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Resumen

El nimero de trasplantes de drganos esta determinado por la disponibilidad de estos, y en concreto el rifién es uno
de los 6rganos mas demandados. En la actualidad, a pesar de los esfuerzos por aumentar el nimero de donantes de
rifidn, como consecuencia de los cambios demograficos y de la creciente incidencia de algunas enfermedades renales

crénicas, la demanda es cada vez mayor, incrementandose las listas de espera de pacientes a la espera de un rifidn.

Una alternativa novedosa que se estad estudiando es el uso de rifiones embrionarios que se desarrollen in vivo.
Ademas, el desarrollo de la criobiologia, en concreto la vitrificacion, abre en la actualidad la posibilidad de conservar
drganos a largo plazo. El objetivo de este estudio es evaluar el efecto que dos medios de vitrificacion distintos, el
VM3 y el M22, presentan sobre el desarrollo in vivo de metanefros procedentes de embriones de 16 dias de conejo
de raza neozelandesa. Para ello, se extrajeron quirdrgicamente los metanefros de embriones de 16 dias y se
vitrificaron utilizando los medios de vitrificacion VM3 y M22. Posteriormente, se realizaron las transferencias de los
metanefros vitrificados y tras 3 semanas de crecimiento en los receptores se procedié a su extraccién para su
evaluacién morfoldgica e histoldgica. El estudio histoldgico reveld la presencia de nefronas en todos los metanefros
obtenidos. Este estudio permite concluir que tanto el medio de vitrificacion M22 como el VM3 permiten el desarrollo

in vivo de metanefros de 16 dias.
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Resum

El nombre de trasplantaments d'organs, esta determinats per la disponibilitat d'organs i en concret el renyd és un
dels organs més demandats. Actualment, malgrat els esforcos per augmentar el nombre de donants de renyd, com a
conseqiiencia dels canvis demografics i de la creixent incidencia d'algunes malalties renals croniques, la demanda és

cada vegada més gran, incrementant-se les llistes d'espera als hospitals de pacients que esperen un renyd.

Una de les alternatives que s'esta estudiant és I'Us de renyons embrionaris que es desenvolupen in vivo. L'objectiu
d'aquest estudi és avaluar l'efecte que dos medis de vitrificacio diferents, el VM3 i el M22, presenten sobre aquest
desenvolupament in vivo de metanefros procedents d'embrions de 16 dies de conilles de raca neocelandesa. Per a
aix0 es van extreure quirdrgicament els metanefros d'embrions de 16 dies i es van vitrificar utilitzant els medis de
vitrificaci6 VM3 i M22. Posteriorment es van realitzar les transferéncies dels metanefros vitrificats conills adults.
Després de 3 setmanes de creixement en els hostes es va procedir a la seua extraccio, i els resultats van mostrar que
no només els frescos proliferaven, sind que també ho feien els vitrificats. A més, I'estudi histologic va revelar la
preseéncia de nefrones en tots els metanefros obtinguts. Aquest treball permet concloure que tant el medi de

vitrificacid M22 com el VM3 permeten el desenvolupament in vivo de metanefros de 16 dies.
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Abstract

The number of organ transplants is determined by the availability of these, and specifically the kidney is one of the
most demanded. Nowadays, despite the effort to raise the number of kidney donors, as a consequence of
demographic changes and the increasing incidence of some chronic kidney diseases, the demand is growing,
increasing the wait list of people awaiting a kidney. A novel alternative that is being studied is the use of embrionic
kidneys developed in vivo. Furthermore, the development of cryobiology, especially vitrification, opens the
possibility of long-term organ storage. The objective of this study is to evaluate the effect that two vitrification
means, VM3 and M22, have upon the in vivo development in metanephros obtained from 16 day embryos. For this

task, the metanephros of the 16-day embryos from rabbits were surgically extracted and vitrified using VM3 and




M22. After that, the transferences of the vitrified metanephros were performed, and after three weeks of growth in
the recipients the extraction was performed to evaluate their morphology and histology. The histologic study
revealed the presence of nephrons in all of the obtained metanephros. This study allows to conclude that both

vitrification means allow the in vivo development of 16-day metanephros.
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ﬂ INTRODUCCION Y OBJETIVOS

1.1. Situacion actual de las enfermedades renales créonicas

A dia de hoy entre un 5 y 7% de personas en todo el mundo sufren alguna enfermedad renal
cronica (Xinaris y Yokoo 2014). Desde los afios 70, la situacidén de los enfermos renales crénicos ha
mejorado de forma notable, de manera que si antes morian irremediablemente, a dia de hoy se
dispone de tratamientos sustitutivos de la funcién renal dafiada en los mismos que prolonga la vida
considerablemente (A.L.M. de Francisco, 2011). Estos tratamientos sustitutivos; hemodialisis y
dialisis peritoneal, tan sélo corrigen parcialmente el dafio, mejorando la calidad de vida de los
enfermos, pero son incapaces de restablecer la funcién renal, lo cual hasta ahora sélo se consigue

con el trasplante de rifidn (Jofré, 1999).

Segun se recoge en el uUltimo informe del Registro Espafiol de Enfermos Renales (R.E.E.R, 2010) de
la Sociedad Espafola de Nefrologia y la Organizacién Nacional de Trasplantes, la incidencia de
nuevos pacientes se ha estabilizado, siendo en el afio 1999 de 126 pacientes por millédn (ppm) y en
el 2009 de 129 pmp, de los cuales el 85,1% son tratados mediante hemodidlisis, el 12,2% mediante
dialisis peritoneal y el 2,8% restante mediante trasplante renal. Sin embargo, la prevalencia no estd
estabilizada; incrementdndose el nimero de ppm que son tratados con tratamiento renal
sustitutivo. Este ascenso queda patente al observar la evolucién desde el afio 2001 a 2009, con un

incremento de los ppm de 885 a 1039.

A pesar de que el porcentaje de trasplantes es menor que el de hemodidlisis y didlisis peritoneal, el
trasplante renal es la forma mas optima de tratamiento sustitutivo para los enfermos renales
crénicos, pues como se ha descrito anteriormente, ademds de recuperar la funcién renal, es la
opcidon mas econdmica: el trasplante supone un gran coste el primer afio (semejante a los
tratamientos de didlisis), pero en los subsiguientes afios el coste se reduce hasta un 20% (A.L.M. de
Francisco 2011). La hemodialisis y la didlisis peritoneal sin embargo, ademas de que no suponen
una solucién a largo plazo a los enfermos crénicos, afectan al estilo de vida de los pacientes y
suponen un gasto mucho mayor con el tiempo que el trasplante. A pesar de ello la dilisis
peritoneal se presenta como la segunda opcién mas rentable después de los trasplantes, como se

refleja en la Tabla 1. (Villa et al., 2011).
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Tabla 1. Incidencia anual, prevalencia y costes agregados en 2010 en Esparia (Villa et al., 2011)

HD PD Tx

Incidencia estimada(pacientes) 5409 822 2317
Prevalencia estimada (pacientes) 22582 2420 24761
Costes anuales incidencia (en €) 2651 1808 38313
Costes anuales prevalencia (en €) 37968 25826 6283
Costes agregados (en millones de €) (Costes indirectos no

1077 85 244
incluidos)
Costes agregados (%) (Costes indirectos no incluidos) 77 6 17
Costes agregados (en millones de €) (costes indirectos

1327 109 393
incluidos)
Costes agregados (%) (costes indirectos incluidos) 73 6 21

HD: Hemodialisis; PD: Dialisis peritoneal; Tx: Trasplante renal

El hecho de que se lleven a cabo mas tratamientos de dialisis que trasplantes en los enfermos
renales crdnicos se debe a que la demanda de drganos supera al nimero de donantes (vivos o
muertos), y las listas de espera para ser trasplantado a dia de hoy son cada vez mas largas (Barnett
y Mamode, 2011). Sélo en los Estados Unidos docenas de personas mueren cada dia esperando
para ser trasplantados, muertes especialmente tragicas ya que podrian ser evitadas si se dispusiera
de los 6rganos necesarios (Caplan, 2008). En concreto, mas de 89,000 personas en Estados Unidos
estd a la espera de un trasplante de rifién, por lo que la necesidad de alternativas al trasplante

alogénico renal es evidente (OPTN, 2010).

En cuanto a la situacidn en Espafia, a pesar de que es uno de los paises que mas trasplantes lleva a
cabo, la Organizacion Nacional de trasplantes (2013) anotd, como se muestra en la Figura 1.1, un
total de 4293 personas en listas de espera para un trasplante renal, de los cuales sdlo se realizaron

2551, cubriendo tan sélo a poco mas de la mitad de la demanda.
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—Lista de espera Trasplante

P 6000 5503 100,0%
= 151 5097 90,0%
£ 5000
= 4552 44344433 80,0%
-] 4231 41542914301 4293
= 4152
o 4000 035, 0 c 3922 39864014 39334026 70,0%
= J
a 60,0%
8
2 2 3000 - 50,0%
= ©
k7]
> 2000 rane - 2asazsst 4007
E 1300170? T 199521:231935‘9242012 30,'] pfu
£ 1000 {171 14021488 %% 20,0%
=
=3 10,0%
o
= 0 0,0%

1991 1992 1993 1534 1995 1996 1997 19598 1999 2000 2001 2002 2003 2004 2005 2006 2007 2008 2009 2010 2011 2012

Figura 1.1. Numero de personas en lista de espera para trasplante renal y numero de trasplantes renales
realizados desde 1991 hasta 2012 en Espafia (ONT, 2013).

1.2.  Alternativas al déficit de 6rganos

El nimero de trasplantes necesarios en los ultimos afios, ha aumentado dramaticamente, en
concreto los trasplantes de rifndn. Sin embargo el factor limitante sigue siendo el déficit de drganos,
pues la demanda es superior a la disponibilidad de estos (Bottomley et al., 2005). Dada la
prevalencia de enfermos renales crénicos y el déficit de drganos disponibles, son muchas las
alternativas evaluadas, una de ellas es el xenotrasplante (Hammerman, 2002). Mas recientemente,
los ultimos avances sobre la biologia de desarrollo del rindn ademas de las novedosas estrategias
en el campo de la medicina regenerativa, estan permitiendo un notable desarrollo en alternativas
potenciales a la escasez de rifiones (Xinaris y Yokoo, 2014). Una de estas alternativas es el
trasplante de metanefros (rifones embrionarios) en receptores adultos (Hammerman, 2004) asi
como la construccién de un rifidn fetal a partir de suspensiones de células simples procedentes de
estos (Matsumoto et al., 2012; Xinaris y Yokoo, 2014), en la cual la ingenieria tisular tiene un papel
clave. Siguiendo el fundamento de esta estrategia, otra alternativa que se ha propuesto consiste
en la regeneracion de un rifiédn enfermo a partir de células epiteliales y mesenquimales (Song et al.,

2013).
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La primera opcidén considerada como posible solucién a la falta de disponibilidad de 6rganos, ha
sido el uso de xenotrasplantes de rifidn (Hammerman, 2002). El problema de esta alternativa al
alotrasplante son los grandes desafios inmunoldgicos que presenta al tratarse de especies distintas.
Hasta la fecha los xenoinjertos renales clinicos llevados a cabo han utilizado donantes primates, sin
embargo estos nunca seran donantes idéneos por razones principalmente éticas (Samstein y Platt,
2001). Por este motivo, una alternativa al uso de primates es el uso de rifiones porcinos debido a
gue humanos y cerdos tienen un tamafio comparable y comparten parcialmente la fisiologia renal
(Hammerman, 2002). Ademads se dispone de estos animales en abundancia y pueden producirse
libres de patégenos, por lo que se ha propuesto a esta especie como donante ideal para el
trasplante de rifién (Samstein y Plat, 2001). Desafortunadamente, el trasplante de érganos
vascularizados, resulta problemdatico debido al proceso de rechazo vascular hiperagudo y agudo
gue se desencadena, resultado de la unién de los anticuerpos xenorreactivos preformados o
naturales presentes en las células en circulacién del receptor, seguido de la activaciéon del sistema
complemento del mismo (Hammerman 2002). Por ello en la actualidad el rechazo vascular
representa el principal obstaculo para el uso de 6rganos porcinos en huéspedes humanos: multitud
de procesos implicados como causa del rechazo vascular agudo reflejan una fundamental
incompatibilidad entre las proteinas del huésped vy el sistema de proteinas y endotelio vascular del

donante (Hammerman, 2002).

Debido a que el xenotrasplante convencional requiere una constante y fuerte inmunosupresion
para evitar el rechazo humoral producido al pasar la barrera xenogenética (Cascalho y Platte, 2001),
la cual puede ademas desencadenar distintos efectos secundarios inluyendo carcinogenicidad e
infecciones severas, se ha propuesto el trasplante de rifiones embrionarios como una terapia al
remplazo de érganos (Xinaris y Yokoo, 2014). Estos aun no disponen de una irrigacién sanguinea
desarrollada completamente, de modo que no se desencadena el rechazo vascular agudo e
hiperagudo que tiene lugar en los xenotrasplantes (Bottomley et al., 2005). En resumen, el
trasplante de metanefros en desarrollo presenta una serie de ventajas destacables frente al de

rifién adulto (Xinaris y Yokoo, 2014):

- En primer lugar, si el metanefro en desarrollo es obtenido en un estadio lo suficientemente
temprano, se espera que las células presentadoras de antigeno (APCs), las cuales median
el reconocimiento del alo-antigeno o xeno-antigeno, no estén presentes, ya que el embrién
aun no las habria desarrollado (Naito, 1993).

- Lasiguiente ventaja es que los antigenos del donante, como los antigenos del MHC de clase
| y Il probablemente no estén expresados en el metanefro en desarrollo del mismo modo

en el que lo estan en un rifidn adulto (Statter et al., 1989).
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- El tercer punto a favor que tiene el trasplante de metanefros es la vascularizacion por parte
del huésped que reciben los rifiones embrionarios trasplantados (Rogers, y Hammerman,

2001).

Ademas, en comparacién con las alternativas basadas en el uso de células madre embrionarias
(ESC) o células pluripotentes inducidas (iPCs), el trasplante de metanefros es también ventajoso por

las siguientes razones:

- No es necesario dirigir la diferenciacion y no hay riesgo de formacién de teratomas
(Hammerman 2007)
- Las células metanéfricas estan ya genéticamente programadas para el desarrollo del rifidn,

por lo que se evitaria la necesidad de preprogramar a las células (Xinares y Yokoo, 2014).

Los estudios realizados con metanefros han mostrado la supervivencia, el crecimiento, la
maduracién, la vascularizacién vy la funcién del menatefro tras el trasplante demostrando que la
organogénesis renal puede ocurrir bajo estas condiciones y que el resultado es la obtencién de un
drgano vascularizado funcional (Hammerman 2002). Por ello, dadas las ventajas que tienen estos
rinones en desarrollo, sumada a la idea del xenotrasplante de utilizar donantes de otras especies
surge la idea de realizar xenotrasplantes de metanefros que remplacen la funcién de érganos
enfermos (Hammerman, 2011). Con esta idea Hammerman (2002) llevé a cabo tanto trasplantes
concordantes (rata-raton) como discordantes (cerdo-roedor), obteniendo en ambos casos
resultados positivos y demostrando que el trasplante de primordios embrionarios, incluso entre
especies distintas puede dar lugar a un érgano funcional. Adema3s, los resultados mas recientes
obtenidos que apoyan la funcionalidad de los metanefros desarrollados in vivo muestran que estos
son capaces de mantener la presidon sanguinea en ratas anéfricas con hipotensién aguda inducida,
asi como de reducir la calcificacidn vascular en ratas con fallo renal crénico (Yokote et al., 2012),
sugiriendo que el metanefro trasplantado cumple multiples funciones renales ademas de la

produccién de orina (Xinaris y Yokoo, 2014).

Otra estrategia relacionada con la anterior que combina conocimientos de ingenieria tisular junto
con los avances en el conocimiento de la biologia del desarrollo ha mostrado que suspensiones de
células aisladas de metanefros murinos pueden llegar a organizarse in vitro y dar lugar a un tejido
fetal que contiene nefronas inmaduras y tubos colectores (Unbekandt y Davies, 2010). Este
abordaje, tanto para generar tejido fetal como maduro, se fundamenta en la capacidad intrinseca
de las células para organizarse en estructuras complejas (Eiraku et al., 2011; Suga et al., 2011). Los
resultados llevados a cabo para la generacion de tejido fetal renal a partir de los metanefros, han

demostrado que el cultivo de lineas celulares del epitelio renal en geles de matriz extracelular
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puede inducir a estas para crear tubulos ramificados ya sea por el metanefro completo o el

mesénquima metanéfrico, similares a los presentes en metanefros normales (Steer y Nigam, 2004).

Con un abordaje similar al anterior, recientemente se ha dado un paso hacia delante al demostrar
gue organoides construidos in vitro a partir de suspensiones de células metanéfricas pueden ser
integrados en el rifidn de un receptor vivo y dar lugar a glomérulos vascularizados asi como llevar a
cabo funciones especificas del éste, tales como la filtracién glomerular, la reabsorcion tubular de
macromoléculas y la produccién de eritropoyetina (EPO) (Xinaris et al., 2012). En este caso para
conseguir la completa glomerulogénesis es necesario suministrar factor de crecimiento endotelial
vascular (VEGF) tanto a la suspension de células metanéfricas como al receptor una vez la
suspension de células ha sido implantada en el rifidon (Xinaris et al., 2012), siguiendo el

procedimiento descrito en la Figura 1.2. (Xinaris y Yokoo, 2014)

Metanephroi
Dissociation A— Local administration
vitro culture of VEGF
5-7 days Ny
- » 2
o = &) ivveor
QG)@ Aggregation Q@S9 &h VEGF Transplantation p injection  gacrifice after
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@ @ pre-treatment [
Mouse Rat kidney

0 jam

Figura 1.2. Disefio experimental para la obtencion de organoides a partir de células de
riiones murinos (XInaris et al., 2012)

Sin embargo, a pesar de los resultados anteriores, para que el trasplante de tejido metanéfrico
rudimentario sea clinicamente aplicable, todavia han de superarse numerosos desafios, tales como
que estos tejidos trasplantados puedan dar lugar a érganos en 3D con el aspecto, volumen y

anatomia propios de los rifones humanos, que se lleguen a integrar completamente en el receptor
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e induzcan la minima respuesta inmune y sean vascularizados por los vasos de éste, ademas de que

las nefronas resultantes estén vinculadas al sistema colector de drenaje (Xinaris y Yokoo, 2014).

Una ultima alternativa también derivada de la ingenieria tisular para que el rifién generado sea
totalmente implantable y permanente, es el desarrollo de un scaffold totalmente biocompatible
que facilite el injerto celular y la funcién, ademds de permitir la integracién completa en el receptor
(Song et al., 2013). Por ello y en base a la experiencia previa en el uso de scaffolds de matriz
extracelular en corazén (Ott et al, 2008) y pulmones (Ott et al., 2010) completos, se ha
hipotetizado que la matriz extracelular del rifién nativo del futuro receptor, podria proporcionar el
scaffold para el posterior subcultivo celular. Para ello se realiza la perfusién con detergentes del
rindn completo, de manera que éste funcione como scaffold, pero sin provocar la disrupcion de la
ultraestructura vascular, glomerular y tubular (Figura 1.3.). Posteriormente el scafflod se repoblaria
con células endoteliales y epiteliales y, tras unos dias en cultivo se ha demostrado que el rifidn
regenerado produce orina. Estos resultados sugieren por tanto que los rifiones cadavéricos o
dafnados podrian ser descelurarizados para funcionar como scaffolds, que al ser repoblados con
células endoteliales y epiteliales y madurados generarian un rifion funcional in vivo (Song et al,,

2013).

Figura 1.3. Rifiones antes y después de ser descelularizados. A. Rifion porcino. B. Rifion humano

1.3. Conejo como modelo animal

El uso de animales en biomedicina estd recomendado para el perfeccionamiento y validacién de los
procedimientos existentes, el desarrollo de materiales y la comprensiéon de ciertos procesos
fisiolégicos y patoldgicos, ya que no hay modelos in vitro capaces de reproducir la complejidad del

organismo humano (Calasans-Maia et al., 2009).
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El conejo (Oryctolagus cuniculus) (Figura 1.4), es un animal mas cercano filogenéticamente a los
primates que los roedores (Graur et al., 1996) ademas de ser genéticamente mas diverso, lo que
hace que sea un modelo mas cercano a los humanos (Bosze, and Houdebine, 2006). Después de
los ratones (59,3%) vy las ratas (17,7%), el conejo representa el tercer mamifero experimental
utilizado con mayor frecuencia (2,78%) en la Unién Europea (Fischer et al., 2012). Presentan
ademas una serie de ventajas que lo hace ser un modelo animal comunmente utilizado (Calasans-

Maia et al., 2009):

Son faciles de manipular y transportar

- Permiten trabajar con un numero elevado de individuos,

- Tienen un ciclo vital corto (gestacion, lactancia y pubertad)

- Permiten la estandarizacién genética y del ambiente

- Son relativamente baratos de adquirir y mantener en comparacién con otros modelos

animales mas grandes (Bosze and Houdebine, 2006).

Figura 1.4. Conejo blanco de la raza Neozelandés

En cuanto al ciclo reproductivo, como se ha dicho es corto, por cada 14-16 dias de fertilidad, son
infértiles 1-2 (Pearce et al., 2007), aunque este tiempo esta influido por la nutricién, la luz, la
temperatura, el estimulo sexual y las variaciones individuales (Cardoso et al., 2007). El tiempo de
gestacion es entre 30-32 dias, y el tamafio de camada alrededor de 10 gazapos (Calasans-Maia et
al., 2009). Ademas el conejo es una de las pocas especies en las que se induce la ovulacion
mediante el apareamiento (o estimulo hormonal en su defecto, lo que resulta en el conocimiento
definido de la edad embrionaria (Fischer et al., 2012), caracteristica muy deseada en algunas ramas

de investigacion.
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1.4. Conservacion de drganos

El almacenamiento a largo plazo de dérganos humanos o de sus sustitutos para el subsiguiente
trasplante es un objetivo muy buscado y de gran interés (Smith, 1954; Starzl, 1970; Karow, 1974).
Aunque es dificil, se trata de una meta crucial en parte porque los limites actuales en los tiempos
de almacenamiento de drganos antes del trasplante reducen sustancialmente la efectividad
ademas de aumentar el coste del reemplazo de érganos (Khirabadi y Fahy, 2000). Estos problemas
podrian ser eliminados si los drganos fueran almacenados durante tiempos mas cortos que los
actuales tiempos de espera. Ademas, los biobancos facilitarian el control de las existencias, asi
como la distribucion de érganos y tejidos (Bottomley et al., 2005). En este terreno entra en juego la
crioconservacion, la cual representa una herramienta esencial para resolver el gran problema en la
medicina de trasplantes, que es la falta de drganos disponibles en relacién con el numero total de

trasplantes necesarios en un momento concreto (Fahy et al., 2004).

Gracias a los avances en la tecnologia de vitrificacion, parece posible crioconservar drganos
enteros (Fahy et al., 2004), aunque lograr la total viabilidad tras el trasplante es un reto complicado
debido al proceso de desvitrificaciéon (Fahy et al.,, 2009). Hasta la fecha las Unicas estructuras
macroscépicas que han mostrado resultados favorables tras ser vitrificadas son pequenos ovarios
(Sugimoto et al., 2000; Salehnia, 2002; Migishima et al., 2003), (Courbiere et al., 2005), vasos
sanguineos (Song et al., 2000), valvulas cardiacas (Brockbank y Song, 2004), y cérneas (Armitage et
al., 2002). También se han realizado estudios sobre la vitrificacidon de rifién, érgano que requiere
anastomosis vascular inmediata para el trasplante, aunque en este caso sélo un rifidn sobrevivio al

proceso de vitrificacion (Fahy et al., 2009).

Ademas de los rifiones procedentes de donantes, la aparicion de nuevas alternativas al déficit de
drganos junto con la disponibilidad de un biobanco para su almacenamiento, en teoria podria
aumentar radicalmente la esperanza de vida media incluso en ausencia de cualquier mejora en la
mitigacion de los procesos de envejecimiento en un nivel fundamental (Fahy, et al., 2006). En el
Unico experimento desarrollado en rata encontrado sobre la crioconservacion de metanefros, se ha
descrito que tanto la congelacién como la vitrificacion presentaban inconvenientes, ya que el
primer método producia daiflos como consecuencia de la formacién de hielo, mientras que los
dafios del segundo eran consecuencia de la toxicidad (Bottomley et al., 2005). En resumen, estos
resultados sugieren que es necesaria la optimizaciéon de los métodos actuales de crioconservacion

(Bottomley et al., 2005).
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1.5. Objetivos

Los objetivos de este trabajo son los siguientes:

- Evaluar el desarrollo de metanefros embrionarios de embriones de 16 dias en receptores
no inmunodeprimidos.
- Estudiar el efecto de la vitrificacién de los metanefros sobre su desarrollo empleando dos

medios: VM3 y M22.

10




MATERIAL Y
METODOS




- 2. Material y métodos -

ﬂ MATERIAL Y METODOS

Todos los productos quimicos de este estudio fueron adquiridos de Sigma-Aldrich Quimica S.A.
(Madrid, Spain) a menos que se especifique lo contrario. Este estudio fue aprobado por el Comité
de la Universidad Politécnica de Valencia Etica y Bienestar Animal. Todos los animales fueron
manejados de acuerdo a los principios de cuidado de los animales publicados por espafioles Real

Decreto 53/2013 (BOE, 2013; BOE = BOE espafiol).

2.1. Recuperacion de embriones

Se escogieron 6 hembras de conejo de raza blanca de neozelaandesa (Oryctologus cuniculus) y se
inseminaron con 0,5mL de semen de conejo de la misma raza con una concentracién 40 millones
de espermatozoides por mililitro previamente recuperado. A continuacién se indujo su ovulacidn

mediante una dosis intramuscular de 1 pug de acetato de buserelina.

Después de 16 dias estas hembras fueron sacrificadas con una inyeccion de 0,6g de Pentobarbital
sédico (Dolethal) en la vena marginal de la oreja, y se procedié a la extraccion de los embriones
implantados en el tracto uterino de las hembras (Figura 2.1), lavandolos en una solucion con
tampon fosfato salino (PBS), antibidticos (50ug/mL de estreptomicina y penicilina), 0,2%w/v
albdmina sérica bovina (BSA) y 0,132g/L cloruro calcico (CaCl) (Figura 2.2). A continuacion los
embriones fueron pesados, y uno de ellos se fijé en solucién de fijacion de formalina al 10% (que

contiene formaldehido al 4% w/v), para su posterior analisis histoldgico.

Figura 2.1. Tracto uterino con embriones de 16 Figura 2.2. Embridn de 16 dias
dias
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2.2. Obtencion de metanefros

Una vez recuperados los embriones, estos fueron diseccionados quirdrgicamente empleando un
estereomicroscopio, colocando al embridn en posicién decubito supino y utilizando las técnicas
previamente descritas para ello por Rogers et al. (1991) para la obtenciéon de los metanefros

(Figura 2.3). A continuacidon fueron lavados en la misma solucién descrita anteriormente, como se

muestra en la Figura 2.4.

Figura 2.3. Diseccion quirdrgica de un embrién para Figura 2.4. Metanefros de 16 dias
la extraccion de los metanefros

2.3. Vitrificacion de metanefros (M22 y VM3)

La vitrificacion fue llevada a cabo utilizando el método de minimo volumen esencial (MEV), usando
para ello el Cryotop (Figura 2.5) como soporte (Kuwayama et al., 2005). Se utilizaron dos medios de
vitrificacion, el M22 (Fahy et al, 2009) y el VM3 (Fahy et al., 2004), cuyas composiciones se

describen en la Tabla 2. El volumen de medio que se afiadia a cada Cryotop era de 2 plL.

Figura 2.5. Método del minimo volumen en Cryotop
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Tabla 2. Composicion de las soluciones de vitrificacion M22 y VM3

Composicion

M22 VM3

Dimetil sulféxido 2,855 M 2,855 M
Formamida 2,885 M 2,885 M
Etilenglicol 2,713 M 2,713 M
N-Metilformamida 0,508 M -

3 methoxy-1,2-propanodiol 0,377 M -

Polivinil pyrrolidone K12 2,8 % w/v 7% w/v
X-100 ice blocker 1% w/v 1% w/v
Z-100 ice blocker 2% w/v 1% w/v

Molaridad Total | 9,345 M 8,41 M

En el caso del medio VM3, los metanefros eran primero expuestos durante 3 minutos en una
solucién de equilibrio que contenia 1,7% w/v de etilenglicol (EG), 1,3% w/v de formamida, 2,2% w/v
de dimetil sulféxido (DMSO), 0,7% w/v de PVP K12 (polivinil pirrolidona de Mr 5000 Da) y 0,1% w/v
de Super-Cool X-1000 y Super-Cool Z-1000 (ice blockers) en medio base (BM: Tampén fosfato
bovino sin CaCl (DPBS) + 20% suero fetal bovino). A continuacion, se pasaban durante 1 minuto a
una solucion que contenia 4,7% w/v EG, 3,6% w/v formamida, 6,2% w/v DMSO, 1,9% w/v PVP K12 y
0,3 w/v de ice blockers en medio base. Por ultimo, los metanefros se transferian durante otro
minuto a otra solucion de vitrificacion de 16,84% w/v EG, 12,86% w/v formamida, 22,3% w/v
DMSO, 7% w/v PVP K12 y 1% w/v de ice blockers en medio base. Después del ultimo paso, los
metanefros fueron uno a uno colocados en el Cryotop con la ayuda de una micropipeta y

vitrificados en nitrégeno liquido, donde estuvieron almacenados durante 1 mes.

Para la vitrificacion con M22 se adaptdé un protocolo de Fahy et al. (2009) también se realizaban
tres pases en concentraciones crecientes de crioprotectores como en el VM3. En el primer paso los
metanefros eran expuestos durante 3 minutos en una solucion que contenia 2,07% w/v de DMSO,
1,19% w/v de formamida, 1,56% w/v de EG, 0,28% w/v de N-metilformamida, 0,37% w/v de 3-
metoxi-1,2-propanidiol (PROH), 0,26% w/v de PVP-K12, 0,09% w/v de X-100y 0,19% w/v de Z-100
en medio base. A continuacidén se pasaban durante 1 minuto a una solucién compuesta por 5,85%
w/v de DMSO, 3,37% w/v de formamida, 4,42% w/v de EG, 0,79% w/v de N-metilformamida, 1,05%
w/v de (PROH), 0,73% w/v de PVP-K12, 0,26% w/v de X-100 y 0,52% w/v de Z-100 en medio base.
Por ultimo los metanefros eran transferidos a una ultima solucién de vitrificacién que contenia
22,305% w/v de DMSO, 12,86% w/v de formamida, 16,84% w/v de EG, 3% w/v de N-
metilformamida, 4% w/v de PROH, 2,8% w/v de PVP-K12, 1% w/v de X-100 y 2% w/v de Z-100 en
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medio base. Tras este ultimo paso, los metanefros fueron vitrificados del mismo modo que se ha

descrito anteriormente.

En resumen, el primer pase de ambos medios era una solucién al 6% del la solucién de vitrificacién
durante 3 minutos; en el segundo la concentracion de la solucidén de vitrificacion aumentaba al
13,2% donde los metanefros permanecian durante 1 minuto; para finalizar, en el Ultimo pase se

sumergian en la solucidn al 65% durante 1 minuto (Figura 2.6).

Paso
* 65%
e 1 min

Figura 2.6. Esquema del procedimiento de vitrificacion en 3 pasos

2.4. Desvitrificacion

Previa a la transferencia de los metanefros vitrificados, estos tuvieron que desvitrificarse. Para
llevar a cabo la desvitrificacién, los metanefros fueron colocados en una solucién compuesta de
1,25M de sacarosa en medio base (BM) (TCM 199 y suero fetal bovino al 20%) durante 1 minuto y
a continuacion transferidos a soluciones decrecientes de sacarosa (0.6, 0.3, 0.15 y 0 M de sacarosa
en BM) durante 30 segundos, como se describe en la Figura 2.7. Después del Ultimo pase, los

metanefros se sumergieron en PBS hasta su transferencia en el receptor.

7~ N\

0 M sacarosa
*0,15M *30s
sacarosa

*30s ‘ - I

e12M
sacarosa
1 min

0,3 M
sacarosa
e30s

0,6 M
sacarosa
*30s

Figura 2.7. Esquema del proceso de desvitrificacion en 5 pasos
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2.5. Transferencia del metanefro

La transferencia de los metanefros se llevd a cabo por laparoscopia. El equipo utilizado para ello fue
un Laparoscopio Hopkins ® que es un laparoscopio de visién recta, de 30 cm de longitud con un
canal de trabajo de 5 mm (Karl Storz Endoscopia Ibérica SA Madrid). Previamente las hembras
receptoras fueron sedadas mediante una inyeccion intramuscular de 16 mg de Xilazina (Rompun,
Bayer AG, Leverkusen, Alemania). Como preparacion quirurgica para la laparotomia, la anestesia se
realizd mediante la inyeccién intravenosa de 16-20mg de clorhidrato de ketamina (Imalgene ©,
Merial, SA, Lyon, Francia) en la vena marginal de la oreja. A continuacion, la regién abdominal de
los animales fue rasurada y estos fueron posicionados en una tabla de operaciones en posiciéon
vertical (cabeza abajo en un angulo de 452). De este modo se asegurd que el estomago y los
intestinos no dificultaran la visiéon. El trocar y los forceps se insertaron en la cavidad abdominal. Al
retirar el trocar el abdomen se insuflé con CO, y a continuacion se inserté el endoscopio. Con la
ayuda de los catéteres, los metanefros fueron colocados en el tejido graso de los animales
posicionandolos lo mas cerca en la medida de lo posible de la arteria renal, para que la irrigacion se

viera mas favorecida.

La deposicién de los metanefros tuvo lugar en ambos lados del animal, izquierdo y derecho, de
manera que por cada hembra se transfirieron entre 5 y 12 metanefros a un total de 7 hembras.
Para eliminar el posible ‘efecto hembra’, a cada lado de las receptoras se les transferia un tipo de

metanefros (vitrificados en M22, VM3 o frescos).

El ndmero total de metanefros transferidos fue de 22 metanefros frescos, 20 metanefros

vitrificados con M22 y 20 metanefros vitrificados con VM3.

2.6. Valoracion histoldgica

Inmediatamente tras la extraccién de los metanefros, estos se fijaron durante una semana en
solucion de Bouin (Chem-Lab) (Figura 2.8). Pasado este tiempo se llevd a cabo la deshidratacién de
los mismos y a continuacion fueron embebidos en parafina. Posteriormente fueron cortados con el
micrototomo a 7 um, y tefiidos siguiendo el protocolo clasico de hematoxilina-eosina.
Paralelamente se hizo lo mismo con un rifidon procedente de un embridn de 37 dias (Figura 2.9), de

manera que funcionara como control.
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Finalmente se observaron todos los cortes histoldogicos al microscopio 6ptico, evaluando la

presencia o no de estructuras glomerulares caracteristicas del rifidn.

Figura 2.8. Tubos de ensayo con los metanefros extraidos en Figura 2.9. Rifion control de 37 dias
solucidn de fijacion de Bouin

2.7. Andlisis de los datos

Dado que el nimero de metanefros transferidos en este experimento fue reducido, se llevd a cabo
un analisis descriptivo expresando los resultados como el porcentaje de desarrollo de cada tipo de

metanefro vitrificado tras 21 dias de transferencia.
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E RESULTADOS

Tras realizar la deshidratacién y posterior tincién con hematoxilina-eosina del embrién de 16 dias

que se fijo (Figura 3.1), se puede observar la posicion del metanefro en el interior de éste asi como
su aspecto del embrién, de manera que pueden apreciarse ya las estructuras que daran lugar a las

formaciones tipicas del futuro rifidn, como se muestra en la Figura 3.2.

Figura 3.1. Histologia de un embrién de 16 dias Figura 3.2. Metanefro de un embrion de 16 dias bajo
microscopio optico

Después de 21 dias de transferencia de los metanefros, las receptoras fueron sacrificadas para

evaluar si se habia producido el desarrollo de los metanefros transferidos, y en ese caso,

cuantificarlo. Como se observa en la Figura 3.3, todos los metanefros que se habian desarrollado

estaban notablemente irrigados por el sistema vascular de las receptoras.

Figura 3.3. Metanefro transferido durante 21 dias

irrigado por el sistema vascular de la receptora
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El nimero total de metanefros frescos que habian proliferado era de 12 y en el caso de los
metanefros vitrificados se recuperaron 7 que habian sido vitrificados con M22 y 5 que habian sido

vitrificados con VM3, tal y como se muestran en la Figura 3.4.

Figura 3.4. Metanefros extraidos tras 21 dias de transferencia. De izquierda a derecha, en la primera
placa se encuentran los metanefros frescos recuperados tras 21 dias de implantacion en los conejos
adultos, un total de 1. En la segunda placa se encuentran los 7 recuperados que habian sido vitrificados
en medio M22 y en la dltima los 5 vitrificados en VM3.

Teniendo en cuenta el niumero de metanefros que fueron transferidos, el porcentaje fue del 55,5%
para los metanefros frescos, mientras que en el caso de los vitrificados con M22 y con VM3 resulté
de un 35,0% y de un 25,0% respectivamente. Estos resultados demuestran que los metanefros
vitrificados mantienen la capacidad de desarrollo tras su implantacion, siendo esta ligeramente

inferior a la de los metanefros frescos.

En lo referente al tamafo de los metanefros extraidos, éste era poco homogéneo incluso dentro del
mismo tipo, como se aprecia en la Figura 3.4. Si bien, el tamafio fue mayor en el caso de los frescos
comparados con los vitrificados, aunque de menor tamafio que el rifién control de 37 dias. En
cuanto al color y la textura, se observaba homogeneidad en los tres grupos. Sin embargo, tras
realizar el andlisis histoldgico si que se observaron ligeras diferencias en cuanto a los tres grupos y
el control. La Figuras 3.5 y 3.6. muestran la imagen de la corteza del rifién control y de un
metanefro fresco respectivamente. En ambos casos se observa un gran nimero de nefronas y
estructuras glomerulares, si bien en el rifidn control se evidencia un mayor grado de diferenciacion

celular y desarrollo, que en el caso del metanefro transferido.
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Figura 3.5. Imagen de la corteza del rifion control de 37 dias, en el que
aparecen indicadas las nefronas mediante flechas verdes

Figura 3.6. Imagen de la corteza de un metanefro fresco en el que se indican
las nefronas mediante las flechas verdes

Este retraso en el desarrollo en cuanto al control se incrementa al observar los metanefros
vitrificados con M22 (Figura 3.7.) y los VM3 (Figura 3.8). Al comparar los metanefros vitrificados
frente a los frescos si que se observan diferencias. Mientras que los metanefros vitrificados con el

medio VM3 presentaban una estructura celular similar a la de los frescos, tanto en la zona medular

19



- 3. Resultados -

como en la corteza, los metanefros vitrificados con el medio M22 presentaban una vacuolizacion

evidente, aunque también estaban presentes estructuras glomerulares.

Figura 3.7. Metanefro vitrificado con M22. Las flechas negras indican la presencia
de vacuolas, y las nefronas aparecen indicadas con una flecha verde

Figura 3.8. Metanefro vitrificado con VM3con las nefronas indicadas mediante
flechas negras
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ﬂ DiscusION

A pesar de los esfuerzos sustanciales para incrementar el nimero de donaciones de riiidn, los

cambios demograficos y la creciente incidencia de enfermedades crdnicas como la diabetes hace
gue cada ano la demanda de reemplazo renal aumente con respecto a la disponibilidad, creando
una brecha cada vez mayor (Marshall et al., 2005). Por esta razon, en los ultimos afios se han
desarrollado una serie de nuevos enfoques para reducir este déficit, uno de ellos es el trasplante de

primordios embrionarios que se desarrollen dentro del receptor (Marshall et al., 2005).

Los experimentos anteriores han demostrado que la implantacién de estos rifiones embrionarios en
receptores adultos tiene como resultado el desarrollo in vivo de estos, asi como su vascularizacion
(Hammerman 2002). El primer estudio a propdsito de este tema fue llevado a cabo por Rogers et al.
(1998), y reveld que el trasplante de metanefros procedentes de embriones de 15 dias en ratas de
Splage-Dawley, tras ser implantados durante 5 semanas en ratas adultas era exitoso. Ademas,
Rogers y Hammerman (2001) fueron un paso mas y demostraron que este crecimiento vy
diferenciacién se daba también entre receptores de distintas especies, pues implantaron con éxito
metanefros de 15 dias de ratas de Lewis en ratones C57B1/6J. Siguiendo en la misma linea, Rogers
et al. (2003) también demostraron la implantacion con éxito de metanefros de 28 dias procedentes
de cerdos en cerdos adultos, asi como en ratones C57B1/6J. En contraposicidn a estos autores que
demostraron que el trasplante de metanefros no presentaba problemas inmunoldgicos, mas
recientemente Clancy et al. (2009), llevaron a cabo un estudio cuyos resultados confirmaban el
hecho de que era posible el alotrasplante de metanefros en receptores adultos y la funcionalidad
de los mismos (lo hicieron midiendo las tasas de filtracion glomerular), pero que sin embargo los
metanefros no eran menos inmunogénicos que los érganos adultos, si bien este rechazo era
controlable. Afios después, Matsumoto et al. (2012), realizaron un estudio en el que implantaron
metanefros de 13 dias de raton C57BL/6 en ratas de Lewis inmunodeprimidas y no
inmunodeprimidas, y analizaron la expresion de EPO. Los resultados fueron positivos en ambos
casos y mostraron que estos niveles procedian de la migracion de células del receptor, apoyando
los estudios que demostraban la no inmonogenicidad de los rifones embrionarios ademas de la
funcionalidad de los rifiones embrionarios. Con respecto a nuestro estudio llevado a cabo con
conejos no inmunodeprimidos, los experimentos de Rogers y Hammerman (2001) abalan los
resultados obtenidos, pues se observé una clara irrigacién sanguinea de los metanefros por parte
del sistema vascular del receptor, ademas de un desarrollo notable reflejado no sdélo en el aumento
del tamario tras la transferencia in vivo, sino también en la aparicién de estructuras glomerulares.

En cuanto a los resultados que mostré Clancy et al. (2009), en nuestro caso, aunque solo se ha
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medido el porcentaje de éxito de los metanefros transferidos sin tener en cuenta en cuenta otros
analisis como la tasa de filtracidon glomerular que midieron estos autores, o la expresion de EPO
(Matsumoto et al., 2012), el desarrollo y la maduracidn de los metanefros in vivo a nivel histoldgico
gue muestran nuestros resultados parecen indicar que no es un requisito esencial Ia
inmunosupresion de los conejos. En resumen podemos decir que nuestros resultados suponen la
demostracién de que los el trasplante de metanefros en un receptor tiene como consecuencia el

desarrollo de éste en una especie que hasta la fecha nunca se habia probado: el conejo.

Por otro lado, pensando en la aplicabilidad de esta alternativa en un futuro, aunque el metanefro
podria ser recuperado inmediatamente antes del trasplante en humanos, seria preferible
almacenarlo in vitro antes del éste (Fahy et al., 2009). Es por ello que la crioconservacién supone
una herramienta clave en este trabajo, en el cual se ha estudiado también cémo afectaria el
proceso de vitrificacién utilizando para ello dos soluciones distintas; M22 y VM3. Con esta premisa
Rogers y Hammerman (2001) llevaron a cabo un primer experimento en el que se proponia
almacenar in vitro metanefros de rata durante un periodo de 3 dias, y que tuvo como resultado la
produccién de rifiones quiméricos funcionales. Este primer intento, abrid una nueva puerta a otros
investigadores que mas recientemente han tratado de aplicar los nuevos avances en criobiologia
para poder conservar metanefros a largo plazo. Esta necesidad impulsé a Bottomley et al. (2005) a
llevar a cabo dos aproximaciones de crioconservacion en metanefros de 15 dias de ratas de Lewis:
La congelacion vy la vitrificacién usando el medio VS55. Los resultados metabdlicos de este estudio
fueron buenos tanto para los congelados como los vitrificados, sin embargo a nivel histolégico la
congelacion reveld dafios celulares, mientras que la vitrificacion, aunque produjo menor dafio,
mostraba efectos toxicos, lo que sugeria que era necesaria la optimizacidon de estos métodos, asi
como el desarrollo de medios de vitrificacion menos téxicos. Mas adelante Fahy et al. (2009)
utilizaron el medio M22 para la vitrificacion de rifiones de conejo, y aunque sélo tuvo éxito uno de
ellos, demostrd la supervivencia de éste al proceso de crioconservacion y su viabilidad tras el
posterior trasplante. Por este motivo, se creyd apropiado para nuestro estudio el uso de la soluciéon
de vitrificacion M22, aunque en nuestro caso no difundimos el medio en los metanefros sino que
los sumergimos en él. Ademas, para tener otro medio con el que comparar resultados, se eligié el
VM3, descrito también por Fahy (2004), y caracterizado por tener una menor toxicidad que el
anterior. Lo obtenido en nuestros resultados revelé que en metanefros vitrificados con ambos
medios, se producia el desarrollo de estos una vez transferidos en el receptor, con unos
porcentajes de éxito mas o menos similares. Sin embargo, el analisis histoldogico de aquellos que
habian sido vitrificados con M22 mostraba mayores dafios, producto del proceso de

crioconservacion, como la vacuolizacién indicada anteriormente, asi como el retraso en la
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maduracién de las nefronas. Aunque se queria probar que los resultados utilizando el M22 tenian el
éxito que tuvieron Fahy et al. (2009) con el rifidn, nuestros resultados, a pesar de no ser negativos,
muestran dafos importantes debidos probablemente a que el tamafio del rifidn desarrollado es
mucho mayor que el del rifidn embrionario, por lo que la toxicidad del medio M22 podria tener un
mayor impacto en estos Ultimos, causando dafos como la vacualizacidon presente. Ademas, en
nuestro caso sumergimos los metanefros en la solucién de vitrificaciéon, mientras que el protocolo
seguido por Fahy et al. (2009) se basa en la difusidn del medio en el interior del rifidn, por lo que
esto también podria haber influido en que los resultados sean distintos. Por el contrario, en los
vitrificados con VM3 se observé una mayor similitud en comparacidn con los metanefros frescos y
por tanto al control de 37 dias utilizado: el nimero de nefronas asi como el desarrollo de las
mismas era practicamente idéntico al observado en los metanefros frescos, y no se mostraban
dafios caracteristicos del proceso de vitrificacién. Estos resultados podrian ser debidos
probablemente a la naturaleza menos tdxica de esta solucion. Al observar la composicién de ambos
medios puede apreciarse que a pesar de son muy similares, difieren en una serie de puntos
importantes: en el caso del M22 hay presencia de los compuestos N-metilfomamida y de 3 metoxy-
1,2-propanodiol, dos crioprotectores penetrantes y por tanto mas téxicos. El VM3 en cambio no
estd constituido por ninguno de estos dos crioprotectores, y la falta de estos es suplida por un
aumento de la concentracidn en favor de la polivinil pirrolidona K12 con respecto al medio M22, el

cual es un crioprotector no penetrante y por tanto de menor toxicidad.
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ﬂ CONCLUSIONES

Las conclusiones que se pueden extraer tras la realizacidén de este trabajo son:

- En primer lugar, que los metanefros se desarrollan en el receptor no inmunodeprimido tras
su implantacién y son capaces de formar estructuras glomerulares.

- En segundo lugar, se demuestra que es posible almacenar metanefros a largo plazo
mediante el proceso de vitrificaciéon. Empleando ambos medios, VM3 y M22, para vitrificar
metanefros de embriones de 16 dias junto con el soporte "Cryotop" se obtuvo un
porcentaje similar de desarrollo a las 3 semanas tras su transferencia en un receptor adulto

sin inmunodeprimir.

Futuros trabajos deberdn demostrar la funcionalidad de los nuevos rifiones.
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6., PERSPECTIVAS DE FUTURO

El rifidn es un dérgano que presenta una compleja estructura cuyo correcto funcionamiento es
intimamente dependiente de que el crecimiento y diferenciacidn de sus células precursoras se
lleve a cabo de manera orquestada para que tenga lugar la formacién de un érgano maduro que
comprenda numerosos tipos celulares distintos (Hammerman, 2002). Debido al déficit de este
6rgano para cubrir a todos los enfermos renales crénicos, y dado que las terapias sustitutivas como
la didlisis no ponen fin al problema, ademds de alterar el estilo de vida del enfermo, en la
actualidad hay abiertas muchas lineas de investigacién para aportar alternativas al trasplante

convencional, algunas de las cuales se han explicado en este trabajo.

Una de las lineas de investigacion por la que mds se apuesta es el uso de células madre
embrionarias (ESC) o células pluripotentes inducidas (iPCs), sin embargo para que el uso clinico de
este tipo de células sea viable, éstas deberian diferenciarse en formas maduras funcionales, lo cual
hasta la fecha sélo se ha conseguido con muy pocos tipos celulares, concretamente con las células
B-pancreaticas y los miocitos cardiacos (Kelly et al., 2011; Dambrot et al., 2011). La razén del poco
éxito de estas terapias en el problema que se presenta radica en que en los programas de
desarrollo que median la diferenciacién de las células madre en células maduras intervienen
numerosos factores que todavia se desconocen. Es por esta razén que elucidar estos programas de
desarrollo celular para cada érgano, en concreto el rifién, supone un reto al que hacer frente de

cara al futuro, de modo que puedan aportar en un futuro una solucién viable al déficit presente.

Dadas las incégnitas que quedan aun por resolver en el campo de la investigacion con células
madre, parece ser que la forma mas practica y que hasta la fecha ha mostrado resultados mas
prometedores para emplear la terapia celular con el fin de desarrollar un rifién maduro, es el uso
de metanefros, los cuales estan ya preprogramados para formar un rifiédn. En concreto esta
estrategia tiene una relevancia importante si se hace hincapié en la idea del xenotrasplante de
estos rifiones embrionarios de cerdo, por las similitudes fisiolégicas comentadas. Esto se debe a
qgue el xenotrasplante de metanefros de cerdo ampliaria la disponibilidad de drganos ademas de
contar con las ventajas en cuanto a rechazo que presenta el trasplante de tejido embrionario.
Ademas el xenotrasplante de metanefros de cerdo, una vez empleado con seguridad y eficacia en
los seres humanos, podra proporcionar, un suministro ilimitado de donantes de d6rganos, lo que

supondra un cambio en el paradigma actual de sustituciéon de érganos, aportando grandes mejoras:

- No habra necesidad de transportar los 6rganos a través de largas distancias (Hammerman,

2007).
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- El trasplante se podra hacer de forma efectiva en el momento conveniente (Hammerman,
2009).

- El trasplante se podra ofrecer a los individuos de alto riesgo y repetirse si es necesario
(Brands et al., 2008).

- El trasplante se podrd ofrecer a los pacientes que actualmente no los candidatos al no

presentar una situacion critica, pero que son enfermos renales crénicos (Dekel et al., 2002).

Ademas de las alternativas abiertas para aportar alternativas al trasplante convencional de rifién en
las cuales todavia queda mucho que hacer, otro objetivo muy a tener en cuenta y que también se
plantea en este trabajo es el de disponer de métodos que permitan la conservacién a largo plazo de
drganos enteros asi como de sus sustitutos. Hasta ahora la vitrificacion parece ser el método mas
idéneo para llevar a cabo este fin, sin embargo también habria que seguir desarrollando nuevas

técnicas para mejorar los resultados actuales.

En este trabajo en concreto, dado que se ha demostrado que los metanefros vitrificados también
se desarrollan in vivo, el paso siguiente iria enfocado a ver de qué manera estaria afectando a nivel
metabdlico y protedmico el proceso de vitrificacidon, ademds de llevar a cabo estudios de apoptosis
celular. Sélo de este modo podria llegar a ser viable y segura en un futuro la creacién de un

biobanco de metanefros.
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