante 7 dias; H: Cultivo en medio

condicionado durante 14 dias. Barras de magnificacion: 50 pm.
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Acido
Picrosirius Reticulina ) periddico
Alcian blue }
de schiff
+++ subepitelial + nivel
+++
Tejido Nativo +++ o ++ resto del superficial
subepitelial . ]
tejido * nivel basal
. +++ epitelial
Amniomax 7dias - - o -
+ subepitelial
Amniomax 14 o o
i ++ subepitelial - ++ epitelial -
dias
QC 7 dias + subepitelial - ++ epitelial +
+
QC 14 dias + subepitelial o +++ epitelial 1
subepitelial
MC 7 dias - - + epitelial -
MC 14 dias + subepitelial + + epitelial -

Tabla 3. Resultados del analisis semicuantitativo de los diferentes componentes reticulares y no

reticulares de la matriz extracelular en la mucosa urinaria humana control y en los sustitutos

tridimensionales cultivados en medio Amniomax, QC y MC durante 7 y 14 dias. +++: sefial intensa; ++:

sefal altamente positiva; +: sefial positiva; *: sefial levemente positiva; -: sefial negativa.
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5. Caracterizacion inmunohistoquimica e
inmunofluorescente de los sustitutos heterotipicos de
mucosa urinaria humana utilizando HWJSC como

fuente celular alternativa

5.1. Expresion de citoqueratinas

- Pancitoqueratina

En primer lugar, el andlisis de expresidon de citoqueratinas mediante el
anticuerpo pancitoqueratina, capaz de reconocer un amplio grupo de
citoqueratinas, reveld la presencia de una sefal intensa (+++) en el epitelio
de la mucosa urinaria nativa (Figura 38A, B). En segundo lugar, la sefal
obtenida en los sustitutos ureterales cultivados con Amniomax y MC fue
altamente positiva (++) tanto a los 7 como a los 14 dias de evolucién (Figura
38C, B, G, H). Finalmente, en los sustitutos cultivados con medio QC se

encontro una sefial positiva (+) a los 7 y 14 dias (Figura 38E, F). Ver Tabla 4.
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Figura 38. Analisis mediante inmunofluorescencia de pancitoqueratina. A, B: Muestras de mucosa

urinaria humana control; C: Cultivo en medio Amniomax durante 7 dias; D: Cultivo en medio Amniomax
durante 14dias; E: Cultivo en medio QC durante 7 dias; F: Cultivo en medio QC durante 14 dias; G:

Cultivo en medio condicionado durante 7 dias; H: Cultivo en medio condicionado durante 14 dias.
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- Citoqueratina 7

El andlisis de citoqueratina 7 en el epitelio del tejido control nativo mostrd una
senal intensa (+++) en todo el epitelio (Figura 39A, B). Por el contrario, la
mayoria de los sustitutos ureterales resultaron negativos para este marcador,
con la unica excepcién de los sustitutos mantenidos en QC durante 14 dias,
que mostraron una sefal levemente positiva () (Figura 39C, D, E, F, G, H).
Ver Tabla 4.

C
20pm
G
20pm

Figura 39. Andlisis mediante inmunofluorescencia de citoqueratina 7. A, B: Muestras de mucosa

urinaria humana control; C: Cultivo en medio Amniomax durante 7 dias; D: Cultivo en medio Amniomax
durante 14dias; E: Cultivo en medio QC durante 7 dias; F: Cultivo en medio QC durante 14 dias; G:

Cultivo en medio condicionado durante 7 dias; H: Cultivo en medio condicionado durante 14 dias.
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- Citoqueratina 8

Del mismo modo, la deteccion imnunohistoquimica de la citoqueratina 8
mostro sefial intensa (+++) en todo el epitelio de la mucosa urinaria nativa
(Figura 40A, B). El analisis de citoqueratina 8 en el grupo de sustitutos
ureterales cultivados con medio Amniomax (Figura 40C, D) mostré senal
levemente positiva (x) tanto a los 7 como a los 14 dias. En los sustitutos
cultivados con medio QC durante 7 dias, no encontramos expresiéon de
citoqueratina 8 (sefal negativa -), aunque a los 14 dias la sefal fue
levemente positiva () (Figura 40E, F). Por ultimo, se encontré una sefial
altamente positiva (++) en los sustitutos correspondientes al dia 7. Sin
embargo, a los 14 dias esta sefal disminuye siendo levemente positiva (t)
(Figura 40G, H). Ver Tabla 4.

Figura 40. Andlisis mediante inmunofluorescencia de citoqueratina 8. A, B: Muestras de mucosa

urinaria humana control; C: Cultivo en medio Amniomax durante 7 dias; D: Cultivo en medio Amniomax
durante 14dias; E: Cultivo en medio QC durante 7 dias; F: Cultivo en medio QC durante 14 dias; G:

Cultivo en medio condicionado durante 7 dias; H: Cultivo en medio condicionado durante 14 dias.
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-Citoqueratina 13

Al igual que en los casos anteriores, los analisis inmunohistoquimicos para
citoqueratina 13 demostraron que el epitelio de la mucosa urinaria humana
nativa presenta sefal intensa (+++) para este marcador (Figura 41A, B). Sin
embargo, la sefal fue negativa en el sustituto epitelial de los tejidos
artificiales cultivados con medio Amniomax y con MC a todos los tiempos
(Figura 41C, D, G, H). Aunque la sefal fue negativa en los sustitutos
ureterales cultivados durante 7 dias en QC, la inmunofluorescencia para
citoqueratina 13 reveld6 una senal positiva (+) en los tejidos artificiales
cultivados en QC durante 14 dias (Figura 41E, F). Ver Tabla 4.

20pm 20pm

Figura 41. Analisis mediante inmunofluorescencia de citoqueratina 13. A, B: Muestras de mucosa
urinaria humana control; C: Cultivo en medio Amniomax durante 7 dias; D: Cultivo en medio Amniomax
durante 14dias; E: Cultivo en medio QC durante 7 dias; F: Cultivo en medio QC durante 14 dias; G:

Cultivo en medio condicionado durante 7 dias; H: Cultivo en medio condicionado durante 14 dias.
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5.2. Expresion de proteinas de uniéon intercelular

- Desmoplaquina (DSP)

Los analisis realizados mediante inmunofluorescencia para evaluar la
presencia de desmoplaquina, componente de los desmosomas, mostraron
una sefial altamente positiva (++) en el epitelio del tejido nativo (Figura 42A,
B). Cuando se analizaron las muestras cultivadas en medio Amniomax, se
encontré una senal positiva (+) a los 7 y 14 dias, estando esta sefal dispersa
en algunas células del sustituto epitelial (Figura 42C, D). En lo que respecta
a los tejidos cultivados en medio QC y MC, encontramos sefial levemente
positiva () a los 7 dias, la cual aumenté ligeramente hasta hacerse positiva
(+) alos 14 dias en ambos casos (Figura 42E, F, G H). Ver Tabla 4.

Figura 42. Analisis mediante inmunofluorescencia de desmoplaquina (DSP). A, B: Muestras de mucosa
urinaria humana control; C: Cultivo en medio Amniomax durante 7 dias; D: Cultivo en medio Amniomax
durante 14dias; E: Cultivo en medio QC durante 7 dias; F: Cultivo en medio QC durante 14 dias; G:

Cultivo en medio condicionado durante 7 dias; H: Cultivo en medio condicionado durante 14 dias.
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- Zonula occludens 1 (ZO1)

El analisis de la proteina de unién zonula occludens 1 (ZO1) en los controles
de mucosa urinaria nativa reveld la presencia de este marcador en el epitelio
del tejido nativo, presentando una sefial intensa (+++) (Figura 43A, B). En
contraste, la sefal obtenida en los sustitutos cultivados con Amniomax y con
MC fue negativa (-) tanto a los 7 como a los 14 dias (Figura 43C, D, G, H).
Sin embargo, en los sustitutos cultivados con medio QC, la sefal fue

altamente positiva (++) a los 7 y a los 14 dias (Figura 43E, F). Ver Tabla 4.

100pm

Figura 43. Analisis mediante inmunofluorescencia de la proteina de union zonula occludens 1 (ZO1). A,
B: Muestras de mucosa urinaria humana control; C: Cultivo en medio Amniomax durante 7 dias; D:
Cultivo en medio Amniomax durante 14dias; E: Cultivo en medio QC durante 7 dias; F: Cultivo en
medio QC durante 14 dias; G: Cultivo en medio condicionado durante 7 dias; H: Cultivo en medio

condicionado durante 14 dias.
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- Uroplaquina Il (UPK2)

Los métodos de inmunohistoquimica para uroplaquina |l mostraron sefial

intensa (+++) en todas las capas del epitelio correspondiente al control
nativo, principalmente en su superficie (Figura 44A, B). Cuando se estudiaron
los sustitutos ureterales cultivados en medio Amniomax, se encontré una
senal altamente positiva a los 7 y 14 dias en el sustituto epitelial, aunque no
en todas sus células (Figura 44C, D). Sin embargo, la sefal obtenida en el
sustituto epitelial de los tejidos artificiales cultivados con QC y con MC fue
negativa (-) tanto a los 7 como a los 14 dias de desarrollo (Figura 44E, F, G,
H). Ver Tabla 4.

4 - . - _—
L . P s - i
o - - L b e LA 1
- - e - i - oty -t
- ‘- - . - - -
- <yth - * - - S 0w
— - = -1 '.“ - .
B - 7 P T - o~
o Y -t - . - ~
- - - \y -t
- - .
- &
— —
= — H
-
¢ Fa o "_-°~<G‘ — ~
-
W — - -

Figura 44. Analisis mediante inmunohistoquimica de uroplaquina Il (UPK2). A, B: Muestras de mucosa
urinaria humana control; C: Cultivo en medio Amniomax durante 7 dias; D: Cultivo en medio Amniomax
durante 14dias; E: Cultivo en medio QC durante 7 dias; F: Cultivo en medio QC durante 14 dias; G:
Cultivo en medio condicionado durante 7 dias; H: Cultivo en medio condicionado durante 14 dias.

Barras de magnificacion: 50 um.
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- Uroplaquina Il (UPK3)

Finalmente, los estudios inmunohistoquimicos realizados para el marcador

uroplaquina Il volvieron a arrojar una sefial intensa (+++) en la superficie

epitelial del tejido nativo (Figura 45A, B). Sin embargo, el sustituto epitelial de

todos los tejidos artificiales estudiados fue negativo (sefial -) tanto a los 7
como a los 14 dias de evolucion (Figura 45C, D, E, F, G, H). Ver Tabla 4.
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Figura 45. Analisis mediante inmunohistoquimica de uroplaquina Il (UPK3). A, B: Muestras de mucosa

urinaria humana control; C: Cultivo en medio Amniomax durante 7 dias; D: Cultivo en medio Amniomax

durante 14dias; E: Cultivo en medio QC durante 7 dias; F: Cultivo en medio QC durante 14 dias; G:

Cultivo en medio condicionado durante 7 dias; H: Cultivo en medio condicionado durante 14 dias.

Barras de magnificacion: 50 um.
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PCK CK7 CK8 CK13 DSP Z01 UPK2 | UPK3
Tejido
+++ +++ +++ ++ ++ +++ +++ +++
Nativo
Amniomax
++ - + - + - ++ -
7dias
Amniomax
++ - + - + - ++ -
14 dias
QC 7 diaS + - - - i ++ - -
QC 14 dias + + + + + ++ - -
MC 7 dias ++ - ++ - + - - -
MC 14 dias ++ - + - + - - -

Tabla 4. Resultados del analisis semicuantitativo de los diferentes marcadores epiteliales en la mucosa
urinaria humana control y en los sustitutos tridimensionales cultivados en medio Amniomax, QC y MC
durante 7 y 14 dias. +++: sefial intensa; ++: sefial altamente positiva; +: sefal positiva; +: sefial

levemente positiva; -: sefial negativa.
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El reciente desarrollo de métodos y técnicas de ingenieria tisular ha
posibilitado la generacion de diferentes tipos de dérganos y tejidos humanos
con posible utilidad clinica, incluyendo la cérnea, la piel, la mucosa oral, el
nervio periférico y otros érganos artificiales (81,82). En el campo del aparato
urinario, existen numerosos trabajos relacionados con la fabricacion de
sustitutos renales humanos mediante ingenieria tisular, habiéndose obtenido
resultados prometedores mediante el uso de técnicas de descelularizacion y
recelularizacién, formacion de organoides renales derivados de células
madre pluripotentes, regeneracion a partir de xenoembriones vy
complementaciéon blastocistica (83,84). Asimismo, se han descrito
numerosos modelos de los diferentes drganos que constituyen la via urinaria
humana, desde la pelvis renal hasta la uretra, generados mediante ingenieria
tisular (38, 48). Sin embargo, ninguno de los modelos descritos hasta la
fecha ha arrojado resultados plenamente satisfactorios a nivel clinico, lo cual

ha impedido el uso clinico de los mismos salvo en casos puntuales (85).

Uno de los retos fundamentales que encuentran los investigadores es el
desarrollo de un modelo biomimético de la mucosa urinaria humana capaz de
reproducir la compleja estructura histolégica y funcionalidad de esta
estructura. Por un lado, aun no se ha desarrollado un biomaterial plenamente
biocompatible capaz de soportar y promover el crecimiento de las células
estromales de la mucosa urinaria. Por otro lado, la generacion de un epitelio
funcional similar al existente en los diferentes érganos de la via urinaria
(pelvis renal, uréter, vejiga, uretra) es un reto aun no resuelto. Por otro lado,
la mayoria de los modelos actualmente disponibles utilizan células uroteliales
obtenidas a partir de biopsias de la propia mucosa urinaria, lo cual genera
importantes perjuicios para el paciente y limita enormemente la posibilidad de
obtener grandes cantidades de células en cultivo. Por todo ello, se hace
necesario buscar nuevas fuentes celulares alternativas capaces de generar
mucosa urinaria humana sin la necesidad de utilizar biopsias de tejidos

nativos.

En la presente Tesis Doctoral, en primer lugar hemos generado un modelo

ortotipico de mucosa urinaria a partir de biomateriales de fibrina-agarosa y
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células estromales y epiteliales de la mucosa urinaria humana nativa. Este
modelo, que ya fue generado y descrito en trabajos previos del grupo de
investigacion demostré que la mucosa vesical ortotipica presenta escasos
niveles de diferenciacion y maduraciéon ex vivo (73). Para completar dichos
estudios previos, en esta Tesis Doctoral se han llevado a cabo estudios
inmunohistoquimicos que confirman la idea de que la mucosa urinaria
generada en laboratorio a partir de células de la vejiga urinaria humana
presenta un epitelio muy poco desarrollado que no expresa marcadores
tipicos de la mucosa madura tales como uroplaquina Il y zonula occludens,
estando ambos relacionados con el desarrollo de complejos de union célula-
célula que garantizan la estanqueidad de dicho epitelio y, por tanto, la
funcionalidad de la barrera epitelial (12,86) Asimismo, los estudios realizados
mediante microscopia electronica demostraron que las células ortotipicas de
mucosa vesical presentaron signos de viabilidad una vez incorporadas al
tejido artificial, pero sus niveles de diferenciacién eran muy escasos. Estos
resultados coinciden con los estudios previos antes mencionados Yy
confirman la necesidad de elaborar otros modelos de mucosa vesical a partir
de fuentes celulares alternativas que, ademas, sean faciles de obtener (73).
Aunque numerosos trabajos previos sugieren la idoneidad del modelo de
vejiga artificial generado a partir de células de urotelio vesical aisladas de la
vejiga urinaria humana (87), es bien sabido que las células epiteliales
presentan grandes dificultades para su cultivo y mantenimiento en laboratorio
(59). Por ello, se hace necesario investigar nuevas fuentes celulares faciles
de obtener y de cultivar en laboratorio para su futura utilizacién en ingenieria

tisular de los diferentes érganos que componen el aparato urinario humano.

Una de las fuentes celulares alternativas mas prometedoras son las células
madre mesenquimales de la gelatina de Wharton del cordon umbilical
(HWJSC). Estas células son altamente accesibles, faciles de cultivar debido
a su elevada tasa de proliferaciéon ex vivo y presentan bajos indices de
rechazo inmunoldgico cuando son implantadas en un individuo de forma
alogénica motivo por el cual se han utilizado ampliamente en ingenieria
tisular (88). Su capacidad de diferenciacién pluripotencial ha permitido la

generacion de sustitutos de diferentes tipos de epitelios a partir de HWJSC,
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incluyendo el epitelio corneal (68), el endotelio vascular (89), la epidermis de
la piel y la mucosa oral (59,90), e incluso estructuras similares al bulbo piloso
(91). Ademas, estas células expresan diversos marcadores de tipo epitelial
tanto en cultivo como in situ, en el propio cordon umbilical (68), lo cual las
convierte en una prometedora fuente celular alternativa al uso de epitelio

humano procedente de biopsias (92).

A pesar de sus propiedades, las HWJSC han sido muy escasamente
utilizadas en ingenieria tisular del aparato urinario. De hecho, apenas existen
algunos estudios en animales de laboratorio que han demostrado la utilidad
potencial de estas células para generar un epitelio vesical funcional (93),
siendo aun necesario realizar estudios en tejidos humanos. En la presente
Tesis Doctoral, hemos utilizado las HWJSC como fuente alternativa para la
fabricacion de un sustituto de la mucosa urinaria con una capa estromal y un
sustituto epitelial en su superficie. Para ello, en primer lugar hemos realizado
una completa caracterizacion de estas células mantenidas en su medio
basico de cultivo para confirmar las propiedades de estas células cuando son

mantenidas en laboratorio.

A este respecto, los resultados demuestran que las HWJSC cumplen todos
los criterios requeridos para las células mesenquimales humanas, incluyendo
su caracter adherente con morfologia fusiforme y la expresion de los
marcadores de indiferenciacion mesenquimal CD90, CD105 y CD73. Todo
ello, de acuerdo con los criterios establecidos por el Comité para las Células
y Tejidos Mesenquimales de la Sociedad Internacional de Terapia Celular
(94), sugiere que las células utilizadas en este estudio son células madre
mesenquimales y, por tanto, poseen potencialidad diferenciativa hacia

diferentes estirpes celulares.

Una vez comprobado su caracter mesenquimal como células madre
indiferenciadas, se procedi6 a caracterizar los cultivos confluentes de
HWJSC para determinar su capacidad para sintetizar importantes
componentes de los tejidos humanos adultos, su viabilidad celular, capacidad

proliferativa y, en suma, su posible utilidad potencial en ingenieria tisular. A
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este respecto, nuestros resultados demuestran que las HWJSC mantenidas
en cultivo son capaces de generar una gran cantidad de los principales
componentes fibrilares y no fibrilares de la matriz extracelular. La utilizacion
de técnicas de cultivo en confluencia permitié a estas células generar unas
estructuras constituidas por células embebidas en su propia matriz
extracelular, las cuales se despegaban espontaneamente del frasco de
cultivo y podian ser utilizadas para diferentes aplicaciones, tal como se
describid previamente para otros tipos celulares (95). Cuando se analizaron
histolégicamente, estas estructuras generadas por las HWJSC confluentes
mostraron areas ricas en células y areas pobres en células, las cuales se
encontraron distribuidas al azar por toda la estructura. Ademas, mediante
métodos histoquimicos e inmunohistoquimicos, se demostré que las areas
pobres en células presentaban una gran cantidad de componentes fibrilares
y no fibrilares de la matriz extracelular. Aunque las zonas ricas en células no
estaban desprovistas de estos componentes, su presencia era menor en
estas zonas en comparacion con las zonas pobres en células. Esto hallazgos
revelan que las estructuras producidas por HWJSC son histolégicamente
heterogéneas y contienen tanto un componente celular como un componente

no celular, al igual que ocurre con tejidos humanos nativos.

Cuando se analiz6 en detalle el componente celular de estas estructuras
formadas por las HWJSC cultivadas en confluencia, se demostré que estas
células contenian abundantes organelas de sintesis tales como ribosomas,
reticulo endoplasmatico o mitocondrias, lo cual sugiere, que se trata de
células viables, metabdlicamente activas y biolégicamente funcionales, lo
cual les permitié sintetizar el abundante componente extracelular encontrado
en estas estructuras. La escasez de células en las areas mas ricas en
material extracelular sugiere que las HWJSC podrian haber sintetizado y
excretado los componentes fibrilares y no fibrilares de la matriz extracelular
en un punto concreto de la superficie de cultivo, y que estas células habrian
migrado posteriormente hacia la periferia de estas zonas para generar las
zonas ricas y zonas pobres en células. El hecho de que la gran mayoria de
las células estudiadas presentaba elevada viabilidad celular, como

demuestran los estudios realizados con calceina y derivados de etidio

88



UTILIZACION DE UNA FUENTE ALTERNATIVA DE CELULAS MADRE MESENQUIMALES PARA LA CONSTRUCCION DE e
MUCOSA VESICAL HUMANA MEDIANTE INGENIERIA TISULAR % y

(método Live-Dead) sugiere que la escasez de células en las zonas pobres
en células no se debe a un proceso de muerte celular, sino mas bien, a su
desplazamiento o migracion hacia las zonas ricas en células. Asimismo, la
expresion positiva de PCNA, marcador de proliferacion celular, y la existencia
de gran cantidad de organelas de sintesis al microscopio electronico, apoyan
la idea de que las células que constituyen estas estructuras son, en su
mayoria, células viables y metabodlicamente activas. Otro aspecto relevante
del estudio de las HWJSC para su futura utilizacion en el desarrollo de
sustitutos heterotipicos de la mucosa urinaria es su caracter como célula
madre mesenquimal indiferenciada y, por tanto, con capacidad de
diferenciacién hacia urotelio una vez generados los constructos mediante
ingenieria tisular. Por ello, en los cultivos confluentes se evaluaron cuatro
marcadores tipicos de las HWJSC mantenidas en cultivo. Los dos primeros
marcadores fueron CD90 y CD105. Su presencia en las células cultivadas en
confluencia confirma que el caracter pluripotencial de estas células madre se
mantiene en estas estructuras y que la presencia de un abundante material
extracelular generado por las células no disminuye su potencial diferenciativo
en lo que a estos marcadores se refiere. Es bien sabido que las células
madre mesenquimales indiferenciadas que pierden dicho caracter en cultivo
y pasan a diferenciarse a algun tipo celular concreto disminuyen
significativamente la expresion de marcadores de indiferenciacion
previamente expresados (96). Los dos ultimos marcadores analizados fueron
pancitoqueratina y citoqueratina CKS8, cuya presencia fue recientemente
demostrada en HWJSC tanto en cultivo como in situ en el cordéon umbilical
(97). El hecho de que la mayoria de las células se mostraron positivas para
ambos marcadores apoya de nuevo la idea de que las células mantienen su
fenotipo como células madre mesenquimales en condiciones de cultivo

confluente.

Por otro lado, el analisis del componente no celular de estas estructuras
formadas por las HWJSC mantenidas en confluencia sugiere que la matriz
extracelular de estas estructuras podria ser analoga a la existente en algunos
tejidos humanos nativos. En concreto, nuestros resultados demuestran que

la matriz extracelular generada por las HWJSC es rica en colageno y
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proteoglicanos, los cuales constituyen, respectivamente, los principales
componentes fibrilares y no fibrilares de la piel humana, la mucosa oral, la
cérnea, el intestino y otras estructuras nativas humanas (98). El hecho de
que las zonas pobres en células presentaban mayor concentracién de
colageno y proteoglicanos esta en linea con la idea anteriormente sugerida
de que estas estructuras presentan zonas de abundante matriz extracelular
en las que las células que alli existian originariamente migraron hacia otras
zonas, y zonas ricas en células con menor cantidad de material extracelular.
Aunque aun no se han llevado a cabo estudios funcionales de las estructuras
generadas por las HWJSC, su caracter biomimético nos hace prever que
éstas podrian cumplir algunas de las propiedades fisiologicas de la matriz
extracelular nativa y, por tanto, podrian ser utilizadas eventualmente para el

tratamiento o la sustitucion de tejidos nativos.

Tras caracterizar las HWJSC mantenidas en cultivo, y tras comprobar su
capacidad biosintética, adecuada viabilidad celular y potencialidad
diferenciativa, se procedidé a elaborar sustitutos de la mucosa urinaria
utilizando HWJSC como fuente celular alternativa. A este respecto, nuestros
resultados apoyan la idea de que estas células son capaces de diferenciarse,
al menos parcialmente, hacia células de estirpe urotelial, aunque las
condiciones exactas de cultivo parecen ejercer gran influencia sobre esta
capacidad diferenciativa. Por un lado, los resultados demuestran la
capacidad de las HWJSC para crecer, proliferar y, en parte, diferenciarse
sobre la superficie de un estroma artificial de fibrina-agarosa con fibroblastos
estromales de la mucosa urinaria humana inmersos en su interior. Previos
estudios demostraron que, a pesar de su caracter mesenquimal y su
localizacion en el interior de la gelatina de Wharton del corddon umbilical en
su estado nativo, las HWJSC son también capaces de desarrollarse en la
superficie de un constructo tisular de este tipo, mostrando signos de
diferenciacidén ectodérmica (59,91,97). Para inducir la diferenciacion epitelial
de estas células mesenquimales, en el presente estudio se utilizaron dos
aproximaciones metodoldgicas: la induccion mediante factores paracrinos

sintetizados y secretados por los fibroblastos de la mucosa urinaria inmersos
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en el biomaterial y el cultivo en medios especificos con distintos factores

inductores.

En primer lugar, todas las muestras de mucosa urinaria artificial generadas
en esta Tesis Doctoral fueron fabricadas con un sustituto estromal que
contenia fibroblastos vesicales o ureterales inmersos en el biomaterial de
fibrina-agarosa. De este modo, el epitelio o el sustituto epitelial generado
mediante el cultivo de células epiteliales uroteliales o de la poblacion celular
alternativa de HWJSC en la superficie del biomaterial estuvieron sometidos a
la accidn inductora del estroma subyacente. Diversos trabajos previos
demostraron el importante papel inductor que juegan las células estromales
sobre el epitelio en modelos de interaccion epitelio-mesénquima (99), asi
como en diferentes modelos de dérganos y tejidos generados mediante
ingenieria tisular (59,68). De hecho, EI-Ghalbzouri y colaboradores
demostraron en 2002 que los tejidos artificiales constituidos por células
epiteliales ortotipicas cultivadas sobre un hidrogel carente de células
presentaban muy escasos niveles de diferenciacién, encontrandose un
epitelio muy poco desarrollado con escasos signos de maduracion. En
cambio, los sustitutos que contenian fibroblastos en el biomaterial se
desarrollaban adecuadamente por efecto de la interaccion entre las células
del estroma artificial y las del epitelio en desarrollo (100). Todo ello
confirmaba la necesidad de utilizar células en el sustituto estromal y de que
estas células presenten caracter ortotipico con el tejido a desarrollar. Por ese
motivo, en la presente Tesis Doctoral se han utilizado fibroblastos aislados a
partir de biopsias obtenidas de la mucosa urinaria nativa humana, ya fuera
vesical o ureteral, los cuales se han demostrado capaces de participar en el
proceso de induccién del epitelio suprayacente en todas las muestras

estudiadas.

En segundo lugar, se utilizaron diferentes medios inductores con el objeto de
determinar el papel del medio de cultivo sobre el proceso de diferenciacion
celular hacia epitelio de la via urinaria. En este sentido, el efecto de los
medios de cultivo enriquecidos en factores inductores ha sido demostrado

durante largo tiempo, habiéndose demostrado, por ejemplo, el eficiente papel
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inductor de agentes como la dexametasona, el B-glicerol fosfato y el acido
ascorbico como agentes osteoinductores, el piruvato, la prolina, el TGF-(3, el
acido ascoérbico y el ITS (insulina, transferrina y selenio) como agentes
condroinductores o la dexametasona y el 3-isobutil-1-metilxantina y el ITS
como agentes inductores de la linea celular adipogénica (101). En el caso
que nos ocupa, desafortunadamente no existe aun un medio de cultivo capaz
de inducir especificamente la diferenciacién urotelial de las células madre
mesenquimales mantenidas en cultivo. Por ese motivo, se evaluaron tres
posibles medios inductores: el medio de cultivo utilizado de forma rutinaria
para el mantenimiento de las células HWJSC (medic Amniomax), el medio de
cultivo enriquecido en factores de crecimiento y diferenciacion epitelial
utilizado comunmente para el desarrollo de sustitutos ortotipicos de la piel y
la cérnea humana (medio QC) y un medio similar al QC que fue previamente
condicionado mediante cocultivo con células uroteliales humanas mantenidas

en cultivo (medio MC).

En este caso, nuestros resultados revelaron que, en general, las HWJSC
constituyen una poblacion potencialmente util capaz de adherirse y proliferar
en la superficie de los sustitutos estromales de fibrina-agarosa con
fibroblastos de mucosa urinaria en su interior. Sin embargo, los niveles de
diferenciacién de estas células fueron muy limitados en los constructos de
mucosa urinaria mantenidos en cultivo ex vivo, no existiendo en ninguno de
los grupos de estudio signos de diferenciacion celular terminal comparables a
los de la mucosa vesical o ureteral nativa. En lo que se refiere al medio de
cultivo utilizado para la induccion epitelial de las HWJSC, nuestros estudios
revelan la existencia de importantes diferencias entre los distintos protocolos
evaluados en esta Tesis Doctoral. En primer lugar, parece evidente que los
sustitutos epiteliales cultivados en medio inductor QC presentaban un mayor
numero de capas celulares que el grupo control y que el grupo en el que se
utilizé medio condicionado MC, mostrando ciertos niveles de organizacion
diferencial de las capas mas superficiales respecto a las capas medias e
inferiores. Aunque su estructura histolégica no lograba reproducir la del
urotelio humano, podemos concluir que el medio QC es capaz de inducir

hasta cierto modo la diferenciacion parcial de las HWJSC en la superficie del
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biomaterial de fibrina-agarosa con fibroblastos de mucosa urinaria, no
existiendo apenas diferencias a los 7 y los 14 dias de desarrollo. Por el
contrario, los sustitutos epiteliales cultivados en medio Amniomax o en MC
mostraron muy pocas capas de células en el epitelio, las cuales carecian de
los incipientes signos de diferenciacion encontrados en los sustitutos

mantenidos en QC.

Asimismo, los  estudios histoquimicos, inmunohistoquimicos e
inmunofluorescentes realizados sobre el epitelio en desarrollo sugieren que
el medio QC es capaz de inducir ciertos niveles de diferenciacion epitelial en
las HWJSC mantenidas sobre la superficie de los diferentes sustitutos
estromales con mas eficacia que el medio Amniomax y el medio MC. Aunque
la diferenciacion urotelial resulté muy incipiente incluso en los sustitutos
mantenidos con QC, nuestros estudios sugieren que los constructos que
podrian mostrar mayor similitud con la mucosa urinaria humana control
podrian ser los mantenidos en QC durante 14 dias, siendo éstos los que
presentaron niveles mas altos de expresion de citoqueratina 7 y 13,
desmoplaquina y Z0O1. Sin embargo, la expresion de pancitoqueratina,
citoqueratina 8 y uroplaquina 2 resultaron mas bajas que en otros tipos
tisulares. A este respecto, es importante tener en cuenta que las
citoqueratinas 7, 8 y 13 estan intimamente relacionadas con la fisiologia de
las células wuroteliales y su presencia parece necesaria para el

funcionamiento de estas células (18).

Aunque en bajos niveles comparados con los controles, los sustitutos de
mucosa urinaria humana mantenidos en QC mostraron los niveles mas
elevados de expresion de algunas de estas citoqueratinas, lo cual sugiere
que el medio inductor QC podria inducir cierto nivel de diferenciacion epitelial
en las HWJSC. Junto a ello, es muy importante tener en cuenta que todos los
epitelios humanos presentan un gran numero de uniones intercelulares que
posibilitan la funcion de barrera de los epitelios de revestimiento. A este
respecto, la expresiéon positiva de desmoplaquina y de ZO1 en los tejidos
artificiales cultivados con QC podria indicar que los epitelios artificiales alli

presentes estarian en disposicion de formar uniones adherentes y uniones
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estrechas, aunque sus niveles comparativamente inferiores a los del control
aun apuntan hacia una inmadurez funcional de ambas estructuras. Para
comprobar este hecho, en el futuro habra que llevar a cabo estudios de
permeabilidad a través de estos epitelios. En cualquier caso, la mayor
expresion de estas proteinas en comparacion con el epitelio de los sustitutos
ortotipicos (que apenas expresaban ZO2) apoya la idea de que es posible
utilizar fuentes celulares alternativas para generar un sustituto eficiente de la

mucosa urinaria humana.

Otro aspecto importante de los epitelios de la via urinaria es la presencia y
funcionalidad de las uroplaquinas, relacionadas con la formacion de las
mencionadas barreras. En nuestro caso, es interesante comprobar que la
mayor expresion de uroplaquina 2 corresponde a los constructos mantenidos
en medio basal Amniomax, carente de factores inductores especificos para la
estirpe epitelial, y que ninguno de los tejidos artificiales mostré expresion de
uroplaquina 3. Aunque el hecho de que el medio basal induzca la expresion
de uroplaquina 2 en mayor medida que los medios inductores es dificil de
explicar, es importante recordar que estos constructos estaban sometidos a
la accién inductora de los fibroblastos de mucosa urinaria existentes en el
sustituto estromal, los cuales podrian contribuir a la induccion epitelial en los

tres grupos de estudio.

El hecho de que el medio QC sea capaz de inducir ciertos niveles de
diferenciacién en el sustituto epitelial generado con HWJSC podria explicarse
por la presencia en este medio de diversos factores de crecimiento,
hormonas y factores inductores tales como el factor de crecimiento epitelial o
EGF (102). De hecho, este medio de cultivo ha demostrado su capacidad
para mantener los niveles de diferenciacion de células epiteliales nativas de
la cérnea (69,71), la mucosa oral (70,103,104,105) y la piel (72,102)
mantenidas en cultivo y para inducir parcialmente la diferenciacion epitelial
de células madre mesenquimales hacia las estirpes corneal (68) y
queratinocitica (59,90). Estos antecedentes explicarian el hecho de que este
medio de cultivo sea capaz de inducir la diferenciacion epitelial de las

HWJSC utilizadas en esta Tesis Doctoral.
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Por otro lado, nuestros resultados revelan la escasa capacidad del medio MC
para inducir la diferenciacion epitelial. De hecho, los sustitutos de mucosa
urinaria cultivados con este medio no presentaron expresidon de
citoqueratinas 7 y 13, ZO1 y uroplaquinas 2 y 3, existiendo pocas diferencias
entre las muestras cultivadas durante 7 y 14 dias. La utilizacion de este tipo
de medios condicionados mediante cocultivo con diferentes tipos celulares
ha sido propuesta recientemente como método eficaz para inducir la
diferenciacion de células madre mesenquimales (53,106). El
condicionamiento de un medio de cultivo sometido a la accion de células
cultivadas en éste podria tener varios efectos sobre dicho medio. Por un
lado, las células podrian sintetizar y liberar al medio agentes solubles
similares a los que se relacionan con la interaccion epitelio-mesénquima que,
a su vez, podrian influir sobre el proceso diferenciativo de las células
cultivadas posteriormente en este medio. Por otro lado, recientes trabajos
descubrieron que las células mantenidas en cultivo son capaces de liberar
diferentes tipos de microvesiculas y nanovesiculas en forma de exosomas,
los cuales contienen gran cantidad de factores celulares bioactivos (factores
de crecimiento, micro-ARNSs, etc.) e incluso organelas celulares con funcion
bioinductora (107). En el caso que nos ocupa, sin embargo, parece que el
medio MC no seria capaz de mejorar las propiedades del medio QC,
presentando incluso peores resultados probablemente derivados del hecho
de que el MC contiene, ademas de factores inductores y de diferenciacion,
productos téxicos y de desecho procedentes de las células uroteliales en las
que se genero este medio. Futuros trabajos deberan determinar la accion
inductora de estos medios generados tras diferentes tiempos en cultivo sobre

células uroteliales.

Curiosamente, los niveles de diferenciacién epitelial encontrados en cada
sustituto de mucosa urinaria se correlacionaron con los niveles de
diferenciacién del sustituto estromal. Asi, los constructos mantenidos en
medio QC durante 14 dias mostraron niveles relativamente elevados de
fibras (sobre todo, reticulares), proteoglicanos y glicoproteinas, aunque, de

nuevo, no se alcanzaron los niveles encontrados en los controles nativos.
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Probablemente, la mayor eficacia del proceso inductivo encontrada en estas
muestras y, por tanto, los mayores niveles de diferenciacion epitelial del
sustituto epitelial de las muestras mantenidas con QC durante 14 dias
podrian relacionarse con un proceso inductivo de la diferenciacion estromal
iniciado por parte del epitelio en desarrollo, el cual liberaria factores
paracrinos solubles capaces de inducir la funcion estromal de los fibroblastos
inmersos en el biomaterial de fibrina-agarosa subyacente. De este modo, el
proceso de induccion epitelio-mesénquima (108) iniciado por las células
estromales tendria un camino de ida y vuelta en el que el epitelio, a su vez,

seria capaz de inducir al estroma.

Como se ha comentado anteriormente, los niveles de diferenciacion de los
sustitutos de mucosa urinaria humana son muy limitados en todos los casos,
incluidos los grupos tratados con QC. A este respecto, estudios previos
demostraron que los tejidos artificiales generados mediante ingenieria tisular
tienden a presentar escasos niveles de maduracién y diferenciacion mientras
éstos se mantienen en cultivo (70,71,72,103,104,105). Sin embargo, trabajos
en los que estos tejidos artificiales son posteriormente implantados in vivo en
modelos animales demuestran que los sustitutos tisulares son capaces de
madurar y diferenciarse hasta niveles terminales una vez sometidos a los
factores inductores existentes in vivo y que aun son muy desconocidos
(59,90). El futuro desarrollo de experimentos in vivo en los que los diferentes
sustitutos de mucosa urinaria humana sean implantados in vivo nos permitira
determinar si estos sustitutos son capaces de diferenciarse terminalmente

para alcanzar niveles equiparables a los del uréter y la vejiga humana.

En resumen, en esta Tesis Doctoral hemos generado sustitutos artificiales de
la mucosa urinaria humana mediante ingenieria tisular utilizando
biomateriales de fibrina-agarosa y fuentes celulares alternativas. La utilidad
potencial de estos tejidos artificiales es evidente. Aunque aun habra que
llevar a cabo exhaustivos estudios que avalen la bioseguridad y funcionalidad
de estos tejidos artificiales, la posibilidad de generar tejidos que puedan
reemplazar la mucosa urinaria humana abre la puerta al tratamiento de

numerosas lesiones que afectan a la via urinaria, incluyendo malformaciones
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congénitas, tumores, traumatismos y otras patologias que requieran la

sustitucion de la pelvis renal, el uréter, la vejiga o la uretra humana.
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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
caracterizar y estandarizar las condiciones de cultivo de las células
uroteliales, estromales y de la gelatina de Wharton para la posterior
elaboracion de constructos ortotipicos y heterotipicos de mucosa

urinaria humana.

2. La evaluacion in vitro de las células madre mesenquimales de la
gelatina de Wharton como fuente celular alternativa del epitelio de la
mucosa urinaria, mediante marcadores de diferenciacion
inmunohistoquimica y ensayos de viabilidad pone en relieve que
dichas células sintetizan componentes fibrilares y no fibrilares de la
matriz extracelular, analogos a los existentes en la matriz de la
mucosa urinaria y que dichas células expresan marcadores de
indiferenciacién mesenquimal (CD90 y CD105), marcadores tipicos de
urotelio humano (CK8) y un alto nivel de proliferacion y viabilidad

celular.

3. Los métodos de biofabricacion desarrollados en la presente Tesis
Doctoral utilizando células de la mucosa urinaria humana y células de
la gelatina de Wharton, biomateriales de fibrina y agarosa, procesos
de nanoestructuracion y modelos inductores de diferenciacion
urotelial, permiten la generacién de sustitutos de mucosa urinaria
ortotipicos y heterotipicos susceptibles de configurar patrones

anatomicos compatibles con los existentes en el aparato urinario.

4. La evaluacion de los modelos de mucosa urinaria ortotipicos y
heterotipicos generados en la presente Tesis Doctoral muestran
diferencias significativas en relacion con los tejidos nativos,
observandose una mayor diferenciacion del sustituto epitelial en el
modelo heterotipico. Los niveles mas elevados de diferenciacién tanto

epitelial como estromal se alcanzaron cuando en el modelo
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heterotipico el proceso de biofabricacion utiliza medio especifico
epitelial (QC). Estos resultados ponen en relieve la posibilidad de
generar mucosa urinaria artificial compatible con mucosa urinaria
nativa con independencia de los resultados in vivo a desarrollar en el

correspondiente estudio preclinico.
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