


QUIMERIZACION DE ORGANOS PARA TRASPLANTE

Supervivencia y funcionalidad de érganos en condiciones de cultivo -
biomodelo porcino

ALEJANDRA MARIA JEREZ VALDERRAMA

Trabajo de grado presentado como requisito

Para obtener el titulo de Doctor en Ciencias Biomédicas
Director: Dr. Oscar Gutiérrez.

Codirectora: Dra. Laura Rodriguez

Universidad
del Valle

UNIVERSIDAD DEL VALLE
FACULTAD DE SALUD
DOCTORADO EN CIENCIAS BIOMEDICAS
SANTIAGO DE CALI
2017



QUIMERIZACION DE ORGANOS PARA TRASPLANTE

Supervivencia y funcionalidad de érganos en condiciones de cultivo -
biomodelo porcino

ALEJANDRA MARIA JEREZ VALDERRAMA

Universidad
del Valle

UNIVERSIDAD DEL VALLE
FACULTAD DE SALUD
DOCTORADO EN CIENCIAS BIOMEDICAS
SANTIAGO DE CALI
2017



AGRADECIMIENTOS

Este proyecto es una pequeiia parte de la vision de un sofiador, un ser que con su
genialidad va mas alla de lo que la gente del comin ve como una realidad.
Alguien que en su vida diaria practica una maxima de Albert Einstein “La
imaginacion es mas importante que el conocimiento”. Este trabajo se lo
dedico a mi “Profe” Dr. Oscar Gutiérrez, quien me ha dado las bases no solo
académicas sino también, las bases para mejorar mi ser dia a dia, amando lo que
hago y manteniendo mi capacidad de asombro en mi quehacer diario, mi gratitud
por siempre para usted Profe.

Agradezco a Laura Rodriguez por su incondicional ayuda, por sus ensefianzas y
su amistad sincera. A Santiago Castafio e Isabella Echeverri por ser amigos
incondicionales, por su apoyo y compafiia. A todo el grupo de Medicina
Regenerativa, por su colaboracion y compafia. A Jaime Mufioz por su gran labor
en el laboratorio y su ayuda permanente.

A la Universidad del Valle y a mis profesores quienes siempre estuvieron para mi
y me ayudaron en la formacion.

Especialmente, mi gratitud infinita a mi familia, a mis padres y hermanos, quienes
con su amor, apoyo y fortaleza han estado a mi lado y no me han dejado caer. Mi
amor profundo para ellos. Mil y mil gracias a amigos, conocidos, a mis
estudiantes....todos en su momento han aportado un grano de arena en mi vida
personal y profesional.



CONTENIDO

AGRADECIMIENTOS 4
INDICE DE FIGURAS 6
INDICE DE TABLAS 6
1. RESUMEN 8
9

11

2. INTRODUCCION
3. JUSTIFICACION
4. MARCO TEORICO 14
5. OBJETIVOS 22
CAPITULO 1. TRASPLANTE DE PULMON QUIMERIZADO EN BIOMODELO
PORCINO. 23
1.1 INTRODUCCION 23
1.2 HIPOTESIS 25
1.3 METODOLOGIA 26
1.4 RESULTADOS 37
1.5 DISCUSION 50
CAPITULO 2. TRASPLANTE DE RINON QUIMERIZADO EN BIOMODELO
PORCINO. 55
1.2 INTRODUCCION 55
1.2 HIPOTESIS 57
1.3 METODOLOGIA 58
1.4 RESULTADOS 63
1.5 DISCUSION 66
6. CONCLUSIONES 68
7. PERSPECTIVAS 70

8. BIBLIOGRAFIA 71



INDICE DE FIGURAS

Figura 1. Proporcién de personas de 60 afios 0 mas por pais. 2015 (11)
Figura 2. Proporcién de personas de 60 afios 0 mas por pais. Proyeccion para el 2050. (11)

Figura 3. Cambios en la esperanza de vida a partir de 1950, con proyecciones hasta el afio 2050,
por region de la OMS y en todo el mundo (12)

Figura 4. Esquema experimental para evaluar viabilidad del protocolo de quimerizacion. (28)
Figura 5. Extraccion de células de médula ésea. (29)

Figura 6. Procedimiento quirudrgico. (29)

Figura 7. Quimerizacion de los pulmones. (31)

Figura 8. Esquema experimental para evaluar viabilidad del pulmén en presencia o ausencia de
oxigeno en el protocolo de quimerizacion. (32)

Figura 9. Esquema experimental para evaluar viabilidad del pulmén quimerizado durante
trasplante. (34)

Figura 10. Procedimiento quirdrgico de trasplante. (36)
Figura 11. Tejido pulmonar izquierdo en TO. (38)

Figural2. Pulmon izquierdo quimerizado T1. (39)

Figura 13. Pulmon izquierdo quimerizado T3. (40)

Figura 14. Tejido pulmonar derecho en TO. (41)

Figura 15. Pulmon derecho no quimerizado T1. (41)

Figura 16. Pulmon derecho no quimerizado T3. (42)

Figura 17. Tejido pulmonar derecho en TO. (43)

Figura 18. Pulmon derecho quimerizado sin oxigeno T1 (44)
Figura 19. Pulmon derecho quimerizado sin oxigeno T3. (44)
Figura 20. Tejido pulmonar izquierdo oxigenado en TO. (45)
Figura 21. Pulmdn izquierdo quimerizado oxigenado T1. (46)
Figura 22. Pulmdn izquierdo quimerizado y oxigenado T3. (47)
Figura 23. Tejido pulmonar izquierdo en TO. (47)

Figura 24. Pulmon izquierdo quimerizado T1. (48)

Figura 25. Pulmon derecho del receptor. (49)



Figura 26.
Figura 27.
Figura 28.
Figura 29.
Figura 30.
Figura 31.

Figura 32.

Esquema metodolégico para trasplante de rifién quimerizado. (59)
Extraccién de médula ésea en biomodelo porcino. (60)
Procedimiento quirdrgico para la extraccién del rifién. (61)
Protocolo de quimerizacion. (62)

Trasplante de rifion quimerizado. (63)

Necropsia del biomodelo con trasplante renal quimerizado. (64)

Placa histologica de rifién quimerizado. (65)

INDICE DE TABLAS

Tabla 1: Distribucién de los 961 procedimientos (trasplantes de érganos sélidos) (9)

Tabla 2. Condiciones experimentales durante el protocolo de quimerizacion (30)

Tabla 3. Condiciones experimentales durante el protocolo de quimerizacion (33)

Tabla 4. Reconocimiento anatomico, destreza y estandarizacion de dosis en la extraccién pulmonar
de biomodelo porcino. (37)

ABREVIATURAS

ECNT: Enfermedades crdnicas no trasmisibles

DM: Diabetes Mellitus

HTA: Hipertension Arterial

IR: Insuficiencia Renal

Fig.: figura

T: Tiempo

C.M.: células madres

CMH: células madre hematopoyéticas

IRT: insuficiencia renal terminal

EPT: Enfermedad pulmonar terminal



1. RESUMEN

Debido al incremento en la necesidad de 6rganos por parte de la poblacion,
producto del cambio en el comportamiento demografico, donde la poblacion senil
va en aumento y por ende, la prevalencia de enfermedades crénicas, dafo y falla
de muchos drganos, existe un desbalance entre la oferta y la demanda de
organos. Este problema ha llevado a buscar estrategias para suplir la necesidad,
que van desde soluciones educativas como camparfas para promover la donacion
de drganos, hasta mejorar los procedimientos quirdrgicos, tratamiento de érganos
y manejo de los trasplantes. Una de las estrategias, es optimizar las condiciones
del 6rgano antes de la implantacion, dandole un tratamiento que mantenga su
viabilidad (cultivo del 6rgano, control de factores ambientales como temperatura,
oxigenacion y medios de mantenimiento). Es por ello que el objetivo de este
trabajo fue disefiar y evaluar un protocolo de quimerizacion de Organos que
permita no solo la viabilidad del érgano, sino también, una mejor tolerancia
inmunoldgica, evitando la pérdida del 6rgano por procesos como el rechazo
agudo y cronico. Para ello, se trabajo en dos modelos de trasplantes quimerizados
(pulmonar y renal) en un biomodelo porcino, demostrando histopatol6égicamente la
viabilidad del 6rgano con este procedimiento.



2. INTRODUCCION

La gran demanda de érganos para trasplante y su insuficiente disponibilidad, ha
conducido a la busqueda de estrategias para optimizar la respuesta al trasplante
de 6rganos, con el fin de evitar su pérdida, y evadir el rechazo inmunolégico®.
Entre las causas que pueden estar incidiendo en la creciente demanda de
organos, se encuentra, el aumento en la expectativa de vida de la poblacion, asi
como el incremento de la prevalencia de las Enfermedades Cronicas No
Trasmisibles (ECNT), cancer, enfermedades autoinmunes, infecciosas,
congénitas, trauma, etc'. A lo anterior se suma la deficiencia en las campafias
para incentivar la donacion de érganos en nuestro pais.

Para darnos una idea del panorama, el Informe Anual de la Red de Donacion y
Trasplantes del 2013 de Colombia, nos mostré que en ese momento existian 1767
receptores inscritos en la lista de espera para trasplante de drgano solido,
lograndose realizar solo 961 procedimientos, lo que refleja una tasa 20.4
trasplantes por millébn de habitantes. De los pacientes en lista de espera
fallecieron en ese afio 83 receptores potenciales'. En contraste, en este mismo
periodo tenemos a Espafia lider en el mundo en trasplantes, con una tasa 88.8 por
millén de habitantes?.

Tabla 1: Distribucién de los 961 procedimientos (trasplantes de 6rganos solidos)

ORGANO NUMERO DE TRASPLANTES
Rifi6n 674
Higado 177
Coraz6n 81
Pulmén 8
Pancreas 1
Intestino 2
Vias aéreas 0
Rifidbn/Pancreas 3
Rifibn/Higado 14
Multivisceral 0
Corazon/Rifidbn 1
TOTAL 961

Fuente. INS — Sistema Nacional de Informacion de Donacion y Trasplantes

Para ese afo, solo se trasplantaron aproximadamente el 48% de las personas que
se encontraban en lista. Otro dato importante es el rescate de los componentes
anatdmicos en ese mismo afo, donde se rescataron casi mil érganos para
trasplante, siendo el mayor porcentaje rifion con 676, higado con 187 y corazon



83, y en menor numero, pulmon, pancreas y vias aéreas. Del total de érganos
rescatados, 42 Organos se descartaron por diferentes causas tales como:
dificultades médicas del donante, tiempos de isquemia excesivos, reporte de
biopsia desfavorable, mala perfusion, anomalias anatémicas, etc.

Otro aspecto importante estudiado es el nimero de donantes reales; para el afio
2013, la cantidad de donantes reales fue de 329, lo que representa una tasa de
7.0 por millén de habitantes, siendo una de las mas bajas a nivel mundial; (en
comparacion, paises como Espafia tiene una tasa de 35.12, Uruguay una de 17,1,
Argentina 13,7 y Brasil 12,7 por millén de habitantes)?.

El déficit en la oferta para suplir la demanda de 6rganos, es un problema no sélo
de Colombia, sino que atafie al mundo entero, a pesar de las camparfas
educativas y la normatividad para favorecer la donacion de 6rganos. Por esta
razon, es necesario buscar estrategias para encontrar mas donantes, una mejor
preservacion de los 6rganos, mejor respuesta sin rechazo inmunoldgico, y sobre
todo la posibilidad de trasplantar érganos de especies diferentes a la humana
(xenotrasplantes), siendo esta Ultima una prioridad mientras se encuentra el
camino de producirlos a partir de células madre del mismo paciente, suefio que se
espera sea una realidad en un futuro cercano.
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3. JUSTIFICACION:

La poblaciéon mundial esta envejeciendo y la tasa de natalidad esta disminuyendo,
lo cual cambia el comportamiento demografico, segun lo muestra la Organizacion
Mundial de la Salud (OMS) en el informe mundial sobre el Envejecimiento y la
Salud del 2015, y este fendmeno se puede apreciar en las siguientes graficas
pertenecientes a este documento.
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Figura 2. Proporcién de personas de 60 afios 0 mas por pais. Proyeccion para el 2050.
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Figura 3. Cambios en la esperanza de vida a partir de 1950, con proyecciones hasta el afio 2050,
por region de la OMS y en todo el mundo

Hay dos factores asociados al incremento de la poblacién mayor:

1. El aumento de la esperanza de vida: por mejoramiento de las condiciones
de vida y salud de la poblacion, los avances en la medicina, la prevencion y
tratamiento de enfermedades que hasta hace un tiempo eran incurables o
producian una alta mortalidad en la poblacién, el mejoramiento en las
condiciones higiénicas y mayor acceso a los servicios de salud, entre otros
factores.

2. La disminucion en las tasas de natalidad: por el uso de métodos
anticonceptivos, cambios de estilo de vida (estilos de vida rurales a estilos
de vida citadinos), educacion, ingreso de la mujer en la fuerza laboral, entre
otros aspectos®.

Las consecuencias de tener una poblaciéon senil, son el aumento en casos de
Enfermedades Crénicas no Transmisibles (ECNT), dafios degenerativos que
afectan algunos 6érganos y tejidos producto del mismo envejecimiento,
produciendo limitaciones fisicas y mentales que conllevan a la pérdida de la
calidad de vida de las personas y aumentan los costos sociales de manera
significativa.

Analizando una de las ECNT mas prevalentes como la Diabetes Mellitus (DM),
datos para el 2015, se contaba con 415 millones de personas en el mundo con
dicho diagnéstico, de los cuales el 10% tienen DM tipo 1; pero el panorama se
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vuelve mas sombrio ya que se estimé que para el 2040, seran 642 millones de
personas las que padezcan esta enfermedad. En algunas regiones del mundo, el
aumento en la incidencia de DM ha sido dramética, como es el caso de México,
siendo la prevalencia del 14.9%, e inclusive, en Colombia, se esta presentando
un crecimiento exagerado.

La prevalencia actual de esta enfermedad en Colombia, es de 8-9%
aproximadamente”; adicionalmente, la DM, tiene comorbilidades asociadas (se
estima que mas de la mitad de los pacientes diabéticos presentan Insuficiencia
Renal Terminal —IRT-. La falla renal no solo se presenta en pacientes diabéticos,
sino también, esta muy relacionada con patologias como Hipertension Arterial,
Enfermedades Autoinmunes, etc). Todas estas comorbilidades tienen un alto
costo social y economico; la insuficiencia renal, actualmente compromete casi el
2% del gasto de salud total del pais sin contar con la disminucion de la calidad de
vida de los pacientes, la imposibilidad de trabajar y las complicaciones de salud
que trae consigo esta condicidon, amenazando la sostenibilidad de nuestro precario
sistema de salud.

Segun el informe de la Situacion de la Enfermedad Renal Crénica (ERC),
Hipertension Arterial y Diabetes Mellitus en Colombia, para el 2015, se calculé una
prevalencia de ERC estadio 5 de 66.8 x cada 100.000 habitantes, presentandose
mas en hombres que en mujeres*, teniendo como alternativa de tratamiento en
estadios terminales, didlisis (a un costo social y econémico muy alto, pues el 0,5 %
de la poblacién consume el 2% del gasto total en salud, s6lo en este rubro); el
trasplante renal (que disminuye los costos sustancialmente, dando al paciente
autonomia, mejor calidad de vida, menos impacto sobre otros 6rganos,
aumentando la expectativa de vida de los pacientes)?, tiene la limitacién en
namero para cubrir toda la poblacién necesitada (solo pacientes renales); sin
contar otras patologias que tienen como tratamiento trasplante de 6rganos como
(falla cardiaca terminal, DM tipo 1, Falla hepatica terminal, etc).
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4. MARCO TEORICO

4.1. Historia de los trasplantes

Jacques de Voragine (s. XIll), en su libro “Leyenda aurea de la vida de los santos”;
hace una compilacion de milagros de santos, y en una de las historias describe el
milagro realizado por dos santos: San Cosme y San Damian (gemelos del s. Il dC,
médicos de Siria que fueron martirizados y asesinados por su fe cristiana). Un
diacono llamado Justiniano que atendia la iglesia construida en honor a los dos
santos, padecia una enfermedad que afectaba su pierna produciéndole gangrena,
estando en una condicion de muerte inminente y desesperado por el dolor, el
diacono se encomendo a estos dos santos. Esa noche, Justiniano sofié con los
dos santos y estos amputaron la pierna afectada y realizaron el trasplante de la
pierna de un esclavo etiope que habia muerto recientemente. Justiniano, se
levant6 sin dolor y en presencia de otros habitantes de la poblacion, buscé el
cadaver del esclavo y pudieron constatar la falta de la extremidad'* Este relato de
la Edad Media, muestra tal vez en forma de mito el primer trasplante de la historia.
Que mucho tiempo después se convirtio en una realidad y se puede apreciar con
el trasplante de numerosos Organos vitales y no vitales, tejidos y partes
anatdmicas que han ayudado a mejorar las condiciones y la calidad de vida de
muchos pacientes.

Pero para hablar de trasplantes, se debe pasar por la época del injerto (s. XVIII-
XIX), evidenciado en escritos como el del cirujano hindd Sushruta, quien al
parecer realizo injertos de piel del mismo individuo o el cirujano chino Hua-To
quien posiblemente realiz6 sustitucién de “érganos enfermos”. En el siglo XVIII, se
perfecciona el injerto vegetal y se inicia la experimentacién del injerto animal, con
lo cual, se pudo comprender procesos como cicatrizacion, regeneracion tisular y
eventos de rechazo.

En el siglo XIX se da la base cientifica y terapéutica del injerto, con el trabajo de
Berthold de Gotinga sobre injertos de testiculo en pollos castrados con resultados
favorables. Boronio (1804), experimentd con injertos de piel de oveja sobre el
mismo animal (autoinjertos); en 1869 el cirujano Jacques Louis Reverdin, realizo
los primeros injertos de piel en humanos, con buenos resultados, dando lugar a la
utilizacién de esta técnica como terapia para pacientes con pérdidas cutaneas.
Posteriormente, se aplica esta técnica pero tomando tejido cutaneo de cadaveres
o diferentes animales (pero se presentaron fracasos, producto de infecciones y
rechazo). Gracias a estos experimentos se pudo aclarar varios conceptos como la
compatibilidad entre el parentesco biologico del donante y el receptor, la
incompatibilidad entre diferentes especies y los primeros conceptos de la
inmunologia del trasplante®®.
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Los avances en el campo de los trasplantes dependen del avance en el campo de
la cirugia y anestesiologia, como fue la introduccion del cloroformo, uso de
antisépticos y avances en técnicas quirdrgicas como anastomosis vasculares. En
la mitad del siglo XIX, Brown Sequard, Wilde y Ludwing, demostraron que la
rapida reperfusion de los organos extraidos permitia la recuperar la viabilidad y
funcionalidad del 6rgano; para 1890, Locke y Ringer, logran resultados similares
con la perfusion de 6rganos con medios nutritivos de sueros sustitutos a la
sangre®”,

El modelo quirdrgico escogido para experimentar fue el riidn, ya que es un érgano
doble, con vasos de calibre grande, uréteres también de buen tamafio y facil
maniobra y se puede verificar su funcionalidad con la presencia de orina del
paciente. En 1902 se logr6 trasplantar un rifidn de un perro en otro perro con
resultados parcialmente favorables (también se realizd6 otro experimento en un
biomodelo canino, de implantar un rifién en el cuello). En 1906 se publica el primer
xenotrasplante en humano (trasplante de un rifibn de cerdo en el codo de una
mujer con sindrome nefrético), y aunque el érgano fallé6 a los 3 dias, se logré
producir 1500cc de orina el primer dia; ese mismo afio se intentd hacer lo mismo
pero con un rifion de cabra en el codo de una mujer con anuria, pero a la hora se
presentd una trombosis vascular del 6rgano; se realizaron varios xenotrasplantes
con malos resultados y al igual que los injertos, se encaminaron en el estudio del
rechazo de los érganos trasplantados de diferentes especies.

En 1924, Williamson en la Clinica Mayo, contindio con los trabajos experimentales
de autotrasplantes ayudando en el campo de la inmunologia como la
compatibilidad sanguinea y su influencia en la aceptacién o rechazo del 6rgano,
que era tomado como un fenédmeno de hipersensibilidad.

En 1933, el ruso Serge Voronoff logra realizar el primer trasplante renal en
humanos, en un joven con falla renal terminal; el rifion donante provenia de un
hombre de 60 afios recién fallecido. El joven trasplantado murié a los 4 dias del
procedimiento. Voronoff, contindio su investigacion, y en 1949, ya habia realizado
otros 6 casos similares pero sin obtener buenos resultados.

En 1947 en Boston, el grupo del Dr. Hume, realiz6é el primer trasplante renal de
cadaver in vivo en los EEUU, a una paciente que presentaba una falla renal
secundaria a un aborto séptico. Se implanto el rifion de un hombre recién fallecido
en el codo de la paciente, funcionando por 24 hrs, pero fall6 en ese tiempo.
Durante este periodo la paciente se recuper6 de la falla renal y sobrevivié (aunque
su trasplante no), por lo cual, lo consideraron como un éxito. El Dr. Hume y su
equipo continuaron con los alotrasplantes pero con implantacion externa sobre el
muslo de los pacientes (9 casos); también demostré el beneficio de la transfusion
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sanguinea previa a los pacientes a trasplantar para demorar el rechazo, y
adicionalmente encontr6 una manera de controlar la presion sanguinea
postrasplante realizando la nefrectomia bilateral, logrando con estos cambios
adicionales la supervivencia de pacientes hasta por 5 afos.

En 1951, se realiz6 el primer trasplante renal de donante vivo, pero presento
rechazo por incompatibilidad biolégica entre el donante y el receptor. En 1954, el
Dr. Murray y su equipo realizaron el primer trasplante renal con donante vivo entre
gemelos univitelinos y ubicacion intrapelvica; el paciente sobrevivié muchos afios.

Ya para los afios 60, se conocia que para el éxito del trasplante era necesaria la
compatibilidad entre el donante y el receptor y se conocia que el sistema
inmunolégico producia respuesta de rechazo a todo lo extrafio, por lo tanto, se
hizo necesaria la inmunosupresion para evitar dicho rechazo. Porter, Edelman,
Kissmeyer-Nielsen y Tersaki investigaron la inmunologia humoral y el grupo de
Kahler, Milstein, y colaboradores, la inmunologia celular. Otros aportes importante
en el campo de la inmunologia, lo da Jean Dausset con el descubrimiento del
Complejo Mayor de Histocompatibilidad en 1962, pero su aplicacion clinica solo se
realiz6 10 afios después. También 1962, Hamburger logré la tipificacion del tejido
y en 1966, Kissmeyer-Nielsen incorporaron una prueba cruzada o cross-matching
para seleccionar donantes y receptores.

En 1959, en Boston se realizé trasplante renal con éxito entre gemelos dicigoticos
previa inmunosupresion; la inmunosupresion se logré con irradiacion y tuvo una
supervivencia de 20 afios. Ya para 1960, se realizaron 3 trasplantes renales en
pacientes no emparentados con imnunosupresion por irradiacion y utilizacién de
farmacos inmunosupresores como 6-mercaptopurina y corticoesteroides, logrando
éxito en el trasplante pero los pacientes fallecieron posteriormente por rechazo
cronico y sepsis. Con la introduccion de farmaco inmunosupresores, se inicia una
época en busqueda de nuevas alternativas farmacoldgicas como metotrexato,
ciclosporina, corticoides, entre otros, hasta llegar a la Azatioprina, en la que ya no
era necesaria la utilizacion de la irradiacion como mecanismo de inmunosupresion.

También para la década del 60, en muchos paises se da el concepto de muerte
cerebral, permitiendo la creacién de leyes que regulan la donacion de érganos
para trasplantes. 1967, Belzer inventa una maquina pulsatil que permite mantener
perfundido el 6rgano, disminuyendo el dafio por isquemia®®.

Cada organo potencialmente trasplantable tiene su propia historia y su propio
camino en el area de los trasplantes. Se tomaban paralelamente todos los
estudios, como por ejemplo: avances en inmunologia, técnica quirargica (cirugia
vascular, anastomosis), medios de cultivo y preservacion, inmunosupresion
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farmacoldgica, entre otros, que ayudaron en su momento para lograr los
resultados que hoy en dia existe en este campo.

Para llegar al trasplante cardiaco (algo tal vez inimaginable en su momento), se
requirieron muchos experimentos como avances en la cirugia cardiaca (sutura de
heridas cardiacas, correcciones de malformaciones congénitas como cierre de
ductos persistentes, tetralogia de Fallot, etc). En 1946 el ruso Demikhov,
comenzé a trasplantar corazones accesorios en el pecho de perros,
constituyéndose como el antecedente al trasplante cardiaco heterotopico. En la
década de los 50°s, se iniciaron los trasplantes cardiacos en perros con posicion
ortotopica (aunque en ese momento no se habia inventado ni la hipotermia, ni el
bypass cardiopulmonar).

En la misma época, los Doctores Marcus, Wong y Luisada en Chicago publicaron
una nueva técnica de trasplante cardiaco en biomodelo canino. Este grupo utilizé 3
perros para la cirugia (un perro era donante, otro receptor y el tercer perro era
apoyo del corazon donante, mientras se realizaba la cirugia), este método se
denomino “Perfusion parabidtica provisional”.

Para 1953, en Filadelfia, el grupo del Dr. Neptune, realizd el primer trasplante
cardiaco induciendo hipotermia en posicion ortotopica en un biomodelo canino;
posteriormente, en 1957, Webb y Howard emplearon una bomba oxigenadora
durante el procedimiento.

El cirujano Shumway, fue el pionero en el trasplante cardiaco en humanos. En
1960, este cirujano y su grupo publicaron la técnica de trasplante “Shumway” aun
utilizada que preserva parcialmente las auriculas y con ayuda de una bomba
oxigenadora para el procedimiento; ademas, aportaron el uso de solucién salina
isoténica a 4°C, para preservar el corazon.

El 2 de diciembre de 1967 Cristiaan Barnard y su equipo de cirugia, lograron
realizar en Sudafrica el primer trasplante cardiaco exitoso; se trasplanté el corazon
de una mujer con diagndstico de muerte cerebral, a un hombre de 53 afios con
DM y enfermedad coronaria severa y falla cardiaca terminal; para ello, extrajo el
corazén, lo enfri6 y lo conectd a una bomba oxigenadora y lo implant6; el
trasplante fue un éxito, el coraz6n empez0 a latir en el paciente luego del implante.
12 dias después, el paciente empez6 a deteriorarse especialmente en su parte
respiratoria. En ese momento sospechaban que se estaba presentando rechazo
del implante e iniciaron manejo con inmunosupresores, aunque el problema era
que el paciente realmente presentaba una sobreinfeccion por Pseudomona, que
provoco su muerte 18 dias después del trasplante.
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El 6 de diciembre de 1967, el doctor Kantrowitz y su grupo de cirujanos lograron
en Nueva York realizar el primer trasplante en nifios. El donante fue un nifio con
anencefalia y el receptor un nifio de 3 semanas de edad con diagnostico de atresia
tricuspidea y comunicacion interauricular. El trasplante se realizd bajo el método
de hipotermia, con parada circulatoria completa y luego se consiguié que el
corazén tuviera un ritmo sinusal. El problema fue que el paciente presento
complicaciones como acidosis metabolica y respiratoria que lo llevé a la muerte.

El doctor Barnard realizé otro intento en enero de 1968, logrando trasplantar un
paciente, realizando su método propuesto y haciendo una modificacion en la
técnica de Shumway. Este paciente logré vivir 18 meses posterior al trasplante,
teniendo una vida casi normal, tiempo en el cual, escribidé un libro “Looking at my
heart”. El grupo de trasplante de Dr. Barnard logré realizar 10 procedimientos
(entre 1967-1973), con éxito para la época. En 1971, realizaron trasplante
cardiaco y pulmonar en bloque; el paciente sobrevivié 23 dias, pero fue el mejor
resultado para la época en este tipo de trasplantes. El Dr. Barnard continu6é con
sus estudios, logrando desarrollar la técnica de trasplante cardiaco heterotropico
(una de sus técnicas se encuentra vigente). Otro intento de este grupo, fue la
realizacion de xenotrasplante, trasplantando el corazon de 2 primates no humanos
en 2 hombres, pero los resultados no fueron los esperados.

Solo hasta 1981, se logro realizar con éxito el primer trasplante cardiopulmonar,
realizado por el Dr. Reitz y su equipo de la universidad de Stanford.

En 1984, en Texas, Cooley realiz6 trasplante cardiaco en una nifia de 8 meses de
edad con éxito, la nifia presentdé un episodio severo de rechazo manejado con
ciclosporina A y corticoides y alcanzé una sobrevida de 13 afios™. Ya para 1986,
se habia realizado unos 2000 procedimientos en el mundo y en la actualidad es el
procedimiento en el ambito terapéutico mas comun.

El trasplante hepatico tardé un poco mas en realizarse que el renal. En 1963, se
realizd sin éxito por parte del Dr. Starzl; sin embargo, para 1967 los resultados
mejoraron, gracias a mejoras en la técnica quirargica como el Bypass venal/vena,
para derivar sangre de la vena cava inferior a la circulacion portal. Ademas del uso
de inmunosupresores, eleccion de candidatos a donantes, mejoras en cuidados
post operatorio, entre otros.

En el area de la farmacologia, la inmunosupresion ha evolucionado, creando cada
vez mas farmacos selectivos como la ciclosporina, tacrolimus, sirolimus,
micofenolato de mofetilo, entre otros, hasta llegar a anticuerpos monoclonales.
Ademas han variado los regimenes de inmunosupresion, que inician con dosis
altas y se van disminuyendo segun la necesidad y respuesta del paciente; esta
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combinacion de inmunosupresores con diferentes “Blancos” o mecanismos de
accion logran un efecto mayor tratando de disminuir efectos adversos.

A pesar de todos los avances en estas terapias, los riesgos de los pacientes
producto de la inmunosupresion siempre estan presentes, como neoplasias
malignas, infecciones graves por agentes infecciosos oportunistas como
Pneumocystis jiroveci, Citomegalovirus, Aspergillus, Candida, etc; ademas de la
posibilidad de toxicidad y reacciones alérgicas.

El éxito del trasplante no solo se ha logrado con los avances quirdrgicos e
inmunolégicos para evitar el rechazo, sino en el tratamiento del 6rgano para su
preservacion. Se conoce que la pérdida de circulacién del 6rganos lo lleva a un
tiempo de isquemia, que produce cambios en el metabolismo celular, pasando de
un metabolismo aerobio a uno anaerobio; esto le exige a las células mayor
sustrato de glucosa para el sostenimiento en la produccion de ATP. Ademas, se
acumulan metabolitos toxicos y &acido lactico que cambian el pH del medio,
produciendo fallas a nivel de bombas de membrana, que alteran la concentracion
de electrolitos como el sodio, el potasio, calcio, etc, alterando la funcionalidad de
las membranas y dafio en su integridad, traduciéndose en muerte celular. El
propoésito de la preservacion del 6rgano, se ha logrado gracias a avances como la
hipotermia (el enfriamiento disminuye la tasa metabdlica, retrasando los cambios
descritos), pero esto no es suficiente, porque la reperfusion trae consigo otros
dafios que alteran la viabilidad celular. Otro avance fue la produccion de
soluciones de preservacion, con las cuales son minimizada las lesiones
ocasionadas por la reperfusion. Estas soluciones contienen electrolitos y un pH
muy similar al fisiologico. Entre las soluciones se encuentran: solucion de
Wisconsin,  Euro-Collins, HTK, Custodiol, entre otras. En cuanto a la
preservacion de drganos, se han buscado estrategias como creacién de equipos
de perfusién del 6rgano y se ha empleado en rifiébn, pulmén, pancreas, entre
otros™®.

Aunque se han logrado grandes avances, todavia falta camino por recorrer, la
escasez de Organos para la demanda es un gran problema, siendo una probable
solucion, la utilizacion de los xenotrasplantes o la creacion de 6rganos a partir de
células madre o materiales biocompatibles; pero para llegar a esto, se necesitaran
mas estudios sobre inmunologia, biotecnologia, bioingenieria, etc.

4.2 Estrategias de tolerancia

En algunos pacientes, cuando un organo falla o deja de cumplir su funcion, la
opcion de vida es el trasplante de 6rganos, que consiste en reemplazar el érgano
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en falla por uno funcional, (esto también aplica no solo para 6rganos, sino para
tejidos y componentes anatomicos que permitan hacer este procedimiento); el cual
implica el riesgo de ser rechazado inmunol6gicamente por el receptor.

El sistema inmunoldgico tiene todo un sistema de reconocimiento de antigenos,
los cuales son presentados a moléculas de histocompatibilidad que tienen por
funcion presentarlos a los linfocitos T (células encargadas de la defensa); este
sistema se denomina Complejo principal de histocompatibilidad, HLA. Cada
complejo tiene un polimorfismo, lo que diferencia de una persona a otra y esto es
lo que contribuye a la respuesta inmunoldgica frente a trasplantes (alotrasplantes
= trasplantes de 6rganos o tejidos entre personas genéticamente diferentes)’.

Lo que se busca al realizar un trasplante de érganos o tejidos, es superar esa
respuesta inmunoldgica de rechazo y esto se ha logrado mediante 3 formas:

4.2.1 EMPAREJAMIENTO: es la via con mayor probabilidad de éxito, se
busca el mismo perfil de los antigenos de HLA (6rgano del mismo
receptor, hermanos gemelos idénticos o se busca en la familia quien
tiene el mismo perfil); si una persona necesita un trasplante y esa
persona cuenta con varios hermanos, un cuarto de esos hermanos
podrian presentar un HLA compatible. Si esto se logra, se requerira de
medicamentos inmunosupresores a bajas dosis y seguramente se
obtendran buenos resultados del trasplante, pero esto solo se puede dar
en o6rganos no vitales como médula 6sea o un rifidgn.
Desafortunadamente la mayoria de los trasplantes se hacen con
donantes no emparejados.

4.2.2 INMUNOSUPRESION NO ESPECIFICA: este método es el que ha
logrado el éxito de la mayoria de los trasplantes en el mundo, se utilizan
farmacos con accion sobre el sistema inmunoldgico, deprimiendo su
funcion para evitar el rechazo de los trasplantes de 6rganos. Es todo un
campo de estudio y cada vez hay mas farmacos inmunosupresores que
han ayudado con el éxito en los trasplantes. Estos farmacos incluyen
esteroides, antimetabolitos, anticuerpos monoclonales y aunque su
mecanismo de accién no es especifica, tienen selectividad para
modificar la funcionalidad de las células T del sistema inmunoldgico y
por esta razon tienen la facultad de modificar la respuesta inmunoldgica
a los trasplantes. EI problema de este grupo de farmacos es que al
disminuir la respuesta inmunolégica en los pacientes trasplantados,
estos tienden a tener una mayor susceptibilidad a desarrollar infecciones
y algunos tipos cancer. Lo otro a tener en cuenta, es que a pesar de lo
efectivo de su mecanismo de accion, se puede dar rechazo agudo o
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4.2.3

4.2.4

cronico a pesar del tratamiento, con pérdida de los oOrganos
trasplantados y riesgo de muerte de los pacientes®.

INDUCCION DE TOLERANCIA AL TRASPLANTE: se define como la
ausencia de respuesta del sistema inmunoldgico frente a un antigeno
especifico, inducida por contacto previo con dicho antigeno. Esto se ha
visto especialmente en pacientes a quienes se les ha realizado
trasplante de células madre hematopoyéticas del donante al receptor y
posterior a esto, se le trasplanta un 6rgano del mismo donante. Lo que
se ha podido encontrar es que en los pacientes trasplantados hay
células circulantes del donante dando una forma de QUIMERISMO, que
consiste en encontrar informacion genética del receptor en la circulacion
(sistémico), produciendo una forma de tolerancia inmunoldgica y siendo
aceptado por el sistema inmunolégico como propio’®°

QUIMERISMO: En medicina se le denomina “quimera”, al organismo
formado por células procedentes de diferentes individuos o un individuo
con informacion genética de diferentes personas, por ejemplo: un bebe
es la quimera de ambos padres (tiene informacion genética de la mama
y del papa) y este evento no solo se ve en la gestacion, sino también en
trasplantes de 6rganos o transfusiones®®**.

QUIMERIZACION: Se le denomina al procedimiento In vitro para la formacion
de quimeras (proceso en que se quiere transferir informacién genética del
receptor al 6rgano a trasplantar). Originalmente se denominé asi al resultado
de la fusién de dos 0 méas genes, produciendo uno o multiples polipéptidos con
propiedades funcionales derivadas de cada una de las proteinas originales.
Las proteinas de fusion recombinantes son creadas artificialmente mediante
tecnologia de ADN recombinante para su uso en investigacion biolégica o
terapéutica.

21


https://en.wikipedia.org/wiki/Polypeptides

5. OBJETIVOS

5.10BJETIVO GENERAL

Desarrollar un proceso para mejorar la viabilidad del 6rgano (quimerizado) a
trasplantar.

5.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS:
e Evaluar variables del proceso de quimerizacién de pulmon en un biomodelo
porcino para mejorar viabilidad del érgano a trasplantar.

e Evaluar el proceso de quimerizacién de rifidn en un biomodelo porcino para
mejorar viabilidad del 6rgano a trasplantar.
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CAPITULO 1. TRASPLANTE DE PULMON QUIMERIZADO

EN BIOMODELO PORCINO

1.1 INTRODUCCION

El trasplante pulmonar es una opcién terapéutica para pacientes con enfermedad
pulmonar avanzada o fase terminal, donde la terapia convencional no funciona, y
con una expectativa de vida menor a 2 afios*’.

El primer trasplante unilateral pulmonar en un ser humano fue realizado por el Dr.
James Hardy (1963) en la Universidad de Mississippi. EI paciente era un
prisionero de 58 afios condenado a muerte y que padecia de enfisema y cancer
pulmonar y ademas, presentaba una insuficiencia renal.  El pulmon trasplantado
provenia de donante cadavérico. El paciente estuvo vivo por 18 dias con buena
funcién pulmonar pero murié a causa de la reagudizacion de su falla renal. En los
afos siguientes, se continud con los procedimientos de trasplantes en el mundo,
uno de estos, fue en Bélgica en 1968, logrando el paciente una supervivencia de
10 meses. Los siguientes 15 afios se realizaron aproximadamente 38 trasplantes
pulmonares, todos fatales y la causa de muerte mas comun era la dehiscencia
bronquial. En la Universidad de Toronto, hasta hoy referente en el trasplante
pulmonar y en otros lugares, mejoraron las técnicas quirdrgicas y la respuesta
inmunoldgica con el uso de inmunosupresores como la Ciclosporina A, los cuales
han dado mejores resultados y una mayor supervivencia en los pacientes
trasplantados™®.

A pesar de los avances quirdrgicos y terapéuticos en el trasplante pulmonar en el
mundo, se ha logrado una supervivencia del 78% en el primer afio post-trasplante,
65% en el tercer afio y 48% en el quinto afio. Por esta razén la eleccién de los
candidatos para recibir un trasplante debe cumplir unos criterios: Uno de ellos, es
gue la expectativa de vida no sea mayor a 2 afios, no presentar infecciones
activas que pongan en riesgo la viabilidad del trasplante (Ej: VIH), entre otros*®**

El donante también debe cumplir unos criterios, como la edad (no mayor de 55
afios), no presentar infecciones y condicién clinica aceptable'®*°.

Las complicaciones de este trasplante pueden darse en la fase aguda (los primero
30 dias del trasplante), con disfuncion primaria del injerto, este rechazo agudo se
manifiesta en el 40% de los casos en el primer mes y 90% después del afio. En el
rechazo cronico (después del afio del trasplante), la manifestacion clinica mas
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comun es la bronquiolitis obliterante, la cual produce una alta mortalidad en los
pacientes trasplantados. Otras de las complicaciones es la presencia de
infecciones por el uso de farmacos inmunosupresores para evitar el rechazo®.

En Colombia se realizdé el primer trasplante pulmonar en Medellin en la clinica
cardiovascular (1997), y desde esa época hasta hoy se realizan en multiples sitios
del pais. Cada vez, el trasplante pulmonar es la opcidbn mas adecuada para
muchos pacientes que no tienen otra alternativa terapéutica y por esta razon, es
necesario seguir buscando mejoras en el procedimiento para aumentar la
expectativa y la calidad de vida de los pacientes®.

En la actualidad, el trasplante pulmonar, es uno de los mas complicados, ya que
es un o6rgano que presenta condiciones especiales, como el contacto con el
ambiente por el intercambio gaseoso que conlleva estar en contacto con
gérmenes y contaminantes. Aunque se han mejorado las técnicas quirdrgicas y
farmacoldgicas para evitar el rechazo agudo y crénico, como la bronquiolitis
obliterante (BOS), no existe un tratamiento eficaz para evitarlo y tratarlo, siendo,
quizas la causa mas probable de pérdida del trasplante y muerte de los pacientes;
por eso la supervivencia de este trasplante a 10 afios es tan solo del 20%, sin
contar con otros aspectos siempre presentes, como la toxicidad de los
inmunosupresores, infecciones por oportunistas y un mayor riesgo para el
desarrollo de cancer, producto de la inmunosupresién.?*#

El mantenimiento del 6rgano, previo al trasplante es determinante para el éxito del
procedimiento. Se han ideado alternativas para la conservacion y buen estado del
organo, como camaras de transporte, donde se mantiene insuflado y con
intercambio gaseoso, 0 camaras que contienen medios de mantenimiento y
preservacion, todo en blsqueda de disminuir los dafios potenciales en el 6rgano?*.

En la actualidad, la produccion de 6érganos humanos usando modelos animales, se
contempla como una posibilidad viable debido a las estrategias de quimerizacion,
donde se busca por medio de manipulacién genética, transferir la informacién
genética humana para la formacion érganos especificos en la etapa embrionaria
del modelo animal, convirtiéndolos en hibridos®.

Nuestro enfoque busca optimizar, tanto el tratamiento del érgano para que tenga
un mejor estado y funcionalidad, asi como el éxito del trasplante.

Por ello, una propuesta actual es la quimerizacion de érganos cuya finalidad es
proporcionar un mejor acondicionamiento del 6rgano a su receptor, evitando el
rechazo agudo y cronico.
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1.2 HIPOTESIS:

« H1: La presencia de células madre hematopoyéticas mejora la viabilidad
del d6rgano a trasplantar entre individuos no relacionados en un
biomodelo porcino

+ HO: La presencia de células madre hematopoyéticas no mejora la

viabilidad del 6rgano a trasplantar entre individuos no relacionados en
un biomodelo porcino

« H2: La presencia de oxigeno durante el proceso In vitro del érgano,
mejora la viabilidad del 6rgano a trasplantar.

+ HO: La presencia de oxigeno durante el proceso In vitro del 6rgano, no
mejora la viabilidad del 6rgano a trasplantar.
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1.3. METODOLOGIA

El protocolo metodolégico se presentara de forma cronoldgica, segun las variables
experimentales analizadas.

Los procedimientos quirargicos y de laboratorios como la quimerizacion se
realizaron en el Bioterio, Centro de Habilidades quirargicas y en el Laboratorio In
Vitro de la Universidad del Valle.

1.3.1 BIOMODELO - CERDO 1: Estudio anatémico y estandarizacion de
procedimiento quirdrgico y anestésico.

Se tomd un biomodelo porcino hembra raza Zungo Costefio, con un peso: 20Kg
para estudio anatémico y reconocimiento quirdrgico y anestésico.

Equipo de trabajo para procedimiento quirargico:
Veterinario

Médico cirujano de térax

Médico cirujano de trasplantes

Anestesidlogo

Instrumentador

Circulante

Auxiliar de laboratorio

Bacteriologos

Médicos farmacologos

Pre-operatorio. El biomodelo se mantuvo en ayuno por 12 horas y se traslado de
la piara al Centro de Manualidades quirdrgicas de la Universidad del Valle. El
Veterinario y anestesiélogo, canularon 2 vias venosas (una en cada oreja del
biomodelo), e iniciaron manejo con liquidos endovenosos (solucién salina normal)
y le realizaron premedicacion anestésica con Xilacina 2mg/kg y Acepromazina
10mg/ml. Es pesado, lavado y afeitado en la zona de la incision. El biomodelo se
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llevd a quiréfano y se colocd en posicion decubito prono para la intubacion
orotraqueal con tubo de 7.0mm. Se posiciond decubito lateral izquierdo y se
conectd a la maquina de anestesia con monitoria constante de los signos vitales
(pulsooximetro, temperatura, presiones centrales).

Se realiz6 procedimiento quirdrgico bajo anestesia general del biomodelo, con
propofol 4 mg/kg y dosis de mantenimiento de 1.3 mg/kg/min, fentanilo 3mg/kg,
Ketamina 15 mg/kg y atracuronio 0.6 mg/kg.

Extraccion del érgano: se realiz6 Neumonectomia izquierda, para extraccion de
ese pulmoén, siendo el que tiene menos variables anatdmicas comparadas con el
pulmon derecho, de més facil acceso e implantacion. Se extrajo y se realizé el
estudio pertinente. El biomodelo fue sacrificado por medio de eutanasia
cumpliendo con los protocolos autorizados por el Comité de Etica Animal.

1.3.2 BIOMODELO - CERDO 2: TIEMPO DE QUIMERIZACION IN VITRO Y
VIABILIDAD DEL ORGANO

EL proceso de quimerizacion se realizé en dos fases:

Se emplearon dos biomodelos: un cerdo macho raza Zungo Costefio (donante de
células madre hematopoyéticas) y un cerdo hembra raza Zungo Costefio a quien
se le realiz6 la neumonectomia total (pulmén derecho sin quimerizar y pulmon
izquierdo quimerizado) y se observd viabilidad del tejido con el tiempo en las 2
condiciones. (Figura 4).

Personal que particip6 en el procedimiento:

Veterinario Bacteri6logos

Médico cirujano de térax Hematblogo

Médico cirujano de trasplantes Patélogo
Anestesitlogo Médicos farmacdélogos
Instrumentador Auxiliar de laboratorio
Circulante
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PULMON DERECHO

Sin Quimerizar

Cerdo hembra — Neumonectomia total

PULMON IZQUIERDO

Quimerizado

Tiempo total en el laboratorio en medios

de cultivo 64 horas.

!

Estudio Histopatologico

Figura 4. Esquema experimental para evaluar viabilidad del protocolo de quimerizacién.

Dia 1: Se realiz6 extraccion de Células madres hematopoyéticas del cerdo macho
con un peso de: 20kg. El procedimiento fue realizado en quirdfano bajo todas las
condiciones de asepsia, bajo sedacion y anestesia (Procedimiento similar al

biomodelol). Se extrajeron 90 ml

heparinizada. (Fig 5)
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Figura 5. Extraccion de células de médula d6sea. A. Biomodelo anestesiado previo al
procedimiento. B. Puncién de cresta iliaca para extraccion de células. C. Recoleccion de células
de médula 6sea.

Dia 2: Se realizd procedimiento quirdrgico de toracotomia con neumonectomia en
el cerdo hembra con un peso de 20 kg, bajo anestesia general, (procedimiento
prequirdrgico, quirdrgico y postquirargico similar al biomodelo 1)

En el procedimiento quirdrgico se realizdé reconocimiento de las partes, se realizo
diseccion de bronquio principal de ambos pulmones, arteria y vena pulmonar y
posteriormente se canuld la arteria pulmonar para poder realizar lavado y cultivo
del érgano en el laboratorio (Fig 6).

Figura 6. Procedimiento quirurgico. A. Monitorizacion de signos vitales. B. Equipo de
trasplantes. C. Toracotomia abierta, visualizacion pulmonar. D. Rescate pulmonar.
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Los pulmones se lavaron en quiréfano con solucion de lavado HBSS (Fig. 6C) se
transportaron en bolsas estériles y fueron llevados a 4°C al laboratorio In Vitro de
la Universidad del valle para proceder con la quimerizacion.

PULMON DERECHO no se quimerizo, solo se realizo el lavado con solucién de
RPMI y Hanks para remover células sanguineas del donante por 4 horas a una
temperatura de 4°C y luego se dejé en medio de cultivo que contiene nutrientes
(aminoécidos, oligoelementos, antibidticos y factores de crecimiento), por 4 horas
a la misma temperatura, incrementandose a 30°C por las siguientes 4 horas.
Posterior a esto, se mantuvo a temperatura ambiente (20 — 25°C) hasta completar
64 horas. Durante este tiempo siempre se mantuvo control del medio (medicidn
de gases, control de oxigeno y temperatura), cambio de medio cada 12 horas.

PULMON IZQUIERDO se realiz6 un manejo parecido al derecho con la diferencia
gue se realizo el procedimiento de quimerizacién. Se lavo con solucion de RPMI
y Hanks por 4 horas a temperatura de 4°C, luego se dejo en medio de cultivo por 4
horas a 4°C y posterior a esto se cultivo el pulmén en medio de cultivo mas células
madre hematopoyéticas del cerdo macho por 4 horas a 30°C. Una vez completado
este tiempo, se retiran las células madre, se adiciona medio de cultivo fresco y se
mantiene a temperatura ambiente hasta completar 64 horas. Se continué con
monitoria de la oxigenacion, temperatura y gases arteriales.

Ambos procedimientos se realizaron en Equipo de Mantenimineto de Organos
fabricado en vidrio (EMOQ -proceso de patente), conectado a un intercambiador
de calor que posee dos extremos, mediante un sistema de mangueras,
conectando un un extremo a la canula del 6rgano que va a la arteria pulmonar vy el
otro a una bomba peristaltica que mantiene el flujo a 15ml/min. El 6rgano
permanecio inmerso en el medio de cultivo durante todo el proceso, manteniendo
oxigenacion constante con una saturacién del 100% y control de la temperatura
por medio del intercambiador de calor (tabla 2).

Tabla 2. Condiciones experimentales durante el protocolo de quimerizacion

QUIMERIZADO

PRIMER LAVADO: 4° C por 4 horas
SEGUNDO LAVADO: 4°C por 4 hrs
QUIMERIZACION: Implantacion células
madre hematopoyéticas: 30°C por 4 hrs.
Con oxigenacién

MANTENIMIENTO: se cambiara medio de

cultivo cadal2 horas. 4°C con oxigenacion.

NO QUIMERIZADO

PRIMER LAVADO: 4° C por 4 horas
SEGUNDO LAVADO: 4°C por 4 hrs

MEDIO DE CULTIVO DE MANTENIMIENTO:
30°C por 4 hrs, con oxigenacion

MANTENIMIENTO: se cambiara medio de
cultivo cadal2 horas. 4°C con oxigenacion.
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Todo el procedimiento de cultivo y quimerizacion del érgano se realiz6 en el cuarto
de cultivo del laboratorio IN VITRO de la Universidad del Valle, con todos los
protocolos de asepsia y de buenas practicas de laboratorio (Fig. 7).

B
\'

Figura 7. Quimerizacion de los pulmones. A. Pulmén en medio de cultivo. B. Pulmén con células
madre hematopoyéticas, proceso de quimerizacion.

Se tomaron muestras de tejido en diferentes tiempos para el andlisis
histopatologico:

TO: antes del procedimiento de laboratorio

T1: inmediatamente después de la quimerizacion o 12 horas después de la
extraccion.

T2: 64 horas posterior a la extraccion del érgano.

1.3.3. BIOMODELO = CERDO 3: QUIMERIZACION IN VITRO EN PRESENCIA
Y AUSENCIA DE OXIGENO - VIABILIDAD DEL ORGANO

Se realiz6 todo el procedimiento de quimerizacion del 6rgano, empleandose 2
biomodelos: un cerdo macho raza Zungo Costefio (donante de células madre
hematopoyéticas) y un cerdo hembra raza Zungo Costefio a quien se le realizo la
neumonectomia total, evaluando modificaciones en el protocolo de quimerizacién
(pulmon derecho quimerizado pero sin oxigeno y pulmén izquierdo quimerizado
con oxigeno) y se observo viabilidad del tejido durante el tiempo en las dos
condiciones (Fig. 8).
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Personal que participo en el procedimiento:

Veterinario Bacteri6logos

Médico cirujano de torax Hematdlogo

Médico cirujano de trasplantes Patélogo
Anestesitlogo Médicos farmacoélogos
Instrumentador Auxiliar de laboratorio
Circulante

Cerdo hembra — Neumonectomia total

PULMON DERECHO PULMON IZQUIERDO

Quimerizado sin oxigeno Quimerizado con oxigeno

Tiempo total en el laboratorio en medios
de cultivo 12 horas.

!

Estudio Histopatolégico

Figura 8. Esquema experimental para evaluar viabilidad del pulmén en presencia o ausencia
de oxigeno en el protocolo de quimerizacién
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Dia 1: Se realiz6 extraccion de Células madres hematopoyéticas del cerdo macho
con un peso de: 17kg. El procedimiento fue realizado en quir6fano bajo todas las
condiciones de asepsia, bajo sedacion y anestesia (descritos para el biomodelo 1).
Un dia antes de la extraccion del pulmén, se extrajeron 90ml de médula 6sea con
solucion salina heparinizada de la cresta iliaca del biomodelo, se heparinizé y se
guardo a 4°C (de la misma forma que se presenta en la Fig. 5).

Dia 2: Se realizé toracotomia con neumonectomia en el cerdo hembra de peso
25kg, bajo anestesia general del biomodelo y se realizé un procedimiento similar al
anterior, sin variaciones en la parte quirargica y clinica (Fig. 6). Los pulmones
fueron canulados en su arteria pulmonar intraoperatoriamente, se transportaron en
bolsas estériles a temperatura de 4°C y se llevaron al laboratorio In vitro, donde se
inicié el proceso de quimerizacion (Fig. 7).

El proceso de quimerizacion tiene 3 fases: lavado, cultivo con células madre
hematopoyéticas y mantenimiento con medio enriquecido. Se realizaron las 3
fases con la diferencia en la oxigenacion del medio. EI pulmoén derecho no se
mantuvo oxigenado y el pulmén izquierdo se mantuvo oxigenado durante todo el
procedimiento con una saturacion del 100%. Se tomaron controles de
temperatura, oxigenaciéon (pulmén que lo requeria) y toma de gases arteriales,
ademas muestras de tejido para estudio histopatoldgico (tabla 3).

Tabla 3. Condiciones experimentales durante el protocolo de quimerizacion

CON OXIGENACION NO OXIGENACION

PRIMER LAVADO: 4° C por 4 horas PRIMER LAVADO: 4° C por 4 horas
SEGUNDO LAVADO: 4°C por 4 hrs SEGUNDO LAVADO: 4°C por 4 hrs
QUIMERIZACION: Implantacion células QUIMERIZACION: Implantacion células
madre hematopoyéticas: 30°C por 4 hrs. madre hematopoyéticas: 30°C por 4 hrs.
Con oxigenacion sin oxigenacion

MANTENIMIENTO: 12 horas a MANTENIMIENTO: 12 horas a
temperatura__4°C temperatura__4°C

Se tomaron muestras de tejido en los siguientes tiempos:
TO: antes del procedimiento de laboratorio

T1: inmediatamente después de la quimerizacion o 12 horas después de la
extraccion.

T2: Final del experimento o 24 horas posterior a la extraccion del érgano.
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1.3.4 BIOMODELO - CERDO 4: TRASPLANTE DE PULMON QUIMERIZADO -
VIABILIDAD DEL ORGANO

Se realiz6 todo el procedimiento de quimerizacion del érgano, empleandose dos
biomodelos: un cerdo macho raza Zungo Costefio (donante de células madre
hematopoyéticas y receptor del trasplante del pulmon izquierdo quimerizado), y un
cerdo hembra raza Zungo Costefio a quien se le realizd la neumonectomia
izquierda (donante del 6rgano) y se observo viabilidad y funcionalidad del 6rgano
sin tratamiento farmacolégico de inmunosupresion.

Personal que particip6 en el procedimiento:

Veterinario Bacteriologos

Médico cirujano de térax Hematdlogo

Médico cirujano de trasplantes Patologo
Anestesitlogo Médicos farmacoélogos
Instrumentador Auxiliar de laboratorio
Circulante

4% Cerdo macho — donante de las células madres hematopoyéticas y
receptor del érgano a trasplantado (pulmén izquierdo quimerizado)

4% cerdo hembra — Neumonectomia izquierda (donante del érgano)

TRASPLANTE DE PULMON QUIMERIZADO

SEGUIMIENTO CLINICO

ESTUDIO HISTOPATOLOGICO

Figura 9. Esquema experimental para evaluar viabilidad del pulmén quimerizado durante
trasplante.
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Dia 1: Se realiz6 extraccion de Células madres hematopoyéticas del cerdo macho
con un peso de: 19 Kg. EIl procedimiento fue realizado en quir6fano bajo todas las
condiciones de asepsia, bajo sedacién y anestesia (procedimiento ya explicado en
el biomodelo 1). Se extrajeron 50 ml de médula 6sea en solucion salina
heparinizada de la cresta iliaca del biomodelo, se heparinizé6 y se conservaron
refrigeradas a una temperatura: 4°C (segun Fig. 5).

Dia 2: Se realiz6 procedimiento quirargico de toracotomia con neumonectomia
izquierda en el cerdo hembra de peso 20 Kg, bajo anestesia general del biomodelo
y se realizO un procedimiento quirargico similar a los anteriores (Fig. 6), sin
variaciones en el procedimiento, se llevo el pulmon izquierdo al laboratorio In vitro
donde se realizo el tratamiento del érgano para quimerizacion.

El primer lavado se llevé a cabo en el quiréfano con solucién de HBSS, una vez en
el laboratorio, el pulmén, previamente canulado, se conecto al sistema de flujo y
temperatura, manteniéndose con medio de lavado por 4 horas a 4°C, luego se
realizé retir6 el medio de lavado y se agregé medio de cultivo fresco, al que se
adicionaron células madre hematopoyéticas para dejarlas en circulacién por 4
horas a 30°C, todo este tiempo en presencia de oxigeno con una saturacién del
100%. Una vez concluido el proceso de quimerizacion, el pulmon es retirado del
sistema para ser transportado en bolsas estériles a la sala de cirugia para ser
implantado. En el quiréfano, al biomodelo receptor se le ha extraido el pulmén
izquierdo, para inmediatamente recibir el pulmoén quimerizado (Fig. 10). Posterior
al trasplante, el biomodelo se mantuvo monitorizado y estable, manejando el dolor
con Buprenorfina y Meloxicam.

Se tomaron muestras de tejido en diferentes tiempos:
TO: sin tratamiento en el laboratorio

T1: Post-morten 30 horas después de la extraccion del érgano.
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Figura 10. Procedimiento quirargico de trasplante. A. Recepcion de érgano quimerizado. B.
Extraccion de pulmdn izquierdo del biomodelo receptor. C. Implantacién del érgano quimerizado.
D. Cierre de la incision a nivel de térax. E. Cierre de piel y recuperacion del biomodelo. F.
Monitorizacion posquirargica de signos vitales.
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1.3RESULTADOS:

1.3.1 BIOMODELO - CERDO 1: Estudio anatomico y estandarizacion de
procedimiento quirdrgico y anestésico.

Se logré realizar un reconocimiento de las estructuras anatdmicas del biomodelo
porcino, las complicaciones para intubar y lograr adquirir la habilidad para hacerlo
sin problema, escoger el pulmén izquierdo como el estandar para la realizacion de
los trasplantes por su anatomia que lo hace méas facil su extraccion e
implantacion. Se logré verificar las dosis de los farmacos, la estabilizacion del
biomodelo y el seguimiento de signos vitales y paraclinicos (tabla 4).

Tabla 4. Reconocimiento anatdmico, destreza y estandarizacion de dosis en
la extraccion pulmonar de biomodelo porcino.

Aspectos Conclusion
Anatémicos Pulmén izquierdo: un bronquio principal, facilita la
anastomosis
Pulmén derecho: dos bronquios principales, dificulta
anastomosis
Peso del biomodelo no inferior a 20 Kg,
preferiblemente superior para facilitar cirugia
Dosis de anestésicos Xilacina al 2% (2.5 mg/Kg)
Tramadol (5 mg/Kg)
Ketamina (10mg/Kg)
Atropina (0.04 mg/Kg)
Fentanilo (0.02 mg/Kg)
Isofluorano al 1%
Tiempo de extraccion 4 horas desde que el animal es sedado

1.3.2 BIOMODELO - CERDO 2: TIEMPO DE QUIMERIZACION IN VITRO Y
VIABILIDAD DEL ORGANO

En este experimento se tomaron los dos pulmones del donante. ElI pulmén
derecho sin tratamiento de quimerizacion, pero mantenido por 64 horas en
condiciones de laboratorio con los medios de cultivo y mantenimiento. El pulmon
izquierdo se quimerizd, y se mantuvo en las mismas condiciones de laboratorio
que el pulmon derecho, por 64 horas, ambos mantenidos con saturacion de
oxigeno en el medio.

Para el pulmoén izquierdo, durante el TO, previo a la quimerizacion, se aprecia un
tejido pulmonar viable, sin dafio alveolar, sin alteraciones en el estroma, vasos
sanguineos, bronquios y pleura en buen estado (Fig. 11).
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Figura 11. Tejido pulmonar izquierdo en TO. Inmediatamente después de ser extraido
del donante.

Para el mismo pulmoén 12 horas después del explante e inmediatamente después
de concluir el proceso de quimerizacion con las células madre hematopoyéticas,
se observa un pulmén mas congestivo, con dafio alveolar (colapso alveolar leve)
en parches. Cartilago viable, sin dafio vascular; en general un tejido viable y en
buenas condiciones (Fig. 12).




40X

Figural2. Pulmon izquierdo quimerizado T1. 12 horas después del explante

Las Ultimas muestras T3 (64 horas después del explante), la apariencia
macroscopica, de un pulmoén hepatizado, de mal aspecto y color oscuro. Se
observa un tejido pulmonar con dafio alveolar masivo, con compromiso mayor de
adentro hacia afuera, la pleura es viable, pero con compromiso del componente
vascular. No se observa colonizacion de bacterias (Fig. 13).
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Figura 13. Pulmén izquierdo quimerizado T3. 64 horas posteriores al explante.

De igual manera, para el pulmén derecho que no fue sometido a quimerizacion, en el TO,
una vez se extrae del donante se observa un tejido pulmonar normal y viable, sin
alteracion en sus estructuras (Fig. 14)
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Figura 14. Tejido pulmonar derecho en TO. Inmediatamente después de ser extraido
del donante

Para el mismo pulmén 12 horas después del explante (T1), siendo lavado y
mantenido con medio de cultivo, con la Unica diferencia que a este no se le
adicionaron las células madre hematopoyéticas, se observa un tejido pulmonar
congestivo, con presencia de dafios alveolares leves, sin embargo hay
mantenimiento de las estructuras. (Fig. 15).

10X

Figura 15. Pulmén derecho no quimerizado T1. 12 horas después del explante.
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Por ultimo a las 64 horas después en el mismo pulmén, se observa dafio mas
extenso en alveolos, dafio epitelial, conservacion del -cartilago, mayor
consolidacion. (Fig. 16).

Figura 16. Pulmo6n derecho no quimerizado T3. 64 horas posteriores al explante.

1.3.3 BIOMODELO - CERDO 3: QUIMERIZACION IN VITRO EN PRESENCIA Y
AUSENCIA DE OXIGENO - VIABILIDAD DEL ORGANO

En este experimento se tomaron los dos pulmones del donante y ambos se
quimerizaron, pero al pulmén izquierdo se realizé el procedimiento en presencia
de oxigeno y al pulmén derecho sin presencia de oxigeno. Se mantuvieron por 24
horas posteriores al explante.

El pulmdn derecho quimerizado y sin oxigeno, en el TO (inmediatamente después
de su extraccion, previo a quimerizacion), evidencia una arquitectura sin
alteraciones, sin dafio alveolar, ni vascular, con presencia de componente
sanguineo en vasos, no colonizacion de bacterias u hongos.
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Figura 17. Tejido pulmonar derecho en TO. Inmediatamente después de la extraccion.

Para el mismo pulmén 12 horas después del explante (T1), siendo lavado y
mantenido con medio de cultivo, con la Unica diferencia que este carece de
saturacion de oxigeno en el medio de lavado, cultivo y de mantenimiento. Se
observa un tejido pulmonar mas congestivo con colapso alveolar en parches,
bronquios, epitelio bronquial normal. Cartilago viable, vasos sin componentes
sanguineos. Tejido viable (Fig. 18).
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Figura 18. Pulmon derecho quimerizado sin oxigeno T1. 12 horas después del explante.

Por ultimo a las 24 horas después de la extraccion del mismo pulmén, se observa
dafo alveolar masivo, zona de hepatizacion, tejido lisado. Dafio epitelial y zonas
de hepatizacion del tejido. (Fig. 19).

40X

Figura 19. Pulmén derecho quimerizado sin oxigeno T3. 24 horas post-explante.

Para el pulmén izquierdo, el cual conté con saturacién de oxigeno de principio a
fin, en el TO, inmediatamente extraido y previo a la quimerizacién, se observa un
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tejido sin alteraciones, tejido linfoide en buen estado, sin dafio alveolar, bronquial,
vascular, ni alveolar. Presencia de eritrocitos (Fig. 20).

40X

Figura 20. Tejido pulmonar izquierdo oxigenado en TO. Inmediatamente después del explante.

Continuando en el mismo pulmén, 12 horas después del explante e
inmediatamente finalizada la quimerizacién (T1), se observan zonas con dafio
alveolar (colapso) en parche; sin embargo, el tejido es viable (Fig. 21).
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Figura 21. Pulmén izquierdo quimerizado oxigenado T1. Pulmon post-quimerizacion

Por ultimo, 24 horas después del explante (T3), se observa consolidacion del
tejido en parches, hay dafio mayor alveolar sin dafio epitelial. (Fig. 22).
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Figura 22. Pulmén izquierdo quimerizado y oxigenado T3. 24 horas post-explante.

1.3.4 BIOMODELO - CERDO 4: TRASPLANTE DE PULMON QUIMERIZADO -
VIABILIDAD DEL ORGANO

Se realiz6 extraccion de pulmén izquierdo a biomodelo porcino hembra y se traté
el pulmén con técnica de quimerizacion, se implanté en un biomodelo porcino
macho. El biomodelo a quien le realizaron el trasplante duré aproximadamente 4
horas posterior a la cirugia y se tom6 muestra en la autopsia del pulmén izquierdo
(trasplantado) y el derecho como control.

De esta manera, se evalué la histopatologia del pulmén izquierdo previo a
quimerizacion (T0), donde se observa un tejido pulmonar sin alteraciones y viable
(Fig. 23).
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Figura 23. Tejido pulmonar izquierdo en TO. Inmediatamente después del explante.
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Cuatro horas después del implante, el biomodelo entra en falla cardiaca y sufre un
paro cardiaco, tomando la siguiente muestra seis horas después del implante, ya
en etapa post-morten (T1). Se observa un leve colapso alveolar en algunas zonas.
Sin grandes alteraciones. Cartilago en buen estado, sin cambios. Vasos
sanguineos con eritrocitos en el interior, sin dafio endotelial. No se presenta
fibrosis, el componente linfoide se encuentra en buen estado. No hay presencia
de zonas de isquemia. No se evidencia componente inflamatorio. No hay
presencia de colonias bacterianas (Fig. 24).

40X

Figura 24. Pulmén izquierdo quimerizado T1. Pulmén posterior a la quimerizacion y trasplante
(post-morten)
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De igual manera, el pulmon derecho no quimerizado y nunca extraido del
biomodelo receptor, fue analizado histopatolégicamente como un control,
observandose una arquitectura sin alteraciones con un poco de congestion y algo
de colapso alveolar (Fig. 25)

10X

Figura 25. Pulmdén derecho del receptor. Control de trasplante y quimerizacion
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1.4 DISCUSION

El trasplante pulmonar se realiza cada vez mas frecuentemente, como una opcién
terapéutica para los pacientes con dafio pulmonar terminal. A pesar de los
adelantos en este campo, es el trasplante con resultados menos favorables
comparado con otros 6érganos como el corazon, rifion o el higado, que tienen una
mayor supervivencia y menos rechazo a corto y largo plazo®.

Este trasplante tiene como consecuencia cambios en la dinamica respiratoria,
cambios fisiopatologicos en el parénquima pulmonar, circulacién pulmonar, caja
toracica, entre otros aspectos y ademas, el uso de inmunosupresores que traen
consigo todas las consecuencias de la inmunomodulacion (riesgo a infecciones y
cancer)®.

La isquemia-reperfusion es una condicion que se presenta cuando se suspende la
circulacién sanguinea (como es el caso del trasplante durante el explante e
implante) y posterior conexion circulatoria, con reoxigenacion.

Se han estudiado muchos modelos animales y en humanos sobre el impacto de
sindrome isquemia-reperfusion, las alteraciones hemodinamicas, gasométircas y
bioquimicas que producen en el pulmén y efecto directo sobre la viabilidad del
6rgano postrasplante. %°.

La injuria del pulmdén por isquemia-reperfusion, esta relacionada directamente con
la formacion de especies reactivas de oxigeno (ROS), dafio endotelial, activacion
del complemento, liberacién de citocinas inflamatorias, produciendo diversos
grados de injuria, por lo cual se ha estudiado diversos mecanismos para disminuir
este dafio, uno de ellos es la temperatura (isquemia en frio), para bajar la tasa
metabolica y disminuir el deterioro, uso de medios de cultivo y mantenimiento del
organo, la insuflacion del érgano mientras se trasplanta, perfusion retrograda
pulmonar, ventilacién mecanica y ventilacion liquida, el uso de perfluorocarbono, el

uso de antioxidantes uso como N-acetilcisteina, vasodilatadores, entre otros
27,28,29

Con base en lo anterior, nuestro protocolo de quimerizacion toma en cuenta
variables que inciden significativamente en la isquemia-reperfusion, como son la
saturacién de oxigeno, la temperatura y el tiempo de cultivo con células madre
hematopoyéticas. Se observd que un prolongado mantenimiento del érgano fuera
del organismo, pese a mantenerlo en condiciones controladas in vitro, conduce a
un deterioro irreversible de la funcionalidad del tejido. Aunque se presentaron
inconvenientes durante el experimento que pretendia evaluar la significancia de la
saturacion de oxigeno en el medio de cultivo, se pudo apreciar en el T3 un dafio
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del tejido mas pronunciado en el pulmén que se cultivd sin oxigenacion,
comparado con el oxigenado.

Elahimehr et al, 2016 reportaron un mecanismo para inducir tolerancia
inmunologica en trasplantes, realizando infusiones de células madre
hematopoyéticas en el receptor previo al trasplante del 6rgano (produciendo un
quimerismo mixto), disminuyendo el rechazo™®.

Pero la pregunta es la siguiente: Para que quimerizar un organismo de 70 kilos si
se puede quimerizar el 6rgano con células madre hematopoyéticas del receptor de
tan solo unos cuantos Kg? ¢Para qué exponer a un receptor de o6rgano
trasplantado con células del donante antes del trasplante para que la informacién
quede en las células del receptor y cuando se realice el trasplante, el organismo
ya tenga cierta tolerancia al 6rgano y evitar el rechazo? Esa exposicion previa
puede traer una reaccién inmunoldgica fuerte de rechazo y poner en riesgo la vida
y la salud del paciente.

En cambio, si exponemos al 6rgano antes de ser trasplantado con células madre
del receptor, este oOrgano tendria informacion genética del receptor y al
trasplantarlo, el sistema inmunoldgico lo identificaria como propio o al menos,
produciria una respuesta disminuida al rechazo del érgano.

Pero que son las células madre y porgue nos podrian aportar ayuda en el
mantenimiento del 6rgano y en la respuesta inmunolégica?

Las células madre tienen como funcién la renovacion y tienen la capacidad de
responder a estimulos y sefiales del medio ambiente que le permiten diferenciarse
en varias lineas con funciones y caracteristicas determinadas.

Su clasificacion es la siguiente:

1. Segun su origen: Embrionarias o adultas

2. Segun el potencial de diferenciacion: Totipotenciales,
pluripotenciales,unipotenciales.
Totipontenciales: pueden dar origen a un organismo completo (gran
capacidad de diferenciacion).
Pluripotenciales: originan células de cualquier capa embrionaria
(ectodermo, endodermo, mesodermo), generando tipo de células como:
células madre hematopoyéticas, mesenquimales y neuronales.

3. Unipotenciales: tienen menor capacidad de diferenciacion y en este grupo
se encuentra las células madre epidérmicas®.

En nuestro caso hemos decidido trabajar con células madre hematopoyéticas
(CMH), que tiene como funcion la renovacion celular de la linea celular sanguinea
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que estad formada por: linea blanca (células linfoides) Neutrofilos, Linfocitos,
Mastocitos, Monocitos, Eosinofilos, entre otros. Linea roja: Eritrocitos y Linea
trombocitica: plaquetas y megacariocitos®. Su origen se encuentra en diversos
sitios como placenta, bazo, higado fetal y médula ésea.

La médula 6sea es el sitio de mas facil acceso y se mantiene durante toda la vida
posnatal. Se encuentra al interior del hueso trabecular y tiene caracteristicas de
un tejido graso. Ademas, tiene células estromales que provienen de células
mesenquimales como: adipocitos, fibroblastos, osteoblastos y células endoteliales
y células no mesenquimales como macrofagos y células dendriticas. Esto es lo
gue le da sostén para la formacion y mantenimiento de células hematopoyéticas y
estas a su vez producen factores de crecimiento, citocinas, entre otras células*.

Se han realizado multiples estudios, uno de los primeros estudios fue el del Dr.
James Till y su equipo en 1961, quienes demostraron en un modelo murino
irradiado, la capacidad de proliferacion de las CMH. En los 70°s, se logro6 cultivar
en laboratorio estas células, las cuales proliferaron y se diferenciaron por largos
periodos®.

Se ha identificado en las CMH, que durante su proceso de maduracién, expresan
genes que codifican para diferentes proteinas de membrana y que su funcion es la
sefializacion celular para activacion celular, proliferacion, migracion, adhesion y
apoptosis. Estas proteinas de membrana o receptores han sido utilizadas en los
estudios en la formacion de diversas lineas celulares, ya que pueden ser blancos
para la formacion de diversos linajes y esto es causado por factores de
transcripcion que regulan la proliferacién, diferenciacion y la funcién de las CMH®.
Algunos de estos factores son por ejemplo: GATAL: media la proliferacion y
diferenciacion de la linea eritroide, Megacariocitos, eosinéfilos y mieloide; GATAZ2:
interviene en la maduracion de los eritrocitos; PU.1: proliferacion de linea mieloide,
entre otros.

Aunqgue se han identificado estos factores de transcripcion como reguladores de la
hematopoyesis, también se puede pensar que adn falta mucho por conocer (mas
factores de transcripcion), comportamiento de estos segun las vias de
sefalizacion, factores epigenéticos, que pueden conducir a la activacién de
nuevos factores o nuevos blancos que produzca activacion, proliferacion y
diferenciacion hacia otras lineas celulares no hematopoyéticas, sino
mesenquimales®.

Por esta razon, en la actualidad, las CMH, son muy utilizadas en experimentos
tanto In vitro como In vivo porque mantienen la capacidad de diferenciarse y
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proliferar, utilizandose en el tratamiento de muchas enfermedades hematolégicas,
trastornos metabdlicos, inmunodeficiencias.*.

Esto seria un factor determinante para lograr la quimerizacion del 6rgano. Cuando
se realiza la extraccion del 6érgano, se cambia totalmente el medio ambiente del
mismo, a pesar de tenerlo en condiciones de laboratorio (oxigenacion,
temperatura, medios de cultivo, etc), el 6rgano pasa por un estado de estrés,
cambiando el ambiente celular y produce activacion de vias de sefalizacion, que
pueden incidir en la activacion de factores de transcripcion. El érgano al estar en
un medio de cultivo con CMH a una temperatura de 30°C, permite que estas
sefales se presenten y activen las CMH, llevandolas a diferenciarse en otras
lineas celular no hematopoyéticas como por ejemplo: células endoteliales,
fibroblasto, etc. Es por ello que nuestro protocolo simula el medio fisiolégico para
evitar que se activen vias de sefializacion de regulacion adversa.

En el grupo de investigacion se realizaron 3 experimentos anteriores, donde se
logroé extraer médula 6sea y cuantificar la cantidad de células madre, la cual es

muy similar a la que se reporta en la bibliografia, 6,6x104 células/ml se obtiene de
extraccion directa por cresta iliaca en las células de médula ésea porcina y se
decide la utilizacion para el tratamiento del 6rgano la médula ésea entera, sin
separar sus componentes (células madre hematopoyéticas, células madre
mesenquimales, células madre no mesenquimales), ya que todos los
componentes permiten el sostén y una mejor sefalizacidn celular para el
mantenimiento y funcionamiento de estas lineas célulares®?.

En el grupo de investigacién se cuenta con antecedentes de la quimerizacién de
6rgano no vital (trdquea) exitoso, realizado en humano®. La quimerizacién se
realiz6 en el 6rgano, no a la paciente, y el tratamiento de la traguea en el
laboratorio. Esto se llevd a cabo siguiendo la metodologia anteriormente
expuesta. La paciente tuvo un postquirdrgico sin complicaciones, utilizd
inmunosupresiéon a dosis bajas por 4 meses, siendo esta retirada hasta la fecha.
La paciente no ha presentado signos de rechazo del 6érgano, no toma tratamiento
inmunosupresor y el cancer no ha presentado recidivas. Durante el proceso se
tomaron biopsias del tejido trasplantado, sin alteraciones ni signos de rechazo
agudo. Se realizaron Electroferogramas a los 4 meses postrasplante, mostrando
un quimerismo mayor al 50%. A los 6 afios, un nuevo electroferograma mostrd un
guimerismo del 100% (la transferencia de la informacion genética de la paciente al
6rgano es completa)®.
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Este antecedente exitoso, fue el punto de partida para probar este protocolo en
otros organos, especialmente el pulmén que presenta muchos retos, comparado
con otros 6rganos.

El experimento que incluye el trasplante de pulmdn quimerizado, presento ciertos
inconvenientes durante el implante del érgano quimerizado, ya que el biomodelo
entro en paro cardiaco tres veces, de los cuales salid y sobrevivio 4 horas
postrasplante, respirando por sus propios medios, con una saturacion de oxigeno
de 94%. El biomodelo presentd una hemorragia masiva (producto de una
coagulacion intravascular diseminada, o ruptura de un vaso sanguineo o dafio de
alguna sutura). El estudio histopatologico muestra que el pulmon quimerizado se
encuentra en buenas condiciones, con viabilidad total del tejido, con colapso
alveolar leve en algunas zonas, no alteraciones del estroma, del cartilago,
endotelio. No evidencia de rechazo agudo. De igual manera, al evaluar el pulmoén
derecho (pulmén no trasplantado), las placas histolégicas muestran una mayor
congestion que el pulmén tratado, lo cual puede ser producto de las
complicaciones durante la cirugia, ya que hay un desvio de toda la circulacién
hacia ese pulmén mientras se realiza el procedimiento quirdrgico y a la posicion
del biomodelo sobre la mesa de cirugia.

Es importante resaltar que grupos de investigacion como los del Dr. Kobayashi,
reportaron la adicion de blatocistos como complementacion en la generacion de
organos entre especies diferentes. Estos estudios se basan en la generacién de
fetos animales, deficientes de un érgano especifico, utilizando el espacio vacio
como nicho para el crecimiento y diferenciaciéon del 6rgano a partir de células
madre pluripotenciales (CMP) alogénicos o xenogénicos, llevando, finalmente, a la
formacién de un érgano s6lido® 8. Una aproximacion més invasiva que la nuestra
pero con la misma finalidad.
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CAPITULO 2. TRASPLANTE DE RINON QUIMERIZADO EN BIOMODELO
PORCINO

2.1 INTRODUCCION

El trasplante renal es el procedimiento de eleccidon para tratar al paciente con
Insuficiencia Renal Terminal (IRT), procedimiento que ha logrado avanzar tanto,
que en la practica médica son mas los beneficios que los riesgos®’; lo que se ha
logrado en este campo incluye desde mejoras en técnicas quirdrgicas,
mantenimiento y preservacion del érgano, tratamientos de inmunosupresion y
manejo de las complicaciones®

De toda la historia de los trasplantes, se reconoce como el primer trasplante de
riidn exitoso, el practicado en 1954 en la ciudad de Boston a unos gemelos
idénticos, a partir de este evento, se inicia una nueva era en la medicina,
proporcionando otra alternativa terapéutica a los pacientes con IRT. EIl desarrollo
del trasplante entre los afios 60°s a los 80°s, lograron una supervivencia hasta del
90% comparada con los primeros intentos, donde la supervivencia era casi nula.
La introduccién de la Ciclosporina en la década de los 80°s, constituyé la
diferencia en la sobrevida de los pacientes trasplantados, mejorando la tasa de
supervivencia al afio a mas de 90% y del injerto casi del 80% y en los ultimo afios
se ha logrado la combinacion de farmacos inmunosupresores con diferentes
mecanismos de accién que logran un efecto mayor y una mejor selectividad®’.

En la parte quirargica del trasplante renal, se ha identificado complicaciones que
pueden ocasionar morbilidad y mortalidad en los pacientes trasplantados. En los
afos 70 se calcul6 una tasa de complicaciones hasta un 30%, en la actualidad es
hasta de un 15% o0 menos.

En la parte de tratamiento y preservacion del 6rgano se ha logrado identificar el
tiempo maximo de sobrevida del érgano en isquemia fria, hasta 20 horas y el
tiempo medio de cirugia es de casi 50 min.

Para tener éxito en el trasplante, no solo es importante lo mencionado
anteriormente, el receptor y su condicion clinica, marca la diferencia, la edad, y
comorbilidades. En la actualidad, se tienen criterios de seleccion y manejo del
paciente antes, durante y posterior al trasplante. Al incluir al paciente en la lista de
espera, se le realizan varios paraclinicos, entre los cuales se encuentra, la
tipificacion sanguinea y HLA (mayor supervivencia se ve relacionada directamente
con la histocompatibilidad entre el donante y el receptor).

Para la seleccion del donante, se tienen dos posibilidades: Donante renal vivo, el
cual se justifica por la escasez de 6rganos comparada con la demanda y se tienen
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mejores resultados cuando hay cercania familiar e histocompatibilidad entre el
donante y el receptor. La segunda opcion es el donante cadavérico, en donde se
mira la compatibilidad con el grupo sanguineo y el HLA, ademés la edad del
donante y el receptor®.

Hoy en dia las contraindicaciones absolutas para la realizacion del trasplante son
pocas: como ser VIH+, presentar una neoplasia maligna con expectativa de vida
inferior a un afo, o enfermedad crénica de iguales caracteristicas a la anterior,
enfermedad psiquiatrica no controlada y abuso de sustancias psicoactivas.

A pesar de ser un procedimiento muy comudn con una supervivencia hasta de 20
afnos, se presentan las complicaciones propias de la cirugia como infecciones,
obstruccion de la via urinaria, formacion de fistulas, sangrado, trombosis de la
vena renal, estenosis de la arteria renal, infarto renal, ente otros. Las infecciones
gue mas frecuentemente se presentan son las ocasionadas por: bacterias como
por ejemplo: E.coli, Klebsiella y Pseudomona (especialmente, bacterias gram
negativas); Ademas de otros agentes infecciosos como virus (Citomegalovirus,
Herpes virus, Hepatitis B y C, etc) y hongos; entre los cuales se encuentra:
Céandida, Aspergillus los cuales producen una alta morbi-mortalidad. La
predisposicion a infecciones se debe principalmente al procedimiento invasivo, el
uso de inmunosupresores, el uso de sondas y comorbilidades del paciente como
Diabetes Mellitus®’, aunque el avance en farmacos antibiéticos, antimicéticos y
antivirales, vacunas, han logrado mejorar la expectativa y la calidad de vida de los
pacientes trasplantados.

El uso de tratamiento con inmunosupresores, conlleva otros riesgos como el
desarrollo de cancer, ya que se pudo observar en los pacientes trasplantados un
aumento en la incidencia de esta patologia (3 a 5 veces mayor que la poblacién
general y este riesgo se incrementa con la duracion a la exposicion a la
inmunosupresion. Pero para el desarrollo de estas neoplasias malignas no solo se
necesita la exposicién a estos farmacos, sino factores adicionales como historia
familiar, coinfeccion viral con virus oncogénicos, exposicion a factores quimicos,
fisicos 0 medioambientales como la luz solar, entre otros. Uno de los cdncer mas
comun en los pacientes inmunosuprimidos es el cancer de piel, pero otras
neoplasias asociadas se encuentran: Linfomas, Carcinoma de pulmoén, Sarcoma
de Kaposi, Leucemias, mama, entre otros>",

Por esta raz6n, a pesar de los avances en el trasplante renal, se buscan
alternativas que minimicen los riesgos y los efectos adversos propios del
tratamiento, ademas la escasez de 6rganos y la larga lista de pacientes en espera
de un trasplante. Es un camino largo y que muchos grupos de investigacion
buscan esas alternativas con bioingenieria (rifilones artificiales), creacion de
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organos a partir de células madre, xenotrasplantes, membranas artificiales, entre
otros.

2.2 HIPOTESIS:

H1: La quimerizacion de rifion permite la viabilidad del 6rgano a trasplantar en un
biomodelo porcino.

HO: La quimerizacion de rifion no permite la viabilidad del 6rgano a trasplantar en
un biomodelo porcino.
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2.3 METODOLOGIA

El procedimiento quirdrgico y de laboratorio se realizd en el Bioterio, Centro de
Habilidades quirargicas y en el Laboratorio In Vitro de la Universidad del Valle.

Se realiz6 el trasplante de rifion quimerizado cumpliendo las 3 etapas del proceso:

1. Extraccion quirurgica del rifidon del donante con canulacion y lavado del
organo.

2. Extraccion de las células madre hematopoyéticas del receptor, para realizar
la quimerizacion del 6rgano en el laboratorio

3. Implantacion del 6rgano quimerizado en el receptor.

Se tomaron 2 biomodelos porcinos para la realizacion de este procedimiento (Fig
26)

PORCINO 1: RAZA: Pietrain
SEXO: masculino

FUNCION: donante de células madre hematopoyéticas Yy
RECEPTOR del 6rgano.

PORCINO 2: RAZA: Zungo costefio (cerdo criollo)
SEXO: Femenino

FUNCION: DONANTE del 6rgano.
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RAZA: ZUNGO

RAZA: PIETRAIN.
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Figura 26. Esquema metodoldgico para trasplante de rifidn quimerizado.

1. Personal que participé en el procedimiento:

2. Veterinario 7. Bacteriélogos

3. Médico cirujano de trasplantes 8. Hematdlogo

4. Anestesidlogo 9. Patdlogo

5. Instrumentador 10. Médicos farmacélogos
6. Circulante 11. Auxiliar de laboratorio

2.3.1. EXTRACCION DE CELULAS MADRE HEMATOPOYETICAS:

Dia 1: Se realiz6é extraccién de Células madres hematopoyéticas del cerdo macho
raza Pietrain, con un peso de: 30 kg El procedimiento fue realizado en quir6fano
bajo todas las condiciones de asepsia, bajo sedacion y anestesia con Maleato de
acepromazina 10mg/ml, Ketamina Clorhidrato, Xilacina 2.5mg/kg y Roxicaina al
2% inyectable y se mantuvo con Ambu la parte respiratoria del biomodelo, se
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extrajeron 50ml de sangre con solucién salina heparinizada de la médula 6sea de
la cresta iliaca del biomodelo; se guardé en, en bolsa de transferencia tipo
TERUFLEX Blood Bags ®, para su posterior refrigeracion a una temperatura: 4°C
(Fig 27).

Figura 27. Extraccion de médula 6sea en biomodelo porcino. A. Lavado del biomodelo. B.
Puncién de la cresta iliaca. C. Extraccién de células de médula 6sea. D. Almacenamiento de
células extraidas.

2.3.2 Extraccion del 6rgano

Dia 2: Pre-operatorio. El biomodelo se mantuvo en ayuno por 12 horas. Se
canularon dos vias venosas (una en cada oreja del biomodelo), se inici6 manejo
con liguidos endovenosos (solucion salina normal). Luego, se realizé sedacion con
Xilacina 2mg/kg y Acepromazina 10mg/ml. El biomodelo fue preparado (pesado,
lavado y afeitado en zona quirargica).

El cerdo hembra de raza Zungo Costefio con un peso de 30Kg fue llevado a
quiréfano y se coloc6 en posicién decubito prono para la intubacién orotraqueal
con tubo de 7.5mm. Se posiciond decubito lateral izquierdo y se conectd a la
maquina de anestesia con monitoria constante de los signos Vvitales
(pulsooximetro, temperatura, presiones centrales).

Se realizé induccién anestésica con Propofol 4mg/kg y se dej6 dosis de
mantenimiento 1.3 mg/kg/min, Ketamina 15mg/kg y fentanilo 3mg/kg, relajante
muscular con Atracuronio 0,6mg/kg y manejo del dolor con Tramadol 5 mg/kg.
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Extraccion del 6rgano: Se realiz6 procedimiento quirdargico por parte del equipo
de cirugia, cumpliendo el protocolo de diseccion, se extrajo el rifion izquierdo y
posteriormente, se sacrificO el biomodelo segun protocolos aprobados por el
Comité de Etica Animal.

Se extrajo el rifidn izquierdo al cual se le canuld la arteria renal en sala de cirugia,
se realizé el primer lavado con Custodiol a una temperatura de 4°C, se transporté
en bolsas para trasplante y se llevé al Laboratorio In Vitro de la Universidad del
Valle para continuar con el tratamiento del 6rgano y quimerizacion del mismo.

A B C

Figura 28. Procedimiento quirdrgico para la extraccion del rifién. A. se observa el biomodelo
en posicion decubito supino y listo para inicar el proceso. B. Cirugia abierta abdominal. C.
Canulacién del 6rgano extraido.

En el laboratorio (Cuarto limpio), se ingresé el 6rgano y se instalé en la camara
para cultivo de 6rganos (EMO-Q — en proceso de patente), se conectd a un
sistema de flujo a 15 ml/min, se realiz6 el primer lavado con Custodiol a 4°C por
4horas, luego se retiré la solucién de lavado y se realizé el segundo lavado con
medio de cultivo (contiene factores de crecimiento, aminodacidos, electrolitos,
antibiotico, antimicético) por 4 horas a 4°C. Se retir6 el medio de cultivo y se
agregd medio de cultivo nuevo mas células madre hematopoyéticas (50ml de la
extraccion del dia anterior, cerdo macho, raza Pietrain), se aumentd la
temperatura a 30°C y se dej6é en circulacion por 6 horas (Fig 29). Todos los
procedimientos realizados en laboratorio tienen oxigeno presente con saturacion
del 100% (medido por gasometria). Cuando se finalizé la quimerizacion en
laboratorio, se desconecté el érgano se transportd en bolsas estériles para
trasplantes y se llevé a quir6fano, cuando el cerdo receptor estuvo listo para la
implantacion del érgano quimerizado.
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Figura 29. Protocolo de quimerizacion. A. Rifion en medio de lavado. B y C. Rifién con el medio
de cultivo y con la adicién de células madre.

2.3.3 Implante del érgano

Implante del 6rgano quimerizado: El protocolo del manejo pre-operartorio y
anestesico se repitio, al igual que el abordaje quirurgico, se extrajo el rifidén
izquierdo y luego se implantd el rifion izquierdo quimerizado. Se realizo
inspeccién sobre posibles hemorragias y funcionalidad del 6rgano. El biomodelo
se cerré y se dejo en cuidados intensivos (quirofano) al cuidado de veterinario, se
dio manejo del dolor con Meloxicam y Buprenorfina, se continuo monitorizacion
por 24 horas (segun evolucion clinica). Posteriormente fue llevado a la Piara,
donde se le asigné un lugar adecuado (temperatura, abastesimiento de alimento y
agua), se vigilé evolucion clinica por 5 dias.

Al quinto dia se llevé nuevamente a sala de cirugia, se sacrific6 el animal segun
protocolo de Eutanasia, aprobado por el Comité de Etica. Se extrajo el rifidn
implantado y se tomaron muestras para su analisis histopatolégico.
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2.4 RESULTADOS

Se realiz0 la extraccion de rifidn izquierdo de biomodelo porcino hembra, sin
complicaciones intraoperatorias, se llevé el rifidn al laboratorio In Vitro para su
procesamiento y quimerizacion. El rifidn extraido presentaba un buen color, sin
evidencia macroscépica de hemorragia o dafio.”

La quimerizacion se realizO con células madre hematopoyéticas que fueron
extraidas el dia anterior al implante del biomodelo porcino macho y receptor del
organo quimerizado. El medio de cultivo y lavado se mantuvo con oxigeno todo el
tiempo, son una saturacion del 100% (medido por gasometria) y tratando de
mantener un pH fisioldgico.

Posterior a la quimerizacion (14 horas después de su extraccién), se llevo el
organo quimerizado a quir6fano, donde se encontraba preparado al cerdo
receptor, se extrajo el rifién izquierdo propio y se realizé el implante del rifién
tratado. Se pudo observar el rifidn de buen color, sin signos macroscopico de
isquemia o necrosis. Se implanté e inmediatamente perfundié y funciond, con
produccion de orina (Como se puede observar en la Fig. 30).

Figura 30. Trasplante de rifién quimerizado. A. Implante del 6rgano. B. Funcionalidad del
organo.

Post-quirurgico (24 horas despues), el biomodelo no presenta alteracién, con
buena evolucién clinica y manejo del dolor, es llevado a la Piara donde realizaron
controles médicos durante 5 dias.

El biomodelo presentd buen estado general, sin signos de infeccion, sin fiebre,
frecuencia cardiaca y respiratoria entre los parametros normales, buen apetito,
toma de agua y excrecio de orina en parametros normales, no presenté signos de
hemorragia o dafio en las suturas quirurgicas. (Fig. 31).
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Figura 31. Necropsia del biomodelo con trasplante renal quimerizado. A. Tres dias después
de ser trasplantado con el rifién quimerizado. B. Apertura del biomodelo (necropsia). C. El rifion
guimerizado y trasplantado hace 5 dias es extraido mostrando zona de isquemia.

Al quinto dia, el biomodelo fue trasladado a sala de cirugia para sacrificarlo (segun
protocolo de Eutanasia) y se extrajo el rifidn quimerizado. El rifién en su aspecto
macroscopico presentd buenas condiciones generales, buen color en general,
pero con una zona de isquemia en el polo superior (Fig. 31).

El andlisis posquirtrgico, mostr6 que el biomodelo presentaba una variante
anatomica, UNA ARTERIA POLAR, la cual no fue vista por los cirujanos y esta
zona quedo sin perfusion durante el tiempo que estuvo implantado en el
biomodelo.

Biopsias de rifidon quimerizado (Fig. 32)
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Glomérulo

Membrana basal glomerular.

Figura 32. Placa histoldgica de rifion quimerizado. Se observa glomérulos en buen estado,
viables, sin alteraciones en su arquitectura. Membrana basa intacta. No evidencia de inflamacion,
ni signos de isquemia. Sin colonizacion bacteriana o micotica.
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2.5 DISCUSION:

El modelo porcino fue el modelo experimental escogido para la realizacion del
trasplante renal quimerizado, ya que por su anatomia y fisiologia semejante a la
humana, permite un abordaje mas sencillo. El tamafio del biomodelo y de los
organos permite al cirujano maniobrar con mas facilidad y tratar de semejar una
cirugia en humanos. Se utilizaron cerdos de diferentes razas (el donante del rifion
Zungo Costefio, hembra y el receptor y donante de células madre
hematopoyéticas un Pietrain macho), ambos con pesos y edades similares. El
tamafio del cerdo permite un mejor abordaje quirdrgico, los diametros de la
vasculatura y el tamafio de los Organos, permiten una mejor visibilidad en el
quirofano.

Este tipo de razas de cerdos son adaptables, se aclimatan rapidamente y son de
mas facil manejo®.

En cuanto al protocolo anestésico se construyd gracias a protocolos ya
establecidos en varios centros experimentales en el mundo y a la experticia del
veterinario por lo cual, se escogieron varios farmacos de administracion
endovenosa como Propofol, Ketamina, Xilacina, fentanilo, entre otros, por su
efectividad, seguridad y facil adquisicién. Se utilizé6 un anestésico local adicional,
(Roxicaina) para el procedimiento de extraccion de células madre. Para manejo
del dolor se escogieron farmacos potentes y de vida media larga como
Buprenorfina y Meloxicam, con buena respuesta analgésica®.

El abordaje quirdrgico fue laparotomia (via abierta), permitiendo un mejor acceso y
una mejor visibilidad a los cirujanos, aunque tiene sus desventajas como un mayor
trauma para el biomodelo, mayor dolor, mas tiempo de recuperacién y
cicatrizacion frente a un abordaje laparoscépico™®.

Aungue el trasplante renal es uno de los procedimientos médicos mas comunes y
su éxito es mas del 90% a 1 afio y se han encontrado pacientes con sobrevida
mayor a 17 afios, se buscan alternativas para no usar o disminuir el uso de
inmunosupresores y evitar los dafios propios de esta terapia como infecciones
oportunistas, toxicidad, cancer, entre otros**°.

Muchos grupos en el mundo estudian mecanismos para producir 6rganos a partir
de especies heterologas*®®. Estos grupos se han enfocado en la quimerizacién
de tejido renal, especialmente para xenotrasplantes*®>!. Este tipo de abordajes
plantea la modificacién genética de embriones para producir 6rganos quiméricos,
a diferencia de nuestro enfoque, que aunque tiene ciertas similitudes, ya que en
ambos casos se pretende transferir la informacion genética del receptor al donante
del organo para una mejor tolerancia inmunologica sin llegar a la manipulacion
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genética de embriones, siendo menos invasiva pero igual de efectiva entre
individuos no relacionados. En el trasplante de riidbn quimerizado se logro
evidenciar funcionalidad y viabilidad del injerto, lo que se traduce en primera
instancia en que no se presentd rechazo agudo durante los 5 dias postrasplante.

Es determinante evitar el rechazo agudo y cronico los cuales se presentan a pesar
de los avances en la farmacologia, con pérdida del 6rgano. Ademas, la cantidad
de personas con necesidad de un trasplante renal y el déficit en la cantidad de
6rganos, lleva a buscar otras opciones terapéuticas como el xenotrasplante®>*,
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CONCLUSIONES

El modelo porcino presenta ventajas para la realizacion de experimentos de
abordaje quirdrgico, respuesta clinica y paraclinica que se quieran
comparar con el humano y esto se debe a la similitud anatémica y
fisiologica. Ademas, es un modelo de facil acceso y manejo, que no pone
en riesgo la supervivencia de la especie.

El tratamiento en el laboratorio del 6érgano antes del implante es importante
y permite una viabilidad del mismo. Aspectos como el mantenimiento del
organo en un medio de cultivo rico en aminoacidos, factores de crecimiento,
oligoelementos, oxigeno y sustancias como N-acetilcisteina, mejoran las
condiciones del érgano y limitan el dafio producto de Ila isquemia-
reperfusion.

El tiempo de procesamiento del 6rgano antes del implante tiene un limite,
se puedo constatar, que la viabilidad del érgano por fuera del organismo en
medio de cultivo no debe superar las 24 horas para tener una mejor
respuesta en el trasplante. Se logr6 establecer un protocolo claro de
guimerizacion de érganos, con tiempos y condiciones determinadas.

En el trasplante pulmonar, el dafio alveolar por colapso es lo mas comun y
este se presenta por falta de insuflacion del pulmén. Una manera de
disminuir este dafio, es buscar el mecanismo de mantener insuflado el
pulmon durante el cultivo, pero esto requiere de controles estrictos, porque
al aplicar una presién mayor sobre el pulmén, podria ocasionar mas dafio
que beneficio. Otra solucion seria el uso de surfactante en el medio de
cultivo que permitiria una conservacion de los alveolos.

El dafio en el pulmon se apreciaba por zonas, siendo la parte interna la mas
afectada comparada con la parte externa, esto nos da idea sobre la
perfusién en el momento del cultivo del érgano, la cual se realiza por medio
de la arteria pulmonar y al parecer no es suficiente para cubrir todo el
pulmon.

La médula 6sea esta formada por células madre hematopoyéticas que su
funcion es la produccién y diferenciacion de células de linaje sanguineo,
pero ademas, estd formada por células madre no hematopoyéticas, las
cuales se diferencian a otros tipos de células como células adiposas,
fibroblastos, endoteliales, etc. Las células madre responde a estimulos del
medio accionando factores de transcripcion que permiten la formacién de
células hematopoyética o de otro linaje. Esta podria ser la respuesta,
porque la quimerizacion de 6rganos permite una mejor supervivencia del
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organo, con una mejor aceptacion inmunologica (ya que ademas, el érgano
presentaria informacion genética del receptor).

En el trasplante renal, se logré6 implementar todo el protocolo de
quimerizacion, logrando una supervivencia y funcionalidad del 6rgano. No
se evidencio rechazo agudo del trasplante.

Se estableci6 una nueva linea de investigacion, donde reune el
conocimiento de las ciencias basicas y clinicas en busqueda de soluciones
a problemas de gran envergadura que atafien a la sociedad actual y que
producen costos muy altos a nivel econémico, social y humano.
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7. PERSPECTIVAS

1. Esto es parte de una linea de investigacion, donde reunen instituciones
académicas y de salud en busqueda de soluciones a problemas de salud,
como es el trasplante de oOrganos. La necesidad imperiosa de tener
organos para trasplante y la escasez de los mismos, hace que se busquen
alternativas para afrontar el problema. Alternativas como tratar de disminuir
o anular la respuesta inmunologica a los oOrganos trasplantados, que
permitiia a los pacientes a no depender farmacolégicamente de
inmunosupresores que traen consigo efectos adversos propios de su
mecanismo (disminucion de la funcionalidad del sistema inmunoldgico), que
pone en una situacion de vulnerabilidad a las infecciones y al desarrollo de
malignidades en los pacientes trasplantados.

2. Otra alternativa es la exploracién del uso de 6rganos no humanos, como
“xenotrasplantes”, quimerizacion de d&rganos fetales en animales vy
produccion de Organos a partir de células madre. Esto resolveria la
problematica de la escasez de oOrganos y disminuiria el costo social y
econdémico de los pacientes que estan a la espera de un érgano.

3. Este tipo de estudios muestra que en una vision general el enfoque
experimental estd dando resultados, el siguiente paso es evaluar a nivel
molecular el éxito del procedimiento y asi poder esclarecer méas el
panorama y la viabilidad de los xenotrasplantes.
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