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1. INTRODUCCION

Este proyecto aborda directamente lo que se conoce como Medicina Regenerativa, y en esencia
combina ciencias de la salud, biotecnologia, quimica, fisica, ingenieria biomédica, ingenieria de
materiales, ingenieria quimica, ciencias naturales y nanotecnologia avanzando en soluciones de salud
a nivel pre-clinico con las que quiere tratar enfermedades que actualmente no poseen protocolos

terapéuticos suficientemente efectivos y, donde los érganos y tejidos para trasplantes son escasos.

La forma en la que este proyecto propone fortalecer el area investigativa de la Medicina
Regenerativa es aplicando los conocimientos adquiridos a lo largo de quince afios de trabajos en
investigaciones, realizadas por los distintos grupos de investigacidn vinculados, para avanzar en la
propuesta de soluciones a problemas de salud asociadas a enfermedades crénicas no trasmisibles.
La vinculacidon de Clinicas especializadas en trasplantes y grupos de investigacién en Medicina,
Farmacologia, Microbiologia, Quimica, Fisica, Ingenierias Quimica, Electrénica y de Materiales con
experiencia en desarrollos como: implantes de drganos quimerizados, desarrollo de biodispositivos,
cultivos de células madre, tratamientos de tejidos, crecimientos celulares, y desarrollo de materiales,

todos enfocados hacia aplicaciones biomédicas, son la base fundamental para realizar el proyecto.

La interaccion entre los grupos de investigacidon ha permito desarrollar tres lineas de trabajo: Cultivos
Celulares, Tejidos y Organos. En Cultivos Celulares interaccionan los grupos de Ciencias Biomédicas,
Ingenierias Quimica, Ingenieria de Materiales, Ciencias Basicas y el Grupo Clinico compuesto por
especialistas en diferentes areas de la salud; en Tejidos interactuan las areas de Ingenieria,
Odontologia, Quimica y Ciencias Basicas; y en la linea de Organos los grupos de Ciencias Biomédicas,
Ciencias Basicas, Ingenieria Quimica, Ingenieria de Materiales, Grupo Clinico compuesto por

especialistas en diferentes dreas de la salud y el Grupo Clinico de trasplantes.

En esta propuesta de proyecto, se pretende llevar las investigaciones realizadas a nivel de
laboratorio en las tres lineas de trabajo por los diversos grupos de investigacidn involucrados, a nivel
de pre-clinico. La siguiente fase, como continuacién de este proyecto, contemplara las

investigaciones a nivel clinico y a largo plazo se pretende, siguiendo el ciclo de vida clasico en el



desarrollo de la innovacién de productos, aplicar los distintos resultados de estas investigaciones a la
etapa de industrializacién y comercializacion.

Las aplicaciones biotecnoldgicas comprometidas con la solucidon de problemas de salud, se vislumbra
como el mayor campo de crecimiento econdmico y de investigacion en el futuro cercano. Se
constituye asi en un area de interés estratégico para el desarrollo social y econédmico de la regién y

del Pais.

Es importante anotar que la poblacion mundial envejece todos los dias de forma exponencial, en el
afo 2000 se calculaba en 200 millones la poblacion mundial mayor de 60 afios y se espera que
ascienda a 2.000 millones para el afio 2050, con este crecimiento se hace cada dia mas necesario
regenerar, reparar y reemplazar drganos y tejidos para la supervivencia de estos millones de
personas que dia a dia demandan no sélo servicios de salud sino calidad de vida. La Medicina
Regenerativa es un camino fundamental para poder respuesta a esta realidad. Estos datos marcan

las investigaciones que se proponen en este proyecto como imperativas para el mundo actual.



2. ARTICULACION CON PLANES Y PROGRAMAS DEPARTAMENTALES

El actual Plan de Desarrollo del Departamento del Valle del Cauca para el periodo 2012-2015
denominado VALLECAUCANOS, HAGAMOSLO BIEN (Ordenanza 359 de 2012) indica que la
visién del Valle del Cauca es: En el 2015, el Valle del Cauca serd un departamento lider,

competitivo y sostenible en el contexto regional y nacional.

El proyecto de "Investigacion y Produccion de Tejidos, érganos y biodispositivos para uso de
Medicina Regenerativa"” ha sido certificado por el Director del Departamento Administrativo de
Planeacién de la Gobernacion del Valle del Cauca como un proyecto que contribuye al objetivo
especifico del eje econdmico del Plan de Desarrollo del Valle del Cauca denominado "DINAMIZAR
LOS SECTORES PRODUCTIVOS EXISTENTES MEDIANTE LA INCORPORACION DE CIENCIA,
TECNOLOGIA E INNOVACION, CONECTIVIDAD, ASOCIATIVIDAD Y FOMENTO AL EMPRENDIMIENTO
CON EL PROPOSITO DE MEJORAR NIVELES DE PRODUCTIVIDAD Y COMPETITIVIDAD DEL
DEPARTAMENTO".

Dentro de los ejes del Plan de Desarrollo Departamental, el proyecto se articula con el programa de
"GESTION TRANSPARENTE E INTEGRACION DE SECTORES EN OFERTA Y ACCESO DE BIENES Y
SERVICIOS". Dentro de este programa, estdn los subprogramas de "OFERTA Y ACCESO AL
ASEGURAMIENTO Y PRESTACION DE SERVICIOS DE SALUD", y "OFERTA Y ACCESO DE BIENES Y
SERVICIOS DE SALUD PUBLICA Y PROMOCION SOCIAL".

El Plan Departamental de Salud que hace parte del Plan de Desarrollo del Departamento del Valle
del Cauca para el periodo 2012-2015, tiene como visidn del Plan Territorial de Salud que para el
afio 2015 la poblacion del Valle del Cauca haya mejorado de manera integral su situacién de
salud, a través del fortalecimiento de las capacidades sociales e institucionales y la movilizacion

social e intersectorial de todos los agentes de cambio de la salud.

La Mision para llevar a cabo dicha vision del Plan Territorial de Salud es mediante la gestion
departamental del lograr el aseguramiento, la prestacién de servicios las emergencias y desastres,
la salud publica, la salud territorial, y demas procesos intersectoriales determinantes de

cambio de la salud de la poblacion del Valle del Cauca; basada en intervenciones orientadas de



manera especial hacia la Atencidn Primaria en Salud-APS, con adherencia territorial y situacional a

sus valores, principios y elementos esenciales.

Los propdsitos del Plan Territorial de Salud son:

1. Mejorar el estado de salud de la poblacién vallecaucana.

2. Evitar la progresién y los desenlaces adversos de la enfermedad.

3. Enfrentar los retos del envejecimiento poblacional, la transicion demografica y el

cambio climatico.

4. Disminuir las inequidades en salud de la poblacidn vallecaucana.

Dentro de las lineas de politica del Plan Territorial de Salud se definen la promocidon de la salud y la
calidad de vida, la prevencidon de los riesgos, la recuperacion y superacién de los dafios en la
salud, la vigilancia en salud y gestion del conocimiento, y la gestiéon integral para el
desarrollo operativo y funcional del Plan Departamental de Salud Publica. Estas lineas de politica
tienen unos ejes programaticos que estan integrados por el aseguramiento, la prestacién y
desarrollo de Servicios de Salud, la salud publica, la promocién social, la prevencion, vigilancia y

control de riesgos profesionales, las emergencias y desastres y la gestidn territorial.

Los proyectos que ejecutan dichos programas son "Universalizacidn del Aseguramiento de la
Poblacién Vallecaucana al Sistema General de Seguridad Social en Salud", "Desarrollo de la
Prestacion de Servicios de Salud a la poblacidn Vallecaucana, en el contexto del Sistema Obligatorio
de Garantia de Calidad", "Reorganizacién y Modernizacién de la red publica para la prestacién de
servicios de salud", "Intervenciones colectivas en salud publica para la nifiez, adolescencia y
Juventud, con enfoque diferencial”, "Intervenciones colectivas en salud publica a adultos jévenes y
poblacién mayor con enfoque diferencial", y por ultimo el proyecto de "Vigilancia de Eventos en

Salud Publica con enfoque diferencial".



3. DESCRIPCION DEL PROBLEMA, ALCANCE DEL PROYECTO Y PARTICIPANTES

3.1 DEFINICION

En la sociedad humana en general y en particular en la colombiana es notable el envejecimiento de la
poblacién con las naturales consecuencias asociadas al incremento de enfermedades crénicas no
transmisibles (ECNT) generandose entonces pérdida de calidad de vida para estas personas con altos
costos sociales en cuanto afectaciones en la familia, incapacitaciones laborales, soporte de
limitaciones de todo tipo, ademds del incremento en el riesgo de muerte. Y si ademas se contempla
el escenario de la situacion de conflicto armado que vive el pais y las carencias de drganos y tejidos
para resolver problemas que requieren de trasplantes, los costos sociales y econdmicos que soporta
la nacidn por estas situaciones, tienden a crecer de una forma no sustentable incluso en el mediano
plazo. Hoy el Sistema de Salud soporta esfuerzos econémicos muy altos para atender pacientes con
ECNT sin soluciones visibles en un plazo aceptable. Esto conmina la investigacidn en soluciones a esta

problematica con relaciones costo/beneficio viables y que resulten propias a la realidad colombiana.

Todo lo anterior sefiala como problema central a abordar: los altos costos sociales y econédmicos
incurridos por el Sistema de Salud y la Sociedad en general para atender enfermedades crénicas no
transmisibles, los altos niveles de morbilidad, y la mala calidad de vida entre la poblacién en
Colombia, debido al envejecimiento acelerado de la poblaciéon y los efectos fisicos traumaticos de la

situacién social del pais, aunado a las carencias de trasplantes de tejidos y 6rganos.

3.2 JUSTIFICION

En Colombia y en el mundo, la poblacidon con necesidad de reemplazo de érganos y tejidos es cada
vez mayor, ya sea producto de enfermedades crdnicas tales como las enfermedades
cardiovasculares y cerebrales, Diabetes Mellitus y la Insuficiencia renal crénica, el cédncer y la

violencia.

De acuerdo a la Organizacion Mundial de la Salud (OMS) las enfermedades cardiovasculares
(ECV), que incluyen los infartos, enfermedad cerebrovascular, coronaria e hipertensién, provocan
mas de 17 millones de muertes al afio, cifra que para el 2030 se prevé que aumente a 23.4

millones.



Actualmente la Diabetes DM afecta aproximadamente el 8% de la poblacién colombiana, y se espera
qgue en el 2025 sea el 16%. Un tercio de ellos padeceran dafio renal terminal, y mdas de la mitad de
los pacientes con insuficiencia renal terminal son diabéticos. Una solucion a muchos de sus

problemas es el trasplante renal como estrategia para evitar el deterioro de los demas sistemas.

En Colombia por ejemplo, el manejo de IRC ha comprometido en los Ultimos afios aproximadamente
el 2% del gasto en salud del pais y el 4% del gasto en Seguridad Social en Salud y al parecer el

problema sigue avanzando.

Estas enfermedades constituyen la principal causa de muerte con una tasa de 121.1 por cada

100 mil habitantes. Segun la Fundacidn Colombiana del Corazén en Colombia murieron por ECV
en el 2001 cerca de 50.623 personas: 25.850 hombres y 24.773 mujeres. Una de las principales
consecuencias de la ECV es la Falla cardiaca. Su incidencia se acerca a 10 por 10 mil personas
mayores de 65 anos. En Colombia, la mortalidad durante la hospitalizacidon fue de 16% y durante

el seguimiento a tres meses de 31%,; a los seis meses fue de 37,6% y 45,2% al afio.

La falla cardiaca avanzada y la descompensacién aguda de la falla cardiaca se consideran como el
sindrome cardiovascular mas costoso en el campo de la medicina. En 2002, segln la Asociacién
Americana del Corazén (AHA, por su sigla en Inglés), 970.000 pacientes fueron dados de alta
con diagndstico de falla cardiaca, con una mortalidad anual calculada en 18,7% y un costo
econdmico de 27,9 billones de ddlares, lo cual equivale a 10% de los recursos econdmicos

destinados a ECV.

El 75% de este gasto se invierte en pacientes hospitalizados. Los costos directos e indirectos
generados a partir de la falla cardiaca en EE.UU estimado para 2007 fueron de 33,2 billones de

ddlares. Por otro lado, representa 2% a 3% de los ingresos hospitalarios.

A pesar del desarrollo cientifico en los ultimos afios, muchas enfermedades, como la diabetes no
tienen cura. En los udltimos afios las investigaciones se han centrado en buscar una solucién que
ayude a controlar la diabetes mas grave, la del tipo 1, enfocandose en el trasplante del pancreas,
que se puede realizar de dos maneras: como drgano entero o a través de la obtencion de los
islotes pancredticos a partir del drgano, donde se encuentran las células beta que son las que
sintetizan la insulina. La principal ventaja de los trasplantes de islotes pancreaticos para los enfermos

diabéticos es mejoria de su calidad de vida. Pero el problema que se plantea es la dificultad de su



obtencidn, puesto que se requieren de dos a tres donantes de pancreas para realizar un trasplante
de islotes pancredticos exitoso. La investigacién con células madre embrionarias para conseguir
islotes pancreaticos representa, por tanto, un objetivo de gran interés en el tratamiento de la
Diabetes Mellitus. Las células madre embrionarias no sdlo poseen una alta capacidad de
diferenciacidn, sino que su expansién mediante proliferacién es también muy alta, de ahi que los
cientificos consideren que este tipo de material puede representar una fuente ilimitada de células y

tejidos para el trasplante.

En cuanto al trauma, Colombia en la actualidad presenta una de las tasas mas altas en el mundo,
aun siendo un pais oficialmente no en guerra y conlleva a pérdidas e incapacidades parciales o
totales de funcionalidad de érganos. Algunos de los drganos afectados por esta condicién son la
laringe y trdquea, cuyo dafio se ocasiona por ruptura, estenosis o por las complicaciones del
trauma que llevan a los pacientes a intubaciones orotraqueales prolongadas y en
algunas ocasiones por enfermedades que afectan la viabilidad vy funcionalidad de este

drgano no vital.

La creacién de bancos de tejidos (piel, huesos) producidos artificialmente por técnicas de
bioingenieria y con el apoyo de tecnologia recombinante, con células humanas y el proceso se
quimerizacién en matrices artificiales haria posible satisfacer de manera inmediata los
requerimientos de pacientes con lesiones o pérdidas graves, abriendo la frontera de la

Medicina Regenerativa.

3.3 CAUSAS DEL PROBLEMA

CAUSAS DIRECTAS:

a. Altos costos de inmunosupresion para los pacientes receptores de trasplantes.

b. Altos costos generados por el tratamiento de pacientes con enfermedades cardiacas.

c. Altos costos de tratamientos para pacientes que sufren distintos tipos de cancer.

d. Altos costos de tratamientos para pacientes en necesidad de trasplantes 6seos o con necesidad
de soluciones para regeneracion de huesos que también hayan sido generados por trauma.

e. Incremento en incidencia de pacientes que sufren lesiones oseas y fracturas

pordegeneracion de los huesos.



CAUSAS INDIRECTAS:

a. Envejecimiento de la poblacién colombiana.

b. Incremento de las enfermedades crénicas no transmisibles.

c. Insuficiente disponibilidad de 6rganos y tejidos para trasplantes
d. Incremento en traumas fisicos generados por violencia.

e. Poca investigacion cientifica en Colombia relacionada con la solucidn a las ECNT.

EFECTOS DIRECTOS:

a. Pérdida de competitividad del pais.

b. Pérdida de calidad de vida de pacientes, familiares y sociedad en general.
c. Insostenibilidad del Sistema de Salud.

d. Imposibilidad de respuesta adecuada a incapacidades fisicas de la poblacion en general.

EFECTOS INDIRECTOS:
a. Pérdida de credibilidad del Sistema de Salud por incapacidad de atencién adecuada a pacientes.
b. Incremento del deterioro del tejido social.

c. Afectacion del desarrollo social y econdmico.

3.4 PRESENTACION DE PARTICIPANTES

En este proyecto participan la Universidad del Valle, la Universidad Auténoma de Occidente, la

Universidad ICESI y la Fundacién Valle del Lili, en el desarrollo de las lineas de investigacién a

desarrollar, todos ellos en calidad de cooperantes. A continuacién se presenta un breve resumen de

cada una de las organizaciones que participan en el proyecto, luego en la presentacién de cada linea

se muestra con mas detalle sus trayectorias investigativas que hace pertinente su participacion en

esta investigacion.
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UNIVERSIDAD DEL VALLE (UV) (www.univalle.edu.co)

La Universidad del Valle coordinaria el proyecto. Es una institucidn publica, la tercera en el pais,
después de la Universidad Nacional y de la Universidad de Antioquia, y la primera del suroccidente
colombiano. La Universidad del Valle mediante sus distintos grupos y laboratorios de investigacién
ha aportado a los conocimientos y desarrollos de la regidn del Valle del Cauca y del pais. Los grupos
asociados al proyecto de Investigaciéon y Produccién de Tejidos, Organos y Biodispositivos para uso
en Medicina Regenerativa cuentan con la experiencia y trayectoria de participar y desarrollar
proyectos multidisciplinarios que le han permitido poder llegar a competir en el drea de

conocimientos y en los diferentes mercados.

UNIVERSIDAD AUTONOMA DE OCCIDENTE (UAO) (www.uao.edu.co)

La Universidad Auténoma de Occidente es una institucion de educacidon superior de caracter
privado, cuya mision es la de integrar, con perspectiva internacional, las funciones sustantivas de
docencia, investigacién y proyeccién social para contribuir a la formacidon de personas con visidn
humanistica, creativas y emprendedoras, a la generacién de conocimiento y a la solucidon de
problemas del entorno regional, nacional e internacional. La Direccion de Investigaciones y
Desarrollo Tecnolégico (DIDT) es la unidad ejecutiva del Sistema de Investigaciones de la

Universidad Autdnoma de Occidente (UAO).

La DIDT formula y propone a la Direccién de la Universidad las politicas en los campos de Ciencia,
Tecnologia e Innovacion (CTI) y para ejecutarlas, traza estrategias de apoyo y fomento enmarcadas
en los estandares de calidad determinados por el SNCTI y en anadlisis prospectivos a niveles
nacional e internacional, sobre los diferentes sectores en los cuales la UAO ha focalizado sus
desarrollos en investigacion. En la actualidad, existen 29 grupos de investigacion en las distintas
areas del conocimiento, dirigidos por los docentes investigadores que se agrupan en las facultades

de la Universidad.

UNIVERSIDAD ICESI (ICESI) (www.icesi.edu.co)

La Universidad ICESI fue creada en 1.979, hoy en dia es reconocida en Colombia por su alto nivel
académico y excelencia educativa y por formar profesionales éticos y comprometidos con la
sociedad. Actualmente, la ICESI ofrece 19 programas de pregrado, 13 de maestria y 9

especializaciones médico-quirdrgicas, todos aprobados por el Ministerio de Educacién
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Nacional. Por otro lado, el grupo de profesores de ICESI se caracteriza por su avanzada formacion
académica, su habilidad para la docencia y por su experiencia profesional. El 69% de los profesores
de tiempo completo tienen titulo de doctorado, el 31% tiene titulo de Maestria, y 6% de especialista

y/o es profesional.

FUNDACION VALLE DE LILI (FVL) (http://www.valledellili.org)

El compromiso de la Fundaciéon Valle del Lili es satisfacer las necesidades de salud de alta
complejidad de nuestros Usuarios, mediante la utilizacién de los mas avanzados recursos médicos,
en una Institucidn hospitalaria con orientacién académica. El servicio se fundamenta en la
competitividad, la labor en equipo, la excelencia, la humanizacién y dignificacién de la persona;
para lo cual nos orientamos hacia el mejoramiento continuo de nuestra organizacién, de su gente y
de los recursos tecnoldgicos. Nuestra labor se enmarca dentro de los mas altos estandares de la
ética y redunda en beneficio de la comunidad, de nuestros Colaboradores y del crecimiento y

desarrollo de la Institucion.

La Fundacién Valle del Lili trabaja para lograr ser la primera institucién prestadora de servicios de
salud de alta complejidad y tecnologia del pais, acompafiada de los programas de servicio social,
investigacion y docencia, mediante un modelo de administracidn y atencidén al usuario con cultura

de servicio, seguridad, innovacién, eficiencia, rentabilidad y enfoque de responsabilidad social.

Tabla 1: Entidades participantes, siglas y su participacion en las lineas de investigacion.

Entidad o Grupo Siglas
Universidad del Valle -Farmacologia Univalle FAR
Fundacién Valle del Lili FVL
Universidad del Valle -FIQ Bionanamateriales (Fisico-Quimica) [FIQ
Universidad Icesi uic
Universidad del Valle - Materiales Compuestos MCO
Universidad del Valle - SimerQO SQO
Universidad del Valle - Teblami TBM
Universidad Auténoma UAO
Universidad del Valle - Recubrimientos Duros RED
Universidad del Valle - Biomateriales en odontologia BMO
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Participantes
MCO |SQO |TBM

FAR |FVL|FIQ UAO (RED |BMO

Lineas de investigacion
Quimerizacion en drganos, tejidos, cédulas y uso de
dispositivos

Aplicacion de nanomateriales para el cancer

Cardiomiocitos para la implementacion de un modelo pre-|
clinico  con aloinjertos de células mesenquimale
diferenciadas para prevenir la insuficiencia cardiaca crénical
secundaria a un infarto agudo de miocardio en cerdos

Desarrollo de andamios poliméricos osteoinductivos para
aplicacion ésea

Desarrollo de cementos acrilicos modificados con capacida
de estimular regeneracion dsea y mejorar la fijacion d.
protesis ortopédicas

3. 5 OBJETIVO GENERAL

Aplicar la investigacién para incrementar la oferta y suplir una deficiencia existente en
implementacién de medicina regenerativa para el remplazo, regeneracion y reparacion de tejidos y
dérganos necesaria para tratar pacientes con enfermedades crdnicas no trasmisibles como
enfermedades cardiovasculares, diabetes mellitus, insuficiencia renal crénica o que hayan

sufrido pérdidas traumaticas.

INDICADOR ASOCIADO AL OBJETIVO GENERAL: Procedimientos experimentales de investigacion en
laboratorios in-vitro con cultivos celulares y experimentos in-vivo en modelos animales para poder

formular modelos pre-clinicos viables: 412

3.6 OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Implementar el proceso de quimerizacion de érganos y biodispositivos en modelo animal
para evitar el rechazo post trasplante y disminuir la terapia de inmunosupresion.
2. Determinar a nivel preclinico el efecto de terapia fotodindmica TiO2-modificado y luz

UV para tratamiento del cancer en modelo animal murino.
3. Desarrollar un implante de células derivadas de células madre diferenciadas in vitro, que

permita disminuir la pérdida de la funcién cardiaca secundaria a un infarto de miocardio.
4. Desarrollar andamios poliméricos osteoinductivos con el fin de promover la
regeneracion dsea en sitios de dificil cicatrizacion

5. Desarrollar cementos 6seos acrilicos, funcionalizados con co-mondmeros y refuerzos
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bioactivos, que puedan promover la regeneraciéon dsea e incrementar la fijacion de prétesis

ortopédicas.
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4. RELACION DE OBJETIVOS — PRODUCTOS - ACTIVIDADES

Objetivo 1. Implementar el proceso de quimerizacién de drganos y biodispositivos en modelo

animal para evitar el rechazo post trasplante y disminuir la terapia de inmunosupresion.

Productos (experimentos) a desarrollar: 72

Actividades principales:

1.
2.
3.

Quimerizacién de pulmdn en modelo animal
Quimerizacién de islotes pancreaticos

Implantacion y quimerizacion de biodispositivo de almacenamiento de islotes

Objetivo 2. Determinar a nivel preclinico el efecto de terapia fotodinamica TiO2-modificado y luz

UV para tratamiento del cdncer en modelo animal murino.

Productos (experimentos) a desarrollar: 120

Actividades principales:

1.

Estudio de los fendmenos que gobiernan el mecanismo de accién de los nanocompuestos en
la célula cancerigena y la célula normal.

Precision del efecto del nanocompuesto sobre los organelos de la célula.

Determinacion de la distribucidon del nanocompuesto en el exterior y en el interior de la
célula y sumecanismo de transporte.

Definicion del mecanismo de muerte celular de las lineas células en la terapia fotodindmica
con TiO2-modificado.

Determinacion de la toxicidad del nanocompuesto en modelo animal.

Obtencidn del prototipo de fotobioreactor con control de temperatura y tiempo.
Determinacion del efecto del tratamiento fotodinamico sobre tumores cancerigenos en

modelo animal murino.

Objetivo 3. Desarrollar un implante de células derivadas de células madre diferenciadas in vitro,

que permita disminuir la pérdida de la funcidn cardiaca secundaria a un infarto de miocardio.

Productos (experimentos) a desarrollar: 20
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Actividades principales:

1. Estandarizaciéon de la técnica quirdrgica para inducir el infarto de miocardio por ligadura de
la arteria coronaria descendente izquierda en cerdos.

2. Obtencién, expansion y diferenciaciéon in vitro de células madre mesenquimales de la
médula ésea del cerdo.

3. Estandarizacion de la técnica quirdrgica para implantar el tratamiento celular en el corazén
infartado.

4. Control periddico de los animales (pruebas bioquimicas y fisioldgicas) para analizar el

comportamiento del corazdn en respuesta al implante.

Objetivo 4. Desarrollar andamios poliméricos osteoinductivos con el fin de promover la
regeneracién ésea en sitios de dificil cicatrizacion
Productos (experimentos) a desarrollar: 100
Actividades principales:
1. Fabricacion de andamios poliméricos fibrosos y porosos, mediante técnicas de
electrospinning y/o lixiviacion.
2. Bioactivacion de los andamios mediante su cultivo con osteoblastos.
3. Descripcion de la capacidad osteoinductora de los andamios poliméricos mediante ensayos in
vitro e in vivo.

4. Descripcion la biointegracion de un bloque polimérico bioactivado ( Prueba de uso)

Objetivo 5. Desarrollar cementos dseos acrilicos, funcionalizados con co-mondmeros y refuerzos
bioactivos, que puedan promover la regeneracion ésea e incrementar la fijacion de proétesis
ortopédicas.
Productos (experimentos) a desarrollar: 100
Actividades principales:
1. Formulacién de cementos 6seos con baja exotermia variando su composicién tipica con la
incorporacién de mondmeros funcionalizados y refuerzos bioactivos.
2. Estudio de la influencia de la modificacion de los mondmeros y la incorporacion de las
cargas bioactivas, en las propiedades de los cementos dseos, a partir de la caracterizacion

térmica y mecdnica en especimenes normalizados.
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3. Evaluacion del comportamiento bioactivo de los cementos 6seos desarrollados, mediante
estudios de crecimiento celular e histomorfométricos, llevados a cabo a partir de
evaluaciones en condiciones in vitro e in vivo.

4. Determinacion del nivel de unién del cemento dseo a partir de evaluaciones mecanicas de

pull out en prétesis previamente fijadas en modelos animales.

En concreto, por cada objetivo especifico se desarrollardn los siguientes experimentos que se
comprometen en el proyecto como productos entregables y que en forma precisa dardn lugar a
procedimientos documentados, controlados, con trazabilidad y estandarizados, resultado de la
aplicacién de las metodologias propuestas para cada linea de investigacién, ademas de su divulgacion

en revistas indexadas y eventos cientificos nacionales e internacionales.

Linea de investigacidon en quimerizacion:

Pulmén: 20 experimentos in-vitro, 10 experimentos in-vivo subcutaneos quimerizados con y sin
inmunosupresion y 12 experimentos in-vivo trasplante de érgano completo quimerizado y no

quimerizado. A partir de lo cual se obtendran como resultados:

- Un procedimiento documentado, controlado, con trazabilidad y estandarizado metodolégicamente

en animales en el cual estariamos demostrando su seguridad en humanos.

- Un biomodelo porcino quimerizado con la capacidad de determinar los tiempos maximos y minimos
de quimerizacidn y su respuesta a la terapia inmunusupresora que nos daran una luz de la eficacia del

procedimiento y del futuro del injerto

- Dos metodologias de seguimiento en biopsia para evaluar la quimerizacién con pruebas de

patologia molecular y genética molecular.

Islotes: En la investigacion asociada a la quimerizacidn de islotes pancredticos se obtendran 15
modelos porcinos trasplantados con islotes de pancreas quimerizados implantados en la mucosa

gastrica con sus paraclinicos para determinar funcionalidad y reaccién inmunoldgica a los implantes.

Biodispositivos: En cuanto a biodispositivos se desarrollaran 15 prototipos terminados con su

respectiva caracterizacion mecanica, triboldgica y de corrosién y valoracion de biocompatibilidad.
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En esta linea los resultados seran publicados mediante 2 articulos en revistas indexadas, 1 ponencia
en congreso internacional, 1 ponencia en congreso nacional, 1 ponencia en un seminario de

investigacion y 1 patente en tramite.

Linea de investigacion en nanomateriales:

Se llevaran a cabo 120 experimentos en ratones para determinacién de toxicidad y aplicacion de
tratamiento con nanocompuestos y radiacién ultravioleta, a partir de los cuales se obtendran los

siguientes resultados:

- La identificacion del mecanismo de accion del TiO2-modificado interactuando con luz ultravioleta.

- Un fotoreactor LED para terapia fotodinamica en versién prototipo.

- Divulgacién de los resultados mediante 2 articulos en revistas indexadas, 1 ponencia en congreso
internacional, 1 ponencia en congreso nacional, 1 ponencia en seminario de investigacion y 1

patente en tramite.

Linea de investigacion en cardiomiocitos:

A partir de 20 experimentos en cerdo se desarrollard un protocolo estandarizado de implante de
células derivadas de células madre diferenciadas in-vitro, que permita disminuir la perdida de funcidn
cardiaca secundaria a un infarto de miocardio, para ser probado en humano. Los resultados serdn
divulgados mediante 2 articulos publicados en revistas indexadas, 1 ponencia en congreso

internacional, 1 ponencia en congreso nacional y 1 ponencia en seminario de investigacion.

Linea de investigacion en andamios dseos:

Se desarrollardn modelos experimentales a partir de cultivos celulares e implantacién en huesos
craneales de Ratas y mandibulas de Conejo (Pruebas de Uso), soportados por 100 experimentos que
permitiran verificar: Biocompatibilidad de los materiales y capacidad de los andamios bioactivados
para estimular la neo formacidén dsea en sitios de dificil o imposible cicatrizacién espontanea por
regeneracion osea. Los resultados seran divulgados mediante 2 articulos publicados en revistas

indexadas, 1 ponencia en congreso internacional 1 ponencia en congreso nacional, 1 ponencia en
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seminario de investigacidon y 1 patente en tramite.

Linea de investigacion en cementos:

Se realizardn 100 experimentos representados como cultivos celulares e implantaciones en
Biomodelos animales (Cerdos), se espera que estos estudios permitan corroborar la capacidad de la
nueva formulacion de mejorar las interfaces entre el tejido déseo, el material cementante y la
endoprotesis, y asi lograr un producto con mejores cualidades de Biocompatibilidad y biomecanicas.
Los resultados serdn divulgados mediante 2 articulos publicados en revistas indexadas, 1 ponencia en
congreso internacional, 1 ponencia en congreso nacional, 1 ponencia en seminario de investigacién y

1 patente en tramite.
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5. LINEAS DE INVESTIGACION DEL PROYECTO

5.1. EL ENFOQUE DE INVESTIGACION

La medicina regenerativa comprende estrategias que contribuyen a mejorar los procesos por los que
los 6rganos y los tejidos son capaces de renovarse y restituir su integridad después de sufrir algin

dano o enfermedad (1,2)
Las investigaciones en medicina regenerativa involucran dos aspectos bdasicos:

a. Llas fuentes celulares, endégenas o exdgenas, responsables de mediar el proceso de
regeneracion (ej.: células madre)
b. Los vehiculos —sustancias bioactivas, biomateriales —utilizados para reclutar, estimular o

controlar las células de interés.(3)

Sabemos que la medicina regenerativa es un area novedosa, muy atractiva para la innovacidon vy
definitivamente es un area multidisciplinaria donde trabajamos médicos, ingenieros, biomédicos,
bidlogos y genetistas entre otros, lo que ha permitido que las investigaciones no se restrinjan en

nuestros grupos de investigacidn asociados.

Nuestros proyectos estan ligados entre si a través de la terapia celular, la cual se desarrollara en el
Laboratorio In Vitro, localizado en la Universidad del Valle, asi tenemos proyectos definidos dentro
del contexto de medicina regenerativa como son quimerizacién, biodispositivos, cementos,
andamios, cardiomicitos y cancer que buscan solucionar dafos producidos por enfermedades

especificas y que impactan en la comunidad.

Nosotros trabajamos dos areas claramente, una donde nos dedicamos a la investigacion basica y otra
a la investigacidon traslacional, nuestras lineas de trabajo buscan aplicar terapia celular en
biomodelos animales, desarrollaremos una fase preclinica, con aprobacién y seguimiento de los
comités de ética animal de la Universidad del Valle y de la Universidad ICESI, para enfermedades que
se pueden llevar a la practica clinica como Diabetes Mellitus tipo | (enfermedad autoinmune y que
tiene un mecanismo patoldgico diferente a la Diabetes Mellitus tipo Il), patologias pulmonares que
producen la perdida de la funcionalidad pulmonar y que requieren un trasplante de pulmdén como
por ejemplo enfermedad pulmonar obstructiva crénica (EPOC) o fibrosis pulmonar, fracturas por

degeneracion o traumas donde es posible regenerar hueso o cartilago a través del uso de nuevos
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materiales aplicando la terapia celular, enfermedad cardiovascular y cadncer patologias cada vez mas

prevalentes en la poblacion que envejece.

Nosotros hemos tomado resultados de investigaciones mundiales, analizamos los puntos donde se
encuentra la investigacién por ejemplo en trasplantes de érganos solidos, especificamente pulmon,
no se cuenta con estrategias que permitan mejorar los resultados de rechazo o perdida del injerto y
donde una iniciativa como quimerizar y acelerar el proceso de tolerancia del 6rgano, mejorarlo antes
de ser trasplantado, hacerlo mas similar genéticamente al receptor puede ser la respuesta al desafio
gue nos enfrentamos. Nosotros trataremos de identificar los mecanismos de reparacién del tejido a
trasplantar, mecanismos desconocidos de quimerizacion e investigaremos el papel del proceso en el

funcionamiento de las células madre.

Es de anotar que la investigacion basica necesita una gran inversién de recursos econdmicos y de
esfuerzo humano para responder las preguntas a los problemas que hemos planteado en este
proyecto, nosotros contamos ademds con estudiantes de pregrado, de postgrado, especialidades
medicas, fellows médicos, maestros y doctores en formacidn en diversas disciplinas que participarian

dentro de estos proyectos como parte de su formacion integral.

Nuestro proyecto tiene un aspecto traslacional a mediano y largo plazo donde podremos llevar estos
desarrollos a una aplicabilidad clinica. Nuestra infraestructura nos permite contar con interlocutores
clinicos en las diferentes dreas y que hacen parte de la Clinica Fundacion Valle del Lili, la cual es un
hospital universitario, reconocido a nivel latinoamericano como el 4 centro de importancia. Por ello
es necesario mencionar que la terapia celular para enfermedades cardiovasculares tratadas en este
proyecto tendra la colaboracion del grupo de cardiologia, es un reto importante, porque a pesar de
conocer que el corazén tiene un proceso endégeno de reparacion minimo, esta terapia celular
experimental busca la reparacién de una forma sencilla, facil y precoz. Otro punto relevante es que
evaluaremos un novedoso nanomaterial que facilitaria el tratamiento del cancer en una linea celular
epitelial con terapia fotodinamica, este cuenta con el soporte clinico para hacer la traslacion y se

considera una nueva frontera en el tratamiento del cancer.

Todos los proyectos seran desarrollados en fase preclinica, donde cada uno de ellos busca responder
preguntas cientificas relevantes, queremos demostrar que estos desarrollos son seguros en

humanos y tener prototipos que nos permitan hacer una medicina traslacional.

Este proyecto muestra que la colaboracidn entre grupos es absolutamente imprescindible porque

este campo es multidisciplinar, el haber conseguido que universidades publicas, universidades
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privadas y un centro hospitalario de alto nivel como la Fundacién Valle del Lili se integren para la
investigacion es uno de los logros a mostrar en la construccién y disefio de esta iniciativa de

investigacion.

Sabemos que para alcanzar el verdadero potencial de estas tecnologias es necesario que se
fortalezca el didlogo entre los grupos de investigacion enfocados en terapia celular y aquellos con
énfasis en los biomateriales, es muy importante la interaccidon con grupos internacionales para

intercambio de informacion, trabajo y visitas de campo, lo cual esta contemplado en esta iniciativa.

Esta mayor comunicacién interinstitucional nos ha llevado a la propuesta de los estudios que
presentamos en este proyecto, que son ejemplo de la sinergia de ambas tecnologias (terapia celular
y biomateriales) a nivel preclinico en esta primera fase, pero con una visién de aplicabilidad clinica
(medicina traslacional), que hace este proyecto sostenible en el tiempo y enfocados a un futuro en
tener un Centro de Desarrollo Biomédico con participaciéon de las universidades, instituciones
privadas e inversidn extranjera, que permita que estos productos sean accesibles a la comunidad; asi
como implementar la Unidad de Terapias Avanzadas integrada dentro de la Fundacion Valle del Lili

gue sea para el servicio de la comunidad logrando una medicina traslacional de alto impacto.
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5.2. INTRODUCCION A LA QUIMERIZACION

La induccién de tolerancia a los 6rganos y tejidos trasplantados podria hacer este procedimiento
mas seguro y mas uniformemente exitoso.
Hasta ahora, ha habido tres maneras de superar el sistema inmunitario con respecto a los

trasplantes: a) Emparejamiento. b) Supresiéon inmune inespecifico. c) Induccién de tolerancia al
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trasplante.

La opcidn (a) es claramente la forma mas sencilla de éxito, con muy pequefia supresion inmune
necesaria y aceptacion del drgano-injertos con resultados excelentes a largo plazo. Sin embargo, el
emparejamiento sélo es aplicable a los 6rganos que pueden ser trasplantados sin danar al donante,
como los riflones o en la médula ésea. Algunos centros ahora también realizan trasplante parcial del

higado o pulmdn especialmente en los nifios.

El segundo método (b) para superar la barrera inmunoldgica para el trasplante, usando supresores
inmunes inespecificos, ha sido en gran parte responsable por el enorme éxito que se ha presentado
en el campo de trasplantes en las ultimas de las tres décadas. Tales drogas incluyen esteroides,
antimetabolitos, inhibidores de la calcineurina y una variedad de anticuerpos monoclonales. Estas
drogas, aunque inespecificas, tienen selectividad para el compartimiento de células T del sistema
inmunolégico, y por esa razén son particularmente utiles para suprimir la respuesta inmunoldgica a
los trasplantes. Tales drogas se titulan generalmente, de manera que el paciente no rechace el
trasplante, pero sin que esté tan inmunosuprimido, que sea excesivamente susceptible a las
infecciones. Pero las infecciones y neoplasias malignas son complicaciones importantes de estos

medicamentos (ademds de ser especialmente tdxicas). Ademads, ain con el mas especifico de los

medicamentos inmunosupresores, hay una inexorable pérdida de injertos, alrededor del 7%
anual, debido al rechazo crénico. Por lo tanto, aunque estos farmacos han hecho una importante

contribucion al campo de los trasplantes, no representan probablemente la solucidn final.

Actualmente el ultimo objetivo de la inmunologia de los trasplantes continda siendo el tercer
enfoque (c), para inducir la tolerancia al trasplante, y definida como la ausencia especifica de una
respuesta inmunoldgica a un antigeno. Entendemos por especifico, que el rechazo al trasplante esté
ausente, pero que las respuestas inmunes al resto de los antigenos, incluyendo las bacterias y virus,

permanezcan intactas.

Este enfoque es el menos deletéreo para el paciente, implicando la induccién de tolerancia por

sustraccion a través del establecimiento de la "Quimerizacion mixta".

Los principales puntos a tener en cuenta del anterior enfoque son: a. la tolerancia debe ser debida a
una alteracion del hospedero, no a una adaptacion antigénica de las células injertadas, pues los
injertos recién trasplantados en la vida adulta no tienen oportunidad de adaptarse, y los
descendientes de las células inyectadas en fetos o animales recién nacidos pueden demostrarse

que retienen su poder antigénico.
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b. El estado de tolerancia es especifico en el sentido que se discrimina entre un individuo y otro; un
animal hecho tolerante a los injertos de un individuo no aceptard los injertos de un segundo
individuo no relacionado con el primero; Pero no discriminara entre un tejido y otro del mismo

donante.

Hasta la fecha no ha sido posible evitar el retorno de los anticuerpos naturales que parecen ser la
posible causa de la pérdida de los d6rganos trasplantados y son objeto de una intensa

investigacion.

Ahora es claro que tolerancia no es simplemente la ausencia de una respuesta, sino que puede
incluir una respuesta infra-regulatoria activa y puede ser inducida por una variedad de mecanismos.
Uno de ellos es induccién del fendmeno de Quimerizacion (adquisicion de informacidn genética
expresable a las células del 6rgano - tejido trasplantado), mediante co-cultivo simultaneo con
células madre del receptor, que permita el reconocimiento como propio del 6rgano por parte del

paciente trasplantado.

En el Laboratorio In Vitro de Cultivos Celulares, de la Facultad de Salud de |la Universidad del Valle,
en asocio con el equipo de Trasplantes de Organos se tiene experiencia de Quimerizacién de
drgano trasplantado, con retirada temprana de todas las medicinas supresoras inmune, y sin
evidencia de rechazo agudo o crénico, enfermedad injerto contra huésped, ni la repeticidon de la
malignidad original, en una paciente con trasplante de trdquea, después de cuatro afos de

seguimiento.

Este método constituye una forma alternativa de tolerancia que difiere de la induccidn de tolerancia

por sustraccion a través del establecimiento de la "Quimerizacidn mixta" del receptor.

EL método usado es cultivo del érgano en el Laboratorio de Cultivos Celulares In Vitro, en la
Facultad de Salud de la Universidad del Valle, en un sistema de perfusidon pulsatil, cerrado,
conectado con el sistema arterial, primero lavado por recirculacién a 4° C durante un periodo de
tiempo de 8 horas, al final de cual el sistema es drenado, medio fresco agregado, agregando ademas
200 ml de filtrado la médula ésea del paciente recipiente, aumento de la temperatura a 30° Cy

continuacion dela perfusion durante 8 horas. (Ver detalles en cap. 5, Metodologia).

En resumen, nuestro proyecto busca la Quimerizacion de un oérgano de 200 - 500 gr. a ser
trasplantado, para que sea aceptado y acepte un individuo de 70 Kgr., en vez de quimerizar a ese

individuo para tolerar un érgano de 200 — 500 gr.
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5.3 LINEA QUIMERIZACION EN ORGANOS, TEJIDOS, CELULAS Y BIODIPOSITIVOS

5.3.1. PULMON: Induccion de quimerizacion en un biomodelo de trasplante pulmonar
experimental, fase experimental preclinica.

GRUPOS DE INVESTIGACION PARTICIPANTES:

e Grupo de Investigacion Clinica de la Fundacidn Valle del Lili, Linea de Investigacidn
Biomédica en Térax. COL0O011302

Responsable:
Liliana Fernandez Trujillo, MD
Especialista en Medicina interna, Subespecialista en Neumologia, Neumologia intervencionista
Directora de la linea de investigacion biomédica en Tdrax
Jefe del servicio de neumologia y neumologia intervencionista de la Fundacion Valle del Lili

e Grupo de investigacidon de Farmacologia-Univalle, Universidad del Valle. Laboratorio in vitro.
COL0004881

Responsable:
Oscar Gutiérrez, MD, Msc

Director del grupo de investigacion y profesor de Farmacologia- Universidad del Valle.

INTRODUCCION

La migracion de las células receptoras al injerto en el trasplante de d6rganos sélidos se ha
demostrado en el corazon, el higado, y el rifién (Lagaaij EL et al 2001, Kleeberger W et al 2002,
Quaini F et al 2002). Se ha postulado que este quimerismo en células epiteliales y endoteliales
derivado de receptores podrian participar en el proceso de reparacion de injerto en el pulmény
aloinjertos hepaticos (Kleeberger W et al 2002 y 2003). En aloinjertos de pulmén el epitelio
bronquial parece ser un objetivo de la respuesta aloinmune y un epitelio intacto es capaz de
proteger los aloinjertos de rechazo crénico, es decir del sindrome de bronquiolitis obliterante

(BOS).

Por lo tanto la integridad del epitelio de las vias respiratorias es importante para la preservacion
del injerto (lkonen TS et al 2000, Qu N et al 2005). Histolégicamente el BOS se manifiesta como
la lesidon de células epiteliales, inflamacidn, fibrosis, y finalmente, como la obliteracién de las vias

respiratorias pequenas (Stewart S et al 2007). Clinicamente es el factor mas importante que limita la
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supervivencia del injerto a largo plazo después trasplante de pulmdn (Stewart S et al 2007).

El desarrollo del quimerismo también puede estar influido por la medicacién antirrechazo
(Monaco AP 2003, Toungouz M et al 2003). Después del trasplante, las células derivadas del donante
han sido detectadas en otros tejidos del receptor, como la linfa, en los ganglios linfaticos, el timo, el

bazo y el higado (Starzl TE et al 1993 y Bonilla WV et al 2006).

ANTECEDENTES

El grupo de investigacion en ciencias clinicas de la Fundacion Valle del Lili fue creado en el afio 1997
con el objeto de consolidarnos como grupo de investigacidon en ciencias aplicadas en el area de la
medicina clinica, buscamos lograr dar respuesta a la problematica en salud de nuestra comunidad y
aportar al desarrollo de la regién. Con un desempefio activo y regular de la investigacion biomédica,
la educacién continuada y la divulgacién en internet, podemos proyectarnos con la produccién

cientifica propia.

Hoy en dia, la investigacion clinica en Colombia es reconocida a nivel internacional con mejores
calificativos, en <cuanto a la seriedad, calidad, honestidad y cumplimiento del rigor
metodoldgico exigido para tal fin. Nuestro grupo no ha sido la excepcién. Como institucién de salud,
de alta calidad y tecnologia, somos los Unicos abanderados a nivel local en investigacién biomédica

aplicada, actualmente desde la fase de laboratorio, preclinica y clinica.

La investigacion basica integrada a la investigacion clinica, conocida como medicina
traslacional es fortaleza en nuestro centro, nos permite ofrecer la mejor medicina desde el
punto de vista técnico y cientifico. Nosotros como hospital universitario y en convenio con la
Universidad ICESI nos hemos consolidado para trabajar juntas por el bienestar y la salud de las
personas y por mantener una posicion de liderazgo gracias a los avances constantes en lo
académico, social, humanistico y en la investigacion cientifica. Esta alianza permite a ambas
instituciones establecer una sinergia en todas sus actividades, a través de la coordinacién para el
trabajo investigativo y la conservacion de la excelencia en su desempeiio. Nosotros contamos
con acreditacion en excelencia y segun el Rankin de Hospitales y Clinicas mas importantes del afio
2013 de la Revista América Economia, la Fundacion Valle del Lili ocupa el 1° puesto a nivel Nacional
y 4° a nivel Latinoamericano, somos la fuente de produccién de conocimiento especializado y

buscamos la transferencia rapida de la investigacidn a la comunidad.
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En aras de promover la investigacion cientifica en todas las especialidades médicas de la institucidn,
se busca fortalecer nuevas lineas o temdticas para lograr aumentar en nimero de productos y
consolidar al grupo de investigacidn. Por ello se creo la linea de Investigacién Biomédica en Tdrax
en el afo 2013 la cual tiene como misién consolidar, potenciar y desarrollar las actividades de
investigacion biomédica como una de las prestaciones bdsicas y que tiene como finalidad ultima

mejorar la salud de la poblacion enfocdndonos en el trasplante pulmonar.

Nuestra investigacién y desarrollos integrados buscan proporcionar conocimiento, un espiritu critico
y favorecer a tomar decisiones basadas en la evidencia cientifica, esta integralidad hace un sistema
de salud mas eficiente, utiliza los recursos de forma racional y mejora la gestién de recursos. Se
debe tener en cuenta que no existe una investigacién de calidad sin una practica clinica de calidad,
competitiva, con colaboracidn interinstitucional, con coordinacién y cooperacién nacional e

internacional.

La inversién a largo plazo en Medicina Regenerativa aplicada al trasplante de pulmdn permitira
combinar ciencias de la salud y biotecnologia, que solucionaran problemas importantes como la
preservacion del injerto, el rechazo hiperagudo, el rechazo agudo, el rechazo crénico y los efectos
secundarios de la inmunosupresién permitiendo disfrutar de una mejor calidad de vida y reduciendo

los costos del mantenimiento del trasplante pulmonar creando innovacién costo- efectiva.

Presentamos un proyecto de investigacidn de alta calidad a desarrollar en 3 afios en fase de
laboratorio y preclinica que es de interés para la comunidad y que estimula la transferencia
rapida de la investigacion bdsica hacia la aplicacién clinica, trabajando de manera multi y
transdisciplinariamente (Core programs); asi es como mostramos, como un antecedente importante
para este proyecto, la primera experiencia experimental desde la fase de laboratorio a
implementacién en humanos en el trasplante de laringe y traquea experimental realizados por la
linea de investigacion de Cabeza y Cuello de la Fundacién Valle del Lili y el grupo de investigacién de

Farmacologia de la Universidad del Valle, laboratorio in vitro.

TRASPLANTE DE LARINGE Y TRAQUEA CON CELULAS MADRES. UN APORTE A LA INGENIERIA
TISULAR.

Reconstruir la laringe o la traquea cuando se pierde totalmente o en su mayor parte no es facil. En

algunas ocasiones no es posible y se debe recurrir al uso de prdétesis. También se han intentado
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injertos autélogos. Ningun método ha probado ser completamente util, ni se puede utilizar en todo
tipo de pacientes. Lo mas grave de la situacién es que en algunos pacientes la perdida de la trdquea

es incompatible con la vida.

Trasplantar la laringe o la trdquea se ha propuesto como una alternativa. La ventaja del trasplante
es que es un drgano similar, se puede revascularizar y sobre todo que permite la reconstruccion
total del érgano, sea la laringe o la traquea. Sin embargo un trasplante tiene la desventaja del
fendmeno del rechazo y por lo tanto se debe usar inmunosupresién con las consecuencias de sus

efectos adversos.

Por lo tanto se ha propuesto por varios investigadores trasplantar la traquea con ingenieria tisular.
Machiarini realizo trasplantes de segmentos de trdquea, haciendo una descelularizacion y con la

implantacién de células madre para regenerar el 6rgano (Di Rienzo G, Go T, Macchiarini P. 2002)

La ingenieria tisular ha dado grandes avances desde que se concibié como una forma de reproducir
drganos a partir de células o de tejidos cultivados en laboratorio hasta la utilizacién de células

primitivas como fuente de células especializadas.

Con la ingenieria tisular se ha ampliado la posibilidad de generar células o de crear tejidos y
drganos, especialmente si se utilizan células muy primitivas como las células mesenquimales. Estas
se pueden obtener de la medula ésea, son células madre que se pueden sefialar para que se

conviertan en células especializadas.

Trasplantes de laringe y traquea

Aparecen en la literatura médica como una opcidn en la década de los afios sesenta. En 1998 se
reporta el primer trasplante de laringe exitoso en humanos en Cleveland (Strome M, Jeanine
S. 2001). Este trasplante incluyo un segmento traqueal. Segmentos de traquea han sido

trasplantados sin revascularizacidén por otros grupos utilizando diferentes métodos de preservacién.

En 2001 el Grupo de la Universidad de Antioquia (Colombia) realizo un trasplante de laringe y
tradquea, consistiendo en el segundo conocido en el mundo. En 2002 el mismo grupo realizo el
primer trasplante completo de trdquea con revascularizacién arterial y venosa. En 2010 este grupo

reporto una serie de 15 trasplantes de laringe y trdquea, que seguian dependiendo de la
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inmunosupresion y en algunos casos con rechazo.

Trasplantes de traquea con ingenieria tisular

En la reconstruccidn de la trdquea se puede usar la ingenieria tisular a partir de la regeneracién del
organo por diferentes métodos. Uno de los mas promisorios es con células madres. Machiarini
utilizo células hematopoyéticas primitivas obtenidas en sangre periférica para regenerar un
segmento traqueal después de un proceso de decelularizaciéon (Hollander A, Macchiarini P, Gordijn
B, Birchall M. 2009) Los requisitos para hacer un érgano con este método son un andamio, que
se llama matrix o constructo y la repoblacién con células propias convertidas desde células

primitivas hasta condrocitos mediante sefiales de induccién.

Diferentes matrices se han utilizado en este tipo de ingenieria por diferentes autores segun el
drgano se vaya a construir. Se hacen sintéticas y naturales. De las naturales la trdquea es una de las
opciones. De hecho, antes del uso de las células madre, la traquea se ha utilizado tratandola con
formal aldehido para disminuir su carga antigénica y permitir una regeneracion casi espontanea.
Con el advenimiento de las células madre el tratamiento de la trdquea como matrix natural ha

cambiado.

La trdquea se puede descelularizar por métodos enzimaticos y sobre su andamio cultivar
células para que se conviertan en condrocitos y dar una matrix sobre las cuales cultivar
epitelio. Esto es un paso enorme en la construccién de una traquea por ingenieria tisular. El
problema en este tipo de érganos es la falta de vascularizacidn, los investigadores creen que con
imbibicién se puede regenerar la revascularizacion del érgano, sin embargo no se ha podido

demostrar claramente.

Trasplante de traquea con ingenieria tisular y revascularizacién

El Programa de Trasplante de Laringe y Traquea de la Universidad de Antioquia se continud en
fundacidn Valle del Lili. Conocedores del método de revascularizacién de la via aérea y después de
los reportes del grupo de Machiarini se inicié un programa combinado de trasplante de laringe

y trdquea con imbibicion de células madres autdlogas para regenerar el 6rgano y crear tolerancia.

Inicialmente se hicieron pruebas con células madres mas primitivas, obtenidas de cresta iliaca de

cerdos. Estas células son mesenquimales y tienen una gran capacidad de modular respuestas
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inmunes y de diferenciarse en células especializadas segun diferentes estimulos. El estimulo a
utilizar aqui seria la isquemia en frio y caliente que genera una respuesta de rechazo y
sufrimiento del drgano, y sin llegar al punto de apoptosis. Se elaboré un protocolo que fue aprobado

por el Comité de Etica en Investigacion animal de la Universidad ICESI.

Se hicieron dos trasplantes completos de laringe y trdquea con donante y receptor, tiempos de
isquemia respetados, revascularizacién, y no se dio inmunosupresion. Los cerdos receptores
fueron observados durante una semana y no presentaron signos aparentes de rechazo. En esta fase

nos interesaba saber si las células madres se conservarian vivas alrededor del epitelio.

Lo observado en esta fase es que las células madre mesenquimales se conservaron vivas en el
espacio submucoso de laringe y trdquea. Es de esperarse que con la presencia de estas células en
este espacio que son blanco de la respuesta inmunoldgica se pueda modular la respuesta inmune o

regenerar como en los cultivos realizados en la ingenieria tisular de Machiarini.

SOBRE EL GRUPO DE INVESTIGACION CLINICA VALLE DEL LILI: PRODUCCION CIENTIFICA

Presentaciones ailo 2014:

¢ Congreso ATS San Diego, Estados Unidos, mayo 2014

1. Endobronchial interventions used in the managemet of malignant central airway

obstruction: Initial experience at a reference center in South América (Reconocimiento)

2. Choriocarcinoma (CCM) metastatic to the lung in postmenopausal woman presenting as

endobronchial lesions, severe hemoptysis and respiratory failure: Case report

3. Malignant primary pulmonary hemangiopericytoma/solitary fibrous tumor (HPC/SFT) with

extensive endobronchial involvement: A case report

4. Chronic granulomatous infection secondary to Histoplasma capsulatun in a patient with

silicosis and progressive massive fibrosis: Case report

5. Pregnancy and tuberculosis: results from tuberculosis cohorts in a university hospital

reference in Latin America
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6. Characterization of patients with severe acute asthma, managed in the intensive care unitin a

university hospital reference in Latin America

e 9 congreso ALAT Medellin, Colombia Julio 2014 y publicado en la Revista Archivos de
Bronconeumologia, érgano oficial de la sociedad espafiola de neumologia y cirugia de térax (SEPAR),
la asociacién latinoamericana de térax ( ALAT) y asociacion iberoamericana de cirugia de térax

(AIACT)

1. Biomodelo pulmonar porcino en la investigacién traslacional

2. Nuevas opciones terapéuticas en nanotecnologia experimental

3. Estudio del ciclo celular del gen p16INK4 con morfoprotedmica en cédncer de células

escamosas de pulmon

4. Implementacién en neumologia de la citologia en base liquida

5. Experiencia en el manejo de embolia pulmonar con trombolisis en un hospital universitario en

Cali, Colombia

6. Traqueopatia osteocondroplastica en un paciente con diagnostico reciente de infeccién por

VIH

7. Caracterizacion de etiologia de neumonia viral con prueba de deteccidon gendmica en Cali,

Colombia

8. Caracterizacién de los pacientes con asma aguda severa manejados en la unidad de cuidado

intensivo en un hospital universitario de referencia en Latinoamérica

9. Manejo medico vs manejo quirurgico de pacientes con fracturas costales multiples

10. Tumor primario de traquea: reporte de un caso

11. Efectos de la rehabilitacién pulmonar en pacientes con cirugia toracopulmonar

e 6th Latin American conference on lung cancer, August 2014, Lima, Peru, IASLC. Publicado en la
revista Journal of thoracic oncology
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1. There is correlation between infection with the human papillomavirus (HPV) and squamous cell

carcinomas of primary lung?

2. Choriocarcinoma (CCM) metastatic to the lung in postmenopausal woman presenting as

endobronchial lesions, severe hemoptysis and respiratory failure: Case report

3. Endobronchial interventions used in the managemet of malignant central airway

obstruction: Initial experience at a reference center in South América

4. Malignant primary pulmonary hemangiopericytoma/solitary fibrous tumor (HPC/SFT) with

extensive endobronchial involvement: A case report

5. Endobronchial resection of mucoepidermoid carcinoma of the trachea in pregnant woman:

case report

¢ Revista colombiana de neumologia y cirugia de térax de Colombia, articulos:

1. Reseccion endoscépica de tumor carcinoide bronquial. Reporte de caso. Revista colombiana de

neumologia Vol. 25 N.4

2. Metadstasis endobronquiales secundarias a malignidad  Extra tordcica. Tratamiento con

bronconscopia intervencionista. Reporte de casos. Revista Colombiana de Neumologia. Vol. 25N.4

Presentaciones ano 2013:

* Congreso colombiano de neumologia y cirugia de térax

1. Metastasis Endobronquiales, Manejo con Broncoscopia Intervencionista. Reporte de Casos

Reseccién Endoscopica de Tumor Carcinoide Bronquial. Reporte de Caso

2. Patologia Intervencionista, Aplicabilidad en el Ultrasonido Endobronquial mas Aspiracién con

Aguja Fina (EBUS-TBNA), Reporte de Caso

3. Carcinoma Mucoepidermoide (CME) Traqueal en una Mujer Embarazada, Reseccion
Endobronquial. Reporte de Caso
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4. Calidad de Vida Relacionada con Salud (CVRS) en Pacientes con Fibrosis Pulmonar (FP) que Asisten

a un Programa de Rehabilitacion Pulmonar: Estandar de Educacién en Rehabilitacién Pulmonar.

5. Un caso de neumonia tras la suspension de esteroides

¢ Congreso American Thoracic Society ATS Philadelphia Mayo 2013

1. Tuberculosis in a University Medical Center in Cali, Colombia in 2011: A Descriptive Study.

Abstract 41341

2. Characterization of Patients with Multi-Drug Resistant Tuberculosis with Surgical

Management in a Fourth Level Institution in Cali, Colombia. Abstract 42813

¢ Congreso European Respiratory Sociaty Barcelona Septiembre 2013

1. Strongyloides hyperinfection diagnosed by bronchoalveolar lavage in a University

Medical Center in South America. Cases report

¢ Congreso International Association for the Study of Lung Cancer, Australia October 2013

1. Choriocarcinoma (CCM) metastatic to the lung in postmenopausal woman presenting as

endobronchial lesions, severe hemoptysis and respiratory failure: Case report

2. Malignant primary pulmonary hemangiopericytoma/solitary fibrous tumor (HPC/SFT) with

extensive endobronchial involvement: A case report

3. Endobronchial interventions used in the managemet of malignant central airway

obstruction: Initial experience at a reference center in South America

Articulos publicados:

1. Fernandez L, Gonzalez A, Sua L, Badiel M. Reseccion endoscépica de tumor carcinoide bronquial:

Reporte de caso. Revista Colombiana de Neumologia Vol. 25 No. 4, 2013.

2. Ferndndez L, Sua L, Veldsquez M, Martinez W, Sanabria F, Badiel M. Metastasis endobronquiales
secundarias a malignidad extra tordcica. Tratamiento con broncoscopia intervencionista: Reporte de

casos. Revista Colombiana de Neumologia Vol. 25 No. 4, 2013.
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3. Vélez ID, Fernandez L, Cadavid D, Herrera S, Vallejo S. Fusariosis diseminada con hemoptisis

masiva en un paciente con leucemia linfoblastica aguda. Revista Infection, 2012; Vol 16 No. 3S.

4. Majid A, Fernandez-Bussy S, Kent Michael, Folch E, Fernandez L, Cheng George,
Gangadharan S. External Fixation of Proximal Tracheal Airway Stent: A Modified Technique. Ann

Thorac Sur 2012; 93:e167-9.

5. Majid A, Fernandez L, Fernandez-Bussy S, Herth F, Ernst A, Tracheobronchomlacia. Arch

Bronconeumol 2010; 46:196-202.

6. Diaz JC, Ferndndez L. Hiperpotasemia inducida por trimetropin-sulfametoxasol en un

paciente con insuficiencia suprarenal primaria. Revista Infection, 2010; Vol. 14 No. 3.

7. Fernandez L. Generalidades sobre el diagnostico de la hipertensién arterial pulmonar. Guias para
el diagnostico y tratamiento de la hipertensidon arterial pulmonar. Documento de Consenso

Revista Colombiana de Neumologia 2010.

8. Fernandez L. Tratamiento con prostanoides. Guias para el diagnostico y tratamiento de la
hipertension arterial pulmonar. Documento de Consenso Revista Colombiana de Neumologia

2010.

9. Cafas C., Tobdn G., Granados M., Fernandez L., Diffuse alveolar hemorrage in Colombian

patients with systemic lupus erythematosus. Ann Pathol 2007; 27:320-323.

10. Estudio de contaminacién por Candida Spp. en las manos del personal de salud de las unidades
de cuidados intensivos de dos hospitales de Medellin, 1995. Publicado en la Revista de la Sociedad

Colombiana de Cirugia 1997.

11. Estudio de Trauma Precordial presentado en el Congreso de la Sociedad Colombiana de
Cirugia en Cartagena 2003.

12. Estudio de Trauma de Precordial presentado en el Congreso de la Sociedad Colombiana de
Cirugia en Bogota 2004.

13. Trauma Cardiaco, capitulo del libro: Trauma: Abordaje inicial en los servicios de urgencias.

36



Editor: Laureano Quintero; publicado por la Fundacién Salamandra, Cali 2004.

14. Trauma Vascular Periférico, capitulo del libro: Trauma: Abordaje inicial en los servicios de

urgencias. Editor: Laureano Quintero; publicado por la Fundacién Salamandra, Cali 2004.

15. Liquidos en Trauma, capitulo del libro: Trauma: Abordaje inicial en los servicios de

urgencias. Editor: Laureano Quintero; publicado por la Fundacién Salamandra, Cali 2004.

16. Estudio de Trauma de Traquea presentado en el congreso de la Sociedad Colombiana de
Cirugia en Cartagena 2005.

17. Vasquez S., Veldsquez M., Miranda L., Ramirez J., Corona F., Alcantara F., Florez G., Méndez M.:
Fistula traumatica toracobiliar. Cirujano General 2006; 28:5456.

18. Veldsquez M. Revision de tema: Atrofia, metaplasia y cdncer gastrico: édénde esta la

evidencia? Publicado en la Revista Colombiana de Cirugia 2007; 22(1):39.

19. Veldsquez M. Articulo original: Ganglios normales del mediastino: Un estudio anatémico.

Revista colombiana de cirugia 2009; 24:83-89.

20. Velasquez M. Presentacion de casos: Cierre asistido con succién en heridas complejas de la pared

del térax. Revista colombiana de cirugia 2009; 24:195-198.

21. Veldsquez M. Presentacién de caso: Lobectomia pulmonar en manguito, reporte de un caso

y revision de la literatura. Revista colombiana de cirugia 2010; 25:76-96.

22. Gonzdlez A., Velasquez M.: Abdomen agudo un enfoque practico. Editorial de Ia
Universidad del Valle 2010.

23. Cujifio 1., Veldsquez M.: Una alternativa para la intubacion selectiva en cirugia de torax. Revista

Mexicana de Anestesiologia 2011; 34: 45-50.

24. Zarama V., Velasquez M.: Mainstem bronchus transection after blunt chest trauma. J Emer Med
2012.

25. Sua L. Silva N. Revista Colombia Médica, caso clinico publicado: Report of the first case of myxoid

liposarcoma in Colombia: a rare tumor. Volumen 41, nimero 3, 2010 (julio- septiembre), pp. 271-4.

26. Sua L. Maestro M. Vidaurreta M et al. Revista de Senologia y Patologia mamaria. Revision:
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Hibridacidn In Situ Fluorescente (FISH), Hibridacion In Situ Cromogénica (CISH) e Hibridacién In Situ
Cromogénica con Plata (SISH): su uso para la deteccién de la amplificacién del gen Her2 en cancer de
mama. Organo de expresién de la Sociedad Espafiola de Senologia y Patologia Mamaria. 2010: 23 (4),

pp. 168-172.

27. Sua L. Maestro M. Vidaurreta M et al. Actualidad y futuro en las técnicas de cuantificacién de
células tumorales circulantes: importancia en tumores soélidos epiteliales. Rev. Lab Clin. 2011.
doi:10.1016/j.1abcli.2010.11.007. Revista de Laboratorio clinico. El érgano de expresion cientifica
de la Asociacion Espafiola de Biopatologia Médica (AEBM), la Asociacion Espafiola de Farmacéuticos

Analistas (AEFA) y la Sociedad Espafiola de Bioquimica Clinica y Patologia Molecular (SEQC).

28. Sua L, Maestro M, Vidaurreta M. et al. Comparacion entre diferentes técnicas de estudio del
ganglio centinela después de neoadyuvancia en cancer de mama. Revista Medicina, 2011; Vol. 33

N.1(92): 30-37.

29. Sua L, Maestro M, Vidaurreta M. et al. Células tumorales circulantes en la practica oncoldgica:

importancia en tumores sdlidos epiteliales. Revista Medicina, 2011; Vol. 33 N.2 (93):101-114.
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DESARROLLO ACTUAL DE INVESTIGACION REALIZADA EN EL LABORATORIO DE EXPERIMENTACION
ANIMAL DE LA UNIVERSIDAD ICESI, ESTUDIO DE MUESTRAS BIOLOGICAS PORCINAS EN EL
DEPARTAMENTO DE PATOLOGIA Y MEDICINA DE LABORATORIO DE LA FUNDACION VALLE DEL LILI
Y DESARROLLO DEL PROTOTIPO DE QUIMERIZACION EN LA UNIVERSIDAD DEL VALLE GRUPO DE
FARMACOLOGIA Y LABORATORIO IN VITRO.

Induccion de quimerizacion en un modelo de trasplante pulmonar experimental y su efecto en
la respuesta a la lesién isquemia/reperfusién (disfuncion primaria) del injerto. Aprobado por el

comité de ética animal universidad ICESI, proyecto piloto actualmente en curso.

Resumen ejecutivo: En los Ultimos 40 afios, el trasplante de pulmén ha avanzado de un
procedimiento experimental realizado en sélo unos pocos pacientes, a un tratamiento eficaz que
ha mejorado la calidad de vida y la supervivencia de innumerables pacientes con enfermedad
pulmonar avanzada terminal como: enfisema, fibrosis quistica, fibrosis pulmonar, sarcoidosis e
hipertensién pulmonar. Sin embargo, a pesar de los avances significativos en el campo de trasplante
de pulmédn, alin queda mucho por aprender en cuanto a la seleccién apropiada de los candidatos, la
prevencion de disfuncion precoz del injerto y el manejo a largo plazo, teniendo sobrevidas del injerto
en las mejores manos a 5 afios. Actualmente la criopreservacion y el uso de medicamentos
inmunosupresores contindan siendo los manejos estandar del trasplante pulmonar. El objetivo del
este estudio es comprobar si el procedimiento de quimerizacion del pulmdn disminuye la respuesta
de la lesién isquemia- perfusién/disfuncion primaria del injerto, el rechazo hiperagudo, las
alteraciones en la anastomosis y la infeccidn en modelos bioldgicos experimentales. En total se
utilizan 12 cerdos procedentes de diferentes camadas de la especie comdn (Landrace Large
White), se realizan en total 3 experimentos, en cada uno se quimeriza un caso y se trasplanta un
control sin quimerizar. Los biomodelos son procedentes de diferentes camadas, los
donantes son hembras y los receptores son machos, esto con el fin de comprobar la
quimerizacién con el estudio por hibridacién in situ fluorescente del cromosoma Y en el epitelio

pulmonar.

Modelo biolégico 1 = donante del pulmén izquierdo (2hembras)

Modelo bioldgico 2= receptor de pulmoén izquierdo el cual se someterd a quimerizacion
(macho)
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Modelo bioldgico 3= receptor del pulmén izquierdo el cual se manejara de manera estandar del

trasplante pulmonar (macho)

Las medidas de mantenimiento y cuidado de los cerdos son las éptimas y las estandarizadas por
el bioterio de la universidad ICESI; los animales no son expuestos a sufrimiento

innecesario.

FASE UNO:

Escribimos y estandarizamos los protocolos metodoldgicos de: anestesiologia, hematologia,
neumologia, cirugia de térax, cirugia cardiovascular, del procedimiento de quimerizacion,
anatomia patoldgica, patologia molecular y genética molecular, cuidado post-trasplante vy

seguimiento en el bioterio por medicina veterinaria.

FASE DOS:

El tiempo de duracién de cada experimento basico es de 6 horas, actualmente hemos desarrollado 3
biomodelos porcinos de la especie Landrace Large White, con un peso de 40kg, se inicia el
experimento con un ayuno de 18 horas, el medicamentos basico de sedacidon es Ketamina a 10

mg/kg, contamos con el soporte del veterinario del bioterio de la universidad ICESI.

a. Extraccion de Medula 6sea para la obtencion de Stem Cell: se realizo la extraccién del contenido
medular en diferentes dreas dseas del biomodelo en posicion decubito prono, como resultado
demostramos que en la cresta iliaca es donde se logra extraer 50 cc del contenido medular
necesario para el cultivo de quimerizacién. Participacidn del Dr. Diego Medina (Hemato-oncolégo

de la FVL).

40



[Ungated] SS INT / FSINT

1000

)

800

FSINT

5 1 ¥ I X 1 S 1 ¥ 1
0 200 400 600 800 1000
CC INT

[C] FSINT / SS INT

1000

800

600

SS INT

400

200+

2 I 2 I L I S T : T
0 200 400 600 800 1000
FSINT

Citometria de flujo de medula dsea porcina con 28.327 eventos cuantificados, encontramos un total

de 10 stem cell porcinas por microlitro de medula dsea en los biomodelos en general.

41



Navios Panel Report: 591 FUNDACION VALLE DE LILI

7/112013 12:10 PM Runtime Results

Sample ID1:  STEM CELL MARRANO Name:

Panel Name:  STEM CELLS Patient ID: D.O.B.:
Panel Complete:Y Match: Y Navios SN: AU06210

LMD FileNames(s): Navios v L.1:

C:\Beckman Coulter User Data\Users\FVLALMD\STEM CELL MARRANO STEM CELL MARRANO STEM CELL MARRANO 000027...

Collection Date: UserID:  FVI
Analysis Date/ Time:  11Jul2013 12:10 PM TubeID:  NoRead
Sex: 1D#: Hematology Date / Time:
Physician: Hematology Instrument:
Sample Type: WBC: LY%:
Dilution Factor: RBC: MO%:
Harvest Volume: PLT: NE%:
Body Weight: EO%:
BA%:

Cells/uL
Description: Region Result CAL Opt Stat 1 Opt Stat 2
RECUENTO CEL CD34+ VIABL  STEM CELL 78.261% 10.0
%VIABILIDAD eq 96.644%

o
[Ungatsg) FLIINT LOGIFLZINT LOG.
F1

i i

i
IR RTTIT SRR

€004 PE
&

Fa Fa

L
TETSRTIT M RN eI

b. Accesos venosos para el mantenimiento del biomodelo durante el procedimiento quirudrgico: se
canalizo la oreja izquierda con la extraccidn de sangre periférica para su evaluacion en el
laboratorio. Se observd un incremento en el numero de leucocitos, plaquetas de mayor tamaifio y
un predominio de la linea linfoide T. El estudio de citometria de flujo permitié obtener 38.965

eventos, sin presencia de células CD34 en sangre periférica.
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c. Intubacidén orotraqueal: se requiere una posicion decubito prono, se utilizé el tubo
orotraqueal 7.5 mm, el biomodelo se deja en la maquina anestésica con ventilacién controlada por
volumen, la medicacidn anestésica utilizada fue propofol 4 mg/kg, fentanilo 3ug/kg y atracuronio

0.6 mg/kg. Participacion de anestesiologia Dra. Indira Cujifio (FVL).
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d. Fibrobroncoscopia: se realizd evaluaciéon y reconocimiento anatomico de la via aerea del
cerdo, tomando muestras de lavado broncoalveolar para su estudio morfolédgico y evaluacion de
las posteriores variantes a tener en cuenta en la toma de las biopsias transbronquiales de los

modelos trasplantados. Participacion de neumologia intervensionista Dra. Liliana Fernandez (FVL).

Citologia del lavado broncoalveolar  (BAL) del bronquio derecho con la coloracién
papanicolaou, conteo diferencial: macrofagos 90%, linfocitos 5%, neutrofilos 2% y celulas

epiteliales 3%.
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e. Procedimiento quirurgico: se realizd toracotomia izquierda con reseccion del cuarto y quinto
arco costal. Reconocimiento y disecciéon de arteria pulmonar, vena pulmonar y bronquio principal
izquierdo y neumonectomia izquierda. Participacién del Dr. Mauricio Velazquez (cirugia de

trasplante pulmonar) y la Dra. Marta Giraldo (cirugia cardiovascular) (FVL).

f. Prototipo de quimerizacion pulmonar: este ha sido disefiado en conjunto con el grupo de
Farmacologia de la Universidad del Valle y el grupo de investigacién de la Fundacién Valle
del Lili, este prototipo pretende simular las condiciones de un pulmdn ex vivo y en el poder realizar
el proceso de quimerizacion en el laboratorio. Para probarlo y hacer correcciones anatémicas del
disefio se realizé la canulizacién de la arteria pulmonar con tubo de térax: 20 french y bronquio
principal izquierdo con TOT: 6 mm con baldn, con el fin de acondicionar el prototipo a los pulmones

porcinos. Ensamblaje del prototipo a cargo de Jaime Mufioz y Oscar Gutiérrez (Universidad del Valle)
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Prototipo donde se evidencian el sistema de adecuacion vascular y ventilatorio para el pulmdn

porcino.
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g. Estudio anatomopatolégico del pulmdn porcino: se tomaron biopsias de arterias, venas
pulmonares, bronquio, bronquiolos, pleura y parénquima pulmonar porcino para realizar su
comparacion con el tejido humano pulmonar y evaluar las variables anatdomicas a considerar de la
experimentacion. Realizamos técnicas basicas como la coloracién de hematoxilina y eosina (H&E),
estudio de inmnohistoquimica donde estudiamos marcadores de linea linfoide B, linea linfoide T,
marcadores epiteliales (citoqueratina AE1/AE3) e indices de proliferacion celular con el marcador
Ki-67. Ademas evaluamos la arquitectura de las cilias porcinas con microscopia electronica de
barrido. Participacién de la Dra. Luz Fernanda Sua (Patéloga pulmonar y molecular, ciencias

biomédicas PhDc) y Gustavo Porras (Quimico y Biologia Molecular Msc (e)) (FVL).

Bronquio, bronquiolos y parénquima pulmonar porcino (H&E)
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Expresion proteica del gen Citoqueratina AE1/AE3 (Técnica de inmunohistoquimica)
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Expresion de linfocitos de linea linfoide T con el CD3 (Técnica de inmunohistoquimica)

Conclusiones histopatoldgicas:

TEJIDO PULMONAR PORCINO ES COMPARABLE CON EL TEJIDO PULMONAR
HUMANO, LO QUE LO HACE UN BIOMODELO OPTIMO PARA ESTUDIOY

EXPERIMENTACION DE LA VIA RESPIRATORIA

Sistema de conduccion, transicion e intercambio comparable con el humano
Bronquios, bronquiolos y alvéolos comparables con el humano

El epitelio pseudo estratificado gradualmente baja en altura y pierde los cilios en
los bronquiolos como en el humano

La distribucién del neumocito tipo 1 y 2 es igual que el humano

Presencia de BALT en el tejido pulmonar porcino. Esta informacion es importante
para la evaluacidn del tejido trasplantado

FASE TRES: actualmente en desarrollo, en ella estamos estandarizando las variables de ventilacion
ex vivo y condiciones necesarias para el control metabdlico pulmonar durante el procedimiento
de quimerizacion donde utilizaremos el protocolo desarrollado en traqueas del grupo in vitro,
ademas de las condiciones requeridas por medicina critica del trasplante en el periodo post-

trasplante inmediato y su sostenimiento por 72 horas.
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DESARROLLO DE LA INVESTIGACION EN TRASPLANTE PULMONAR PARA ESTE PROYECTO:

INDUCCION DE QUIMERIZACION EN UN BIOMODELO DE TRASPLANTE PULMONAR EXPERIMENTAL

Y SU IMPACTO EN LA PRESERVACION DEL INJERTO

Investigador principal: Liliana Fernandez Trujillo MD

Coinvestigador: Luz Fernanda Sua Villegas MD, PhDc

Conformacién del equipo de investigacion multidisciplinario en especialidades vy

subespecialidades medicas:

Hematooncoldgia: Dr. Diego Medina, MD

Anestesiologia pulmonar: Dra. Indira Cujino, MD

Cirugia de torax y trasplante pulmonar: Dr. Mauricio Veldsquez, MD

Cirugia cardiovascular: Dra. Marta Giraldo, MD Neumologia

intervencionista: Dra. Liliana Ferndndez, MD Medicina critica del

trasplante pulmonar: Dr. Diego Bautista, MD

Patologia pulmonar, Patologia Molecular y Ciencias Biomédicas: Dra. Luz Fernanda Sua, MD,

PhDc

Citogenética y Genética Molecular: Dra. Lisa Ximena Rodriguez MD, Msc, PhD

Responsables de los procedimientos durante el desarrollo del proyecto:

1. Laboratorio de cultivos celulares in vitro. Grupo de Farmacologia universidad del

Valle:

a. Se aislaran y cultivardn stem cell y contenido medular completo en contacto con el
parénquima pulmonar de cerdos de 40 kg de la especie Landrace Large White, siguiendo el
protocolo de quimerizacién realizado en las traqueas experimentales porcinas y humanas, protocolo
del grupo de investigacidon de Farmacologia-Univalle en el laboratorio in vitro.

b. Una vez determinemos los mejores tiempos para el proceso de quimerizacion en el parénquima
pulmonar con estudio in vitro evaluando Ila presencia del cromosoma y con la técnica de

hibridacion in situ fluorescente (FISH) vy por genética molecular detectando el origen (propio, del
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donante 6 mixto) a través del andlisis de marcadores polimérficos STR (short tandem repetition)
estos seran injertados en 10 cerdos de forma subcutanea, 5 con inmunosupresion y 5 sin recibir
inmunosupresién, seran seguidos por 90 dias para observar la presencia de necrosis y para

evidenciar en biopsia los cambios asociados al rechazo.

Laboratorio de experimentacion animal ICESI:

a. Se realizaran los trasplantes subcutdneos quimerizados de los diferentes experimentos realizados
in vitro por el grupo de Farmacologia-Univalle, se requiere sedacién, anestesia y una pequefia cirugia
para el implante del injerto, en 10 cerdos en total.

b. Se realizaran los trasplantes pulmonares de los biomodelos quimerizados y no quimerizados,
bajo las condiciones técnicas del trasplante estandarizado para humanosy el cuidado critico
del biomodelo en el bioterio, serd bajo condiciones estrictas de seguimiento y mantenimiento en su
estado critico post-operatorio, realizaremos 6 experimentos en total (biomodelos quimerizados 6 y

no quimerizados 6).

c. Se realizara el seguimiento con biopsia transbronquial y lavado bronco alveolar (BAL) bajo
fluoroscopia con sedacidon para estudiar la respuesta en el tejido al rechazo ( segun las guias
de The International Society for Heart and Lung Transplantation, ISHLT), estudiaremos la
presencia del cromosoma y del porcentaje de quimerizacién por PCR evaluando los STR y presencia
de neutrdfilos en el BAL durante el tiempo de sobrevida de los biomodelos asi: 4 semanas, 8

semanas, 12 semanas, 6 meses, 9 meses, 12 meses, 15 meses y 18 meses.

Bioterio de ICESI:

a. Se mantendran los cerdos bajo el cuidado del veterinario, donde se hard el
seguimiento estricto de los biomodelos, con manejo del dolor, medicamentos inmunosupresores,
antibidticos, alimentacidn y vigilancia estricta con videos.

b. Los biomodelos estardn monitorizados durante la etapa critica post-trasplante y con personal

veterinario las 24 horas y bajo el cuidado de todo el equipo de trasplante pulmonar.

Laboratorio in vitro, Universidad del Valle, grupo de Farmacologia:

a. Una vez se rescate el pulmén a quimerizar en el biomodelo, este sera trasladado al laboratorio
de in vitro de la Universidad del Valle segun los requerimientos del protocolo de trasporte estandar.
Segun el protocolo ya estandarizado en las pruebas piloto e in vitro se hard el proceso de

quimerizacién para posteriormente trasplantar el receptor, este procedimiento serd documentado y
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evaluaremos los parametros fisioldgicos necesarios durante el proceso de quimerizacion.

b. Quimerizacién del pulmén donado protocolo general: La técnica utilizada para el presente
proyecto por nuestro grupo de investigacion es quimerizar el érgano del donante. En ésta técnica
lo que se hace es extraer el érgano a trasplantar, llevarlo a al laboratorio, ponerlo en condiciones
adecuadas de temperatura, humedad, oxigenacién, realizando un lavado previo del
organo con solucién de cultivo, modificada y suplementada, durante un periodo no mayor
de 8 horas (que podria variar y estandarizaremos con las pruebas in vitro e in vivo);
posteriormente, se drena el medio de cultivo, se agrega nuevo medio suplementado, se adicionan
células madre mesenquimales extraidas de la medula ésea (cresta iliaca), y se “cultiva” el
organo, controlando la temperatura, oxigenacion, pH y demds parametros fisioldgicos por un

tiempo no mayor de 8 horas, para ser remitido luego a ser trasplantado.

Departamento de patologia y medicina de laboratorio Fundacién Valle del Lili:

a. Se realizaran estudios anatdmicos de rechazo hiperagudo, agudo y crénico en la evoluciéon de
los experimentos, los cuales serdn registrados y archivados de forma digital, lo que nos
permite compartir estos resultados con otros grupos de investigacién en trasplante
pulmonar internacionales.

b. Realizaremos estudio de citologia en base liquida para el lavado bronco alveolar (BAL), con
cuantificacion celular, buscando la presencia especialmente de neutréfilos asociados a la
bronquiolitis obliterante (BOS).

c. Se realizard estudio de FISH (hibridacion in situ) para el cromosoma Y evaluando el
porcentaje de quimerizacién y rechazo.

d. Se realizard estudio por reacciéon en cadena de la polimerasa (PCR) para quimerizacion en

cromosomas porcinos por el laboratorio de genética molecular estudiando los STR.
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PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA DE INVESTIGACION PARA EL PULMON EN ESTE
PROYECTO:

En el 2013 hubo aproximadamente 12.00 pares de pulmones donados para trasplante y
alarmantemente solo el 15% fueron aceptados para trasplante. En el mismo periodo, hubo 1794
receptores de trasplante de pulmén 60% hombres y 40% mujeres. Aproximadamente 1650
individuos se encuentran en lista de espera para trasplante pulmonar. Data for National Graft
Survival from Scientific Registry of Transplant Recipients

(www.srtr.org/csr/current/centers/default.aspx)

El trasplante de pulmén es una terapia quirdrgica y a menudo es la Unica oportunidad disponible
para pacientes con enfermedad pulmonar en estado terminal. Como sabemos el trasplante de
pulmén es el mas dificil trasplante de érgano solido en la actualidad. Un individuo inhala 3.2
litros de oxigeno en cada 8 segundos de respiracidon y en esa respiracion hay cientos de millones
de gérmenes y bacterias. Actualmente no hay medicinas o procedimientos o desarrollos
especificamente designados para el trasplante de pulmdn. Asi como el éxito a largo plazo es pobre
cuando se compara con las estadisticas de los otros trasplantes de 6rgano sdlido, el 45% a 50%
de los trasplantados no sobreviviran el crucial primer afio post trasplante y de los que sobreviven,
no sobrepasan los 5 afios, y solamente el 20% logra llegar a los 10 afios. Data for National
Graft Survival from Scientific Registry of Transplant Recipients

(www.srtr.org/csr/current/centers/default.aspx)

Hay muchas areas promisorias en desarrollo para lograr mds pulmones viables disponibles para
donacién y trasplante, asi como también métodos para diagndstico que anticipen las varias

formas de rechazo asociadas con el proceso de trasplante pulmonar.

Debemos de manera multidisciplinaria e interinstitucional trabajar en investigacién diligente para
desarrollar, procedimientos, tratamientos y medicamentos que puedan mejorar la viabilidad del

trasplante y mejorar la calidad de vida de nuestros pacientes trasplantados de pulman.

JUSTIFICACION DE TRABAJAR EN LA QUIMERIZACION DE PULMON:

El trasplante de pulmén es una terapia innovadora para pacientes con enfermedad pulmonar en

estado terminal que resulta del EPOC (enfermedad pulmonar obstructiva crénica), fibrosis quistica,
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fibrosis pulmonar idiopatica, hipertension pulmonar primaria y otras enfermedades pulmonares
mas raras como la deficiencia de alfa uno antitripsina, sarcoidosis, linfangioleiomiomatosis y

linfangiomatosis.

Los pacientes con formas avanzadas de estas enfermedades tienen pobre prondstico y poca
sobrevida a largo plazo. El trasplante de pulmdn dramaticamente mejora en corto plazo la calidad de
vida. Muchos pacientes experimentan inmediata mejoria en la funcién pulmonar y retornan su
estilo de vida activo después del procedimiento continuando con un programa de rehabilitacion

activo.

El éxito a largo plazo después del trasplante pulmonar es decepcionante. Los pacientes
experimentan una frecuencia de rechazo agudo mas alta que los trasplantados de otros
drganos soélidos. Dentro de los 5 afios después del trasplante, de los pacientes que han sobrevivido al
menos la mitad desarrollan una forma de rechazo crénico conocido como sindrome de bronquiolitis

obliterante (BOS) (Woodrow JP, Shlobin OA. 2010)

Actualmente no hay ningun tratamiento efectivo para la BOS, se necesitan todos los esfuerzos para
entender, prevenir y tratar el rechazo agudo y la BOS en orden de prevenir las muertes y mejorar el

éxito a largo plazo del trasplante pulmonar.

OBJETIVOS DE LA INVESTIGACION DE QUIMERIZACION EN PULMON:

Objetivo general:

Desarrollar  modelos animales porcinos quimerizados con el protocolo desarrollado por el
laboratorio in vitro del grupo de farmacologia-Univalle, donde se pueda evaluar el proceso de
quimerizacién y su impacto en el rechazo agudo y sindrome de bronquiolitis obliterante (BOS) para

ser probados en fase preclinica previo al desarrollo de ensayos en humanos.

Objetivo especificos:

1. Desarrollar un procedimiento estandarizado, reproducible y seguro para su
implementacién en humanos.

2. Determinar el impacto de la quimerizacién en el uso de los medicamentos

inmunosupresores para el trasplante de pulmon.

3. Determinar cudles son los mejores métodos de seguimiento diagndsticos del proceso de
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quimerizacién y su impacto en el rechazo agudo y BOS.

4. Determinar cdmo el proceso de quimerizacién impacta en las infecciones después del
trasplante pulmonar.

METODOLOGIA DEL TRABAJO EN QUIMERIZACION DE PULMON EN EL PROYECTO:
(Los protocolos estandarizados y escritos paso a paso se encuentran en el centro de investigacién de
la Fundacién Valle del Lili, en caso de ser requeridos serian enviados a los evaluadores, esto con el

fin de proteger la propiedad intelectual y futuras patentes).

Metodologia de cultivo de pulmdén quimerizado y ensayos in vitro en el laboratorio del grupo de
farmacologia-Univalle segin el protocolo del grupo desarrollado para traqueas y adecuado al

pulmoén:

1. Tiempo para su desarrollo: 6 meses

2. Biomodelos a injertar quimerizados en machos con inmunosupresion: 5
3. Biomodelos a injertar quimerizados en machos sin inmunosupresién: 5
4. Biomodelos donantes femeninos: 5

5. Biomodelo receptor al cual se le extrae el contenido medular completo: total 10 muestras de
medula dsea, se cuantificaran sus poblaciones por citometria de flujo, evaluando su concentracién

celular, numero de células nucleadas y stem cell porcinas.

6. Ensayos in vitro de cultivo de quimerizacion del parénquima pulmonar con contenido medular del

receptor con células madres en diferentes tiempos de quimerizacion.

7. Se evaluaran las muestras con hibridacion in situ fluorescente (FISH) del cromosoma Y y
estudio de PCR de STR para evaluar porcentaje de quimerizacidn en cromosomas porcinos y asi

elegir el mejor tiempo del protocolo experimental.

Metodologia del injerto subcutaneo del parénquima pulmonar quimerizado en los biomodelos:

Tiempo para su desarrollo: 6 meses

1. Todos los biomodelos serdn sedados y anestesiados para realizar la insercion del
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parénquima pulmonar quimerizado subcutdneo, todos recibiran antibioticoterapia.
2. En total se realizara el procedimiento en 10 biomodelos quimerizados, 5 con inmunosupresiény 5

sin inmunosupresion.

3. Todos los biomodelos serdn seguidos y controlados en el bioterio de la universidad ICESI, se

tomara una fotografia diaria del area del injerto evaluando la presencia de necrosis.
4. El seguimiento de los biomodelos se realizara por 90 dias.

5. En todos los casos se tomara biopsia del area del injerto a los 90 dias de seguimiento para

evaluacion histopatoldgica.

6. Estas muestras tendran estudio de hibridacién in situ fluorescente (FISH) del cromosoma Y y

estudio por PCR de STR de cromosomas porcinos.

Metodologia del trasplante pulmonar quimerizado segin el protocolo del grupo de
Farmacologia-Univalle y biomodelo no quimerizado:

Tiempo para su desarrollo: 24 meses

1. Dia uno: con sedacién se extrae la medula dsea del cerdo macho receptor, en total 50 cc, se
evalua por citometria de flujo las poblaciones celulares y su viabilidad, se filtran las espiculas éseas y

posteriores se envian refrigeradas al laboratorio de Farmacologia de la Universidad del Valle.

2. Dia dos: El cerdo femenino donante, es llevado a cirugia y bajo anestesia general se realiza la
neumonectomia izquierda, el pulmén serd lavado con Perfadex y trasladado al laboratorio de
Farmacologia-Univalle, se controlaran variables importantes como la composicién de perfusién,
temperatura, volumen corriente, presién espiratoria final positiva (PEEP), fraccion de oxigeno
expirado y la presidon arterial durante el proceso de quimerizacién segln el protocolo del

grupo de Farmacologia-Univalle.

3. Dia dos: se realizara el trasplante pulmonar convencional, con crio preservacion, lavado con
Perfadex y utilizacién de inmunosupresidn. Posterior el biomodelo sera llevado al area del bioterio

disefada para su estadia, monitorizacién y control. Seran vigilados las 24 horas.

4. Dia tres: se realiza el trasplante pulmonar quimerizado, con control metabdlico ex vivo, este
biomodelo recibird inmunosupresién y las dosis del inmunosupresor seran variadas segun los
resultados de quimerizacidon determinados por FISH y PCR. Posterior el biomodelo sera llevado al

area del bioterio disefada para su estadia, monitorizacidn y control. Seran vigilados las 24 horas.
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5. Seguimiento y mantenimiento de los biomodelos: estos seran controlados por el equipo de cirugia
de trasplante, neumologia intervencionista, anestesiologia, medicina critica y el equipo técnico y
veterinario. Se espera retirar los elementos invasivos en el menor tiempo posible. Los biomodelos
seran grabados las 24 horas. Se tomaran radiografias y evaluacién de Pa0O2:FiO2 de acuerdo a la
clasificacidon internacional conocida. Una vez se estabilicen los biomodelos de su condicién
postquirdrgica el seguimiento serd asi: 4 semanas, 8 semanas, 12 semanas, 6 meses, 9 meses, 12
meses, 15 meses y 18 meses con lavado broncoalveola (BAL) y biopsia transbronquial, buscamos
hallazgos histolégicos de rechazo agudo el cual sera clasificado de acuerdo a los criterios
histolégicos internacionales y la presencia de bronquiolitis obliterante después de los 6 meses del
trasplante que se clasificara de acuerdo a los criterios histoldgicos internacionales en humanos

(guias de The International Society for Heart and Lung Transplantation, ISHLT).

6. Todos los lavados bronco alveolares (BAL) y biopsias tendran estudio histopatoldgico registrado
digitalmente, estudio de cromosoma Y por hibridacidon in situ y PCR para STR para porcentaje de

quimerizacion.

7. El control microbiolégico se realizara con cultivos previo a la cirugia, 24 horas postquirdrgico y 72

horas postquirdrgico con lo que determinaremos procesos infecciosos asociados o no al

Large White

procedimiento.
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Esquematizacion del cada procedimiento a realizar de trasplante quimerizado y no

quimerizado, en total utilizaremos 12 cerdos.

Determinaremos la evaluacion del quimerismo con los siguientes parametros:

1. El patrén genético de la muestra control es idéntico al patrén genético del donante, lo que

equivale a un quimerismo de 100%

2. El patrén genético de la muestra control es idéntico al patrén genético del receptor previo al

trasplante = quimerismo de 0%.

3. El patrén genético de la muestra control es una mezcla de los patrones genéticos del
donante y del receptor previo al trasplante. Aqui observamos diferentes proporciones de
quimerismo, las cuales seran calculadas con base en el nimero de marcadores genéticos que

muestren quimerismo comparado con el total de marcadores analizados.

PROGRAMA DE ACTIVIDADES:

Ver capitulo 9.

MARCO CONCEPTUAL:

Entre los afios de 1988 y 1993, el nimero de trasplantes de pulmén realizado en todo el
mundo aumenté dramdticamente de 89 a 1160 anualmente (Chirstie JD et al., 2010). Entre los
afios de 1993 y el afio 2000, el nimero de trasplantes segun informé la sociedad internacional de
trasplante de corazén y pulmén (ISHLT) se registr6 un incremento muy modesto con una
actividad en meseta de alrededor de 2000 procedimientos anualmente (Chirstie JD et al.,,
2010). Sin embargo, ha habido un crecimiento constante en el nimero de procedimientos
realizados anualmente desde el afio 2000 y mas de 3000 trasplantes se informaron en el afo

2009 (Chirstie JD et al., 2010).

Mientras que parte de este aumento puede atribuirse a una mayor participacién en el registro de
la ISHLT, el rdpido aumento en actividad desde el afio 2005 sugiere que el sistema de asignacion
de pulmones implementado en los Estados Unidos desde el afno 2005 ha aumentado el
numero de trasplantes. La escasez de pulmones de donantes ha sido el principal factor limitante
para el nimero de trasplantes realizados. Las tasas de donantes para el pulmdn han sido

considerablemente inferiores a las del rifién, higado y corazén. Los pulmones son rescatados sdlo
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en el 15 por ciento de todos los donantes cadavéricos, considerando que los rifiones y el higado se
obtienen en el 88 por ciento y los corazones en el 30 por ciento de donantes fallecidos (Division
of transplantation, Bureau of health resources development, 2005). Estas disparidades son
probablemente debido a la vulnerabilidad de los pulmones, a posibles complicaciones que surgen
a menudo antes y después de la muerte cerebral de los donantes como: traumatismo toracico,
bronco-aspiracion, lesiones pulmonares asociadas al ventilador, neumonia y edema pulmonar
neurogénico. Sin embargo, puede ser asociado que para el trasplante pulmonar el 40 por ciento
de los donantes fueron rechazados (LB Ware et al, 2002). Ademas, los estudios sugieren que la
perfusidon del pulmdn exvivo puede mejorar la lesion pulmonar en algunos casos y permiten el
trasplante de donantes previamente considerados inadecuados (Ingemansson R et al.,, 2009 &

Cypel M et al., 2009).

En los primeros afos, el trasplante de pulmén Unico fue mas frecuente que el trasplante bilateral.
Pero, mientras que el nimero de trasplantes de pulmdén uUnico realizado anualmente se ha
mantenido estable, el nimero de trasplantes bilaterales consistentemente haaumentadoy
ha superado el nimero de procedimientos de pulmén Unico en el afio 2002 (Division of
transplantation, Bureau of health resources development, 2005). Las enfermedades mas
comunes que llevan al trasplante pulmonar, en orden de frecuencia son: enfermedad pulmonar
obstructiva crénica, fibrosis pulmonar idiopatica, fibrosis quistica, deficiencia de alfa-1 antitripsina y

la hipertensién pulmonar idiopatica.

Segun el informe de registro del afio 2011, la mediana de supervivencia para los receptores
adultos es de 5,5 afios, pero los receptores bilaterales parecen tener una mejor supervivencia media
que los receptores de pulmoén Unico (6.8 versus 4.7 afios, respectivamente) (Division of

transplantation, Bureau of health resources development, 2005).

Métodos de preservacion:

La solucion de preservacién éptima pulmonar, la temperatura de almacenamiento, el volumen, la
concentracién de oxigeno y los aditivos farmacoldgicos necesarios para mejorar el éxito del injerto
de pulmén son desconocidos. Sin embargo, varias técnicas de preservacion del pulmén han sido
desarrolladas para los pulmones de donantes rescatados desde los principales insultos
(isquemia, almacenamiento en frio y reperfusién) que pueden contribuir a la disfuncién
primaria del injerto y a la mortalidad a largo plazo (de Perrot M et al, 2003 & 2005). En general, la

preservacion de los pulmones rescatados se inicia con una inyeccién de una solucidn hipotérmica
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por la arteria pulmonar de 50 a 60 mL/Kg que es una solucidon conservante, junto con la
administracion tdpica de una solucién fria (Hopkinson DN et al, 1998 & Fischer S et al., 2001). El
pulmén se enfria uniformemente y se elimina la sangre desde el lecho vascular pulmonar,
evitando trombosis y lesion endotelial por neutrdfilos retenidos (Veith FJ et al., 1971). A partir de

entonces, los pulmones son transportados de 4 a 8 °C en un estado parcialmente insuflado.

Solucidn de preservacion:

Trabajos experimentales e informes clinicos han favorecido el uso de soluciones extracelulares
(coloides) sobre intracelulares (altas en potasio, cristaloides bajos en sodio) tipo soluciones de
preservacion (Steen S et al.,, 1993 & Arnaoutakis GJ et al.,, 2010). Ejemplos de soluciones
extracelulares bajas en potasio incluyen al dextran (LPD)-solucién de glucosa (por ejemplo,
Perfadex (Vitrolife®, Suecia)) que fue desarrollada especificamente para la preservacion del pulmon,
solucion de Cambridge, Celsion y Papworth. Papworth contiene lactato de Ringers, manitol,
albumina y sangre del donante. Euro-Collins y la Universidad de Wisconsin son soluciones
intracelulares. Actualmente, Perfadex es la solucién de preservacion que se utiliza en la gran

mayoria de los programas de trasplantes de pulmén en todo el mundo.

Los componentes clave de las soluciones LPD son el dextrano y la concentracién baja de
potasio. Dextrano-40 en la solucién LPD que funciona como un agente oncdtico, tiende a mantener
el agua en el compartimiento intravascular, disminuyendo asi la formacién de edema
intersticial. Dextrano-40 también reduce la agregacidon de eritrocitos y trombocitos circulantes, que

puede mejorar la microcirculacién y reducir la activacién celular (Keshavjee SH et al., 1992).

La concentracién baja en potasio mantiene las presiones normales de la arteria pulmonar durante la
infusidon. Un desarrollo es la solucion extracelular basada en dextrano-glucosa. La adicion de
glucosa esta disefiada para apoyar el metabolismo aerébico y mantener laintegridad celular
durante la isquemia prolongada. Perfadex es una solucién de glucosa-LPD que ahora esta
disponible en todo el mundo y de uso en los centros de trasplante pulmonar. La adicién de glucosa
a una solucién de preservacion de pulmén aprovecha el Unico aspecto de la fisiologia pulmonar en
trasplante; el pulmodn insuflado tiene la capacidad de suministro de oxigeno a su parénquima incluso

durante el almacenamiento.

Varios estudios han encontrado mejores resultados después del trasplante (por ejemplo, la
frecuencia de disfuncién primaria del injerto, duracién de la dependencia al ventilador y mortalidad

a 30 dias) con la solucién extracelular individual (Struber M et al., 2001 & Muller C et al., 1999 &
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Rega F et al.,, 2003 & al obtener Thabut, 2001 & Oto T et al.,, 2006). Por ejemplo, un estudio
retrospectivo examind resultados en 310 trasplantes pulmonares consecutivos, cuyos pulmones de
donantes fueron preservados con solucién Euro-Collins, Papworth o Perfadex (Marasco SF et al,
2011). La preservacion de pulmén con solucion de Papworth se asocié con mayor mortalidad en
comparacién con las otras soluciones; preservacion con Perfadex se asocid con una menor

incidencia de disfuncién primaria del injerto pulmonar en las primeras 48 horas.

Otro estudio examind retrospectivamente la probabilidad de disfuncion primaria del injerto
pulmonar entre 157 pacientes consecutivos, cuyos pulmones fueron preservados con una de las
tres soluciones de preservacion del pulmon (Perfadex, Euro-Collins y Papworth) (Oto T et al,

2006). Perfadex fue superior en la prevencion de los casos moderados a severos de la
disfuncidn primaria del injerto y se evidencio una tendencia hacia la superioridad en la evolucién
post-trasplante (Muhlfeld C et al., 2007 & Okada Y et al.,). En otro estudio retrospectivo, LPD (4161
receptores) se comparé con la solucion (294 receptores) de la Universidad de Wisconsin
(Arnaoutakis GJ et al.,, 2010). LPD se asoci6 con una menor mortalidad al afio entre los
receptores de alto riesgo, pero no se observé ninguna diferencia en la mortalidad general entre los

grupos.

Aditivos farmacolégicos: dos agentes farmacoldgicos, prostaglandinas y glucocorticoides se han
utilizado ampliamente para la preservacion del pulmén. Estos medicamentos son utilizados como
pretratamiento del donante antes de lavar el pulmén y como tratamiento para el receptor,

durante y después de la reperfusidn.

Prostaglandinas: las prostaglandinas E1 (PGE1, alprostadil) e 12 (PGI2, prostaciclina, iloprost (un
andlogo de PGI2)) originalmente fueron elegidos para la preservacién del pulmén, porque su
actividad vasodilatadora compensaba la vasoconstriccién inducida por el frio de la solucion de
preservacion y permitian una mejor distribucion de la perfusion (Puskas JD et al., 1992). Posteriores
estudios han encontrado que las prostaglandinas tienen propiedades adicionales, particularmente la
regulaciéon de la expresion de citoquinas proinflamatorias que son probablemente las mas
importantes en el mejoramiento de isquemia-reperfusion (Novick RJ et al., 1992 & Gohrbandt B et
al. 2005). Muchos centros inyectan rutinariamente en la arteria pulmonar PGE-1 justo antes de
enjuagar con solucion de preservacién el pulmdn, aunque se carecen de datos cientificos en seres

humanos.

Metilprednisolona: altas dosis de metilprednisolona se han convertido en un complemento empirico

61



de los protocolos clinicos mas por sus acciones antinflamatorias (Kirk AJ et al, 1993 &
Venkateswaran RV et al., 2008). Metilprednisolona a 15 mg/kg, por lo general es administrada por
via intravenosa en el donante antes del rescate y en el receptor inmediatamente antes de la

reperfusion

Temperatura de la solucion de preservacidon: mientras la temperatura éptima se ha debatido, en la
mayoria de los centros se utiliza una temperatura de 4 a 8 °C (De Perrot M et al., 2005). La
hipotermia reduce la actividad metabdlica, lo que puede mantener la viabilidad celular frente a la
isquemia (5 por ciento de la tasa metabdlica a 37 °C). La preservacién de la temperatura fria sigue
siendo un componente importante de la preservaciéon pulmonar (DE Pegg, 1986 & Muller C et al.,

1997).

Flush anterdgrado y retrégrado: lavado anterdgrado se refiere a la administracién de la solucion de
limpieza a través de la arteria pulmonar, con drenaje de las venas pulmonares. Flush retrégrado
se refiere a la administracidn de la solucidn a cada vena pulmonar, generalmente de 250 mL a cada
una, con el desagiie a través de la arteria pulmonar. La combinacién de ambos procesos parece
lograr la mejor funcidn pulmonar; la mayoria de centros de trasplantes combinan un lavado

anterdgrado seguido de una descarga retrograda (Venuta F et al., 1999).

En un modelo experimental, una descarga retrégrada mejora la preservacién del pulmdn, en
comparacién con el lavado anterégrado solo (Struber M et al, 2002). Este efecto se atribuyd a un
lavado mas efectivo de eritrocitos en los capilares y a una mejor distribucion de la solucidon. También
proporciona la ventaja afiadida de la eliminaciéon de cualquier codgulo o émbolos en las arterias

pulmonares.

Volumen de solucién de preservacion: aunque los datos cientificos son limitados en relacién con el
volumen ideal de solucion de preservacion, tipicamente alrededor de 60 mL/kg de la solucién se
infunde después de la extraccion del pulmén, esto lava correctamente los pulmones de las
células sanguineas y enfria uniformemente los pulmones (De Perrot M et al., 2005). Generalmente

este procedimiento toma entre 15 a 20 minutos (Fischer S et al, 2001).

Presidn de la infusion de solucidn de preservacion: los datos son limitados en cuanto a la presion
Optima de la arteria pulmonar para la infusidon de la solucién de preservacion. La necesidad de
separacion completa de la cama vascular tiene que ser equilibrada contra el riesgo de lesiones a

la vasculatura pulmonar de baja presion (De Perrot M et al., 2005). Utilizamos normalmente una
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presion de perfusién en la parte inferior (10 a 15 mm Hg) y no se excede de una presién de
perfusion maxima de 22 mmHg (30 cm H20) (Tanaka H et al., 1998 & Sasaki M et al., 1996). Una vez

gue haya salido del lecho vascular, la perfusidn se interrumpe durante el almacenamiento.

Insuflacion de pulmadn: la insuflacidn de los pulmones con una mezcla de oxigeno durante el periodo
de isquemia protege al pulmén. Sin embargo, la informacidén cientifica sobre la presién vy
concentracidn de oxigeno ideal y la insuflacién es limitada (DeCampos KN et al, 1998 & Kayano K et
al.,, 1999). Basado en estudios en modelos animales, se cree que existen tres mecanismos

principales que contribuyen al efecto protector de la insuflacidn con aire oxigenado:
¢ Mantenimiento del metabolismo aerébico eficiente
® Preservacion de la integridad pulmonar del surfactante
¢ Mejoramiento del transporte del fluido epitelial

La insuflacion del pulmdn es generalmente limitada al 50 por ciento de la capacidad pulmonar total
0 a una presion de las vias respiratorias de 20 cmH20 para evitar sobre distencion (DeCampos KN et
al, 1998 & Kayano K et al., 1999). Generalmente, se utiliza una tensién de oxigeno inspirado (FiO2)
que va desde el 30 al 50 por ciento. Una vez que han sido insuflados los pulmones, la trdquea se

sujeta para almacenamiento.

Temperatura de almacenamiento: la temperatura ideal para el almacenamiento de pulmén de
donantes sigue siendo incierto. La preservacion entre 4 a 8 °C disminuye la actividad
metabdlica celular y preserva la funcidn celular, sin embargo el almacenamiento en frio puede
agravar algunos aspectos de la isquemia-reperfusién (De Perrot et al, 2003). Especificamente en el
pulmén, la hipotermia puede causar aumento liquido extravascular y vasoconstriccion pulmonar,
contribuyendo a la disminucidn del intercambio del oxigeno y al aumento de la resistencia vascular
después de la reperfusion. Algunos trabajos experimentales han sugerido que los pulmones que se
conservan a 10 °C en lugar de 4 °C tienen una funcién pulmonar superior después del trasplante
(Wang LS et al., 1989). Sin embargo, la temperatura mas comun para el almacenamiento de pulmén
sigue siendo 4 °C, esto porque la logistica de transporte puede prolongar el tiempo de
almacenamiento y se requieren un margen de seguridad proporcionado por la temperatura mas

baja.

Tiempo de isquemia: no se conocen los tiempos isquémicos éptimos y aceptables, pero a mayor

tiempo de isquemia, mayor es el riesgo de lesiones graves de reperfusién. El tiempo de isquemia de
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hasta 8 horas generalmente se considera aceptable. El riesgo de disfuncion primaria del injerto y el
incremento de la mortalidad a 30 dias, se observa con tiempos de isquemia superior a 8 horas.
Sin embargo, tiempos de isquemia de hasta 10 o 12 horas han sido reportados (De Perrot M et al.,
2003 & Ganesh JS et al., 2007 & Thabut G et al., 2005). Por lo tanto, la decision de aceptar los
pulmones con tiempos de isquemia prolongados se hace dentro de la constelacién del paciente y
en la evaluacion de factores de riesgo predictivos en los donantes del pulmén (por ejemplo, edad,
variables clinicas, historia de fumador, etc.) y también al examen del estado o condicion del

receptor.

Trasplante de pulmén unico (SLT): el trasplante Unico de pulmdn extiende el suministro limitado de
donantes de drganos a mas pacientes, pero ofrece menos funcidon pulmonar como un bufer de
complicaciones tardias. Se realiza una incisién de toracotomia posterolateral o anterolateral
estandar de SLT. Mientras que la ventilacidén es sostenida en el pulmdn contralateral, se extirpa el
pulmoén el cual es desinflado y movilizado. Si desarrolla hipoxemia irreversible, se conecta la arteria
pulmonar para eliminar el shunt a través del pulmén desinflado, sin ventilacion. La hipoxemia
refractaria o inestabilidad hemodinamica en esta etapa seria una indicacién de derivacion
cardiopulmonar, que esta siempre en espera. Finalizada la diseccidn, se deben salvaguardar los
nervios frénico y vago en el lado izquierdo y se debe evitar el nervio laringeo recurrente. Se
extrae el pulmdén nativo y se implanta el pulmdén del donante. La tres anastomosis se realizan
de la regién posterior a la anterior en secuencia anatémica: bronquio, arteria pulmonar y las

venas pulmonares-auricula izquierda.

Bypass Cardiopulmonar: la necesidad de la derivacidn ha sido dificil de predecir antes de la cirugia 'y
varia con la enfermedad pulmonar del receptor. La derivaciéon rara vez ha sido necesaria en
recipientes con enfermedad pulmonar obstructiva, pero ha sido requerida entre el 17 a 41 por
ciento de los pacientes con enfermedad pulmonar restrictiva (Hirt SW et al, 1992 & Triantafillou AN
et al, 1994). Pruebas de funcidn pulmonar preoperatoria y oxigenacion en reposo no han sido
discriminatorias; sin embargo los parametros hemodinamicos preoperatorios pueden ser Utiles (de
Hoyos et al, 1993). En los pacientes con hipertensidon pulmonar severa es mas probable que se
necesite de derivacién. La presion de la arteria pulmonar siempre aumenta cuando se conecta la
arteria pulmonar, mds en pacientes con enfermedad restrictiva que en aquellos con
enfermedad obstructiva, pero el cambio en el indice cardiaco en ultima instancia determina la
necesidad de derivacién. En pacientes con enfermedad restrictiva el bypass generalmente ha sido

necesario, si la disminucion en el indice cardiaco es mayor de 1.0 a 1.5 L/min/m2 (Hirt SW et al.,
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1992 & De Hoyos A et al, 1993).

Anastomosis bronquial: la anastomosis bronquial ha sido el sitio mdas vulnerable para las
complicaciones. El riego sanguineo bronquial a los pulmones del donante se interrumpe
durante el trasplante, por lo que el bronquio donante es dependiente del flujo retrégrado de la
sangre bronquial a través de la circulacién pulmonar, a menos que se realice la directa
revascularizacién bronquial. Originalmente, una anastomosis bronquial end-to-end, combinado
con un omentopexy fue el enfoque estandar y la revascularizacidon directa fue rara vez realizada
(Cooper ID et al. 1987. Sin embargo, la técnica ha evolucionado considerablemente (Shennib H et al.,

1994 & Griffith BP et al., 1994).

La cicatrizacion bronquial ha sido buena sin omentopexy o una envoltura de tejidos (Calhoon JH et
al., 1991 & Colquhoun IW et al., 1994) y el uso de una anastomosis telescdpica, con las porciones
cartilaginosas de los donantes y los bronquios receptores intussuscepted, ahora se ve favorecido

por la mayoria de los cirujanos.

La revascularizacién de la arteria bronquial es anatémicamente y técnicamente factible, pero las
arterias bronquiales de los donantes deben salvarse cuando se rescatan los pulmones. La
revascularizacién se logra por la anastomosis de la arteria bronquial de los donantes y para el
receptor la arteria (mamaria), tordcica interna. Esta técnica ha sido empleada con éxito en uUnico
y doble trasplante de pulmdn, pero agrega algo de tiempo y complejidad a la operacién (Daly RC et
al., 1993 & Pettersson GB et al, 2010). Mientras la revascularizacién tiene un atractivo tedrico, sus
beneficios son inciertos y no ha sido ampliamente empleada (Patterson GA, 1993 & Inci | et al.,

2010).

Una serie de 67 anastomosis bronquiales consecutivas para el trasplante de pulmdn sugiere que
las complicaciones anastomoticas son incomunes, con las actuales técnicas quirurgicas que no
utilizan la revascularizacion bronquial directa (Schmid RA et al., 1997). A lo largo de 236 exdmenes

con broncoscopia, sélo uno de 67 anastomosis (1.4%) mostrd necrosis focal limitada.

Perfusién normotérmica: con el fin de aumentar la disponibilidad de donantes de drganos, se
utilizan los érganos mayores y a veces lesionados del donante. El uso de los pulmones subdptimos
de donantes y las dificultades de evaluacidn de la funcién pulmonar antes de la muerte cardiaca,
han hecho necesario explorar una técnica alternativa de conservacion (Maathuis MH et al., 2007) la
preservacién hipotérmica inhibe el metabolismo celular y elimina la posibilidad de importantes

procesos reparadores que ocurren después de lesiones de 6rganos de donantes. Por esta razdn la
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normotérmia (37 ° C) o cerca de normotérmica (25 a 34 ° C) perfusion exvivo se esta volviendo
popular como una alternativa de preservacién en el trasplante de rifidn y el higado (Brasile L et al,
2002 & Imber CJ et al. 2002). Intentos de usar una maquina de ventilacién y perfusién para la
preservacion del pulmén han fracasado en el pasado, en gran medida debido al desarrollo de
edema pulmonar y aumento en la resistencia vascular pulmonar (Hardesty RL et al., 1987 & Genco

CM et al., 1992).

Un sistema de perfusion acelular ex vivo pulmonar (EVLP) puede mantener los pulmones de
donantes durante al menos 12 horas a temperatura corporal sin inducir lesiones, esto ha sido
probado en los pulmones humanos y porcinos (Cypel M et al., 2008 & Cypel M eta al, 2009). Después
del uso prolongado EVLP, la funcién pulmonar después del trasplante fue excelente. Usando esta
técnica de perfusidn acelular se permite la evaluacion de la funcién pulmonar ex vivo. Sin embargo
otro modelo animal de EVLP tuvo menos éxito; con seis horas de EVLP los problemas pulmonares
se manifestaron por una mayor resistencia vascular pulmonar (PVR) y una mayor presion en la via
aérea hacia el final del procedimiento (Erasmus ME et al., 2006). Un ensayo clinico en curso utiliza
la perfusidon exvivo normotérmica del pulmdn, como un método para evaluar el pulmén de
donantes y optimiza inicialmente todos los pardmetros para el trasplante y su transporte

demostrando el beneficio de este sistema (Wallinder A, et al, 2012 y 2014).

RECURSOS DISPONIBLES:

Plantas fisicas y equipos: Laboratorio de experimentacién animal ICESI que cuenta con quiréfano
y la dotacién necesaria para el procedimiento quirdrgico, Bioterio ICESI y laboratorio de
patologia y medicina de laboratorio de la Fundacién Valle del Lili donde se cuenta con equipos
de histologia, histoquimica, citologia en base liquida, inmunohistoquimica, citometria de flujo,
extraccion de DNA, equipos para cuantificacién y control de calidad del DNA, equipos para
realizar estudios de reaccion en cadena de la polimerasa en tiempo real ( PCR), termocicladores,
citometros de flujo, microscopios de luz y microscopio de inmunofluorescencia para hibridacién in

situ fluorescente (FISH) en el laboratorio de citogenética.

Recurso humano: Contamos con un equipo humano multidisciplinario, donde todos los participantes
somos médicos formados, con especialidad y subespecialidad en hematooncologia, cirugia de
trasplante pulmonar, cirugia cardiovascular, anestesiologia pulmonar, neumologia intervencionista,

patologia pulmonar, patologia molecular y genética molecular. Contamos con un PhD en genética,
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un PhDc en ciencias biomédicas vy un estudiante de maestria en biologia molecular en nuestro
grupo. Ademads del personal técnico quirurgico, circulante, técnico veterinario, bacterioldgico,

bidlogo molecular y cuidado veterinario especializado en el manejo de este biomodelo porcino.

RECURSOS NECESARIOS

Personal: (Recursos convocatoria):
1 personal tipo A (Maestria)
Materiales: (Recursos convocatoria):

Insumos varios para laboratorios cultivo celular.

Insumos varios para la extraccion de medula désea.

Insumos varios para laboratorio de histologia, citologia en base liquida, inmunohistoquimica,
citometria de flujo, citogenética y genética molecular.

Materiales para los procedimientos quirurgicos.

Servicios técnicos: (Recursos convocatoria)
Servicio de Bioterio universidad ICESI para el mantenimiento de los biomodelos.
Equipos (Recursos convocatoria)

Equipos de fibrobroncoscopia, torre de video y pinzas transbronquiales.

PRODUCTOS ENTREGABLES ASOCIADOS A LA INVESTIGACION EN PULMON EN EL

PROYECTO:

e Tendremos un procedimiento documentado, controlado, con trazabilidad y estandarizado
metodoldgicamente en animales en el cual estariamos demostrando su seguridad en humanos.

e Al finalizar la investigacién se obtendrd un biomodelo porcino quimerizado con la capacidad
de determinar los tiempos maximos y minimos de quimerizaciéon y su respuesta a la terapia
inmunosupresora que nos daran una luz de la eficacia del procedimiento y del futuro del injerto.

e Se desarrollardn dos metodologias de seguimiento en biopsia para evaluar la
guimerizacién con pruebas de patologia molecular y genética molecular.

e Iniciaremos una integraciéon para la investigacion regional en terapias avanzadas logrando
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hacer una medicina de traslacion.

EXPERIMENTOS TOTALES ENTREGABLES (PULMON):

Experimentos in vivo subcutaneos . L .
Experimentos in vivo trasplante de drgano

Experimentos in vitro guimerizados con y sin . . . .
. -, completo quimerizado y no quimerizado
inmunosupresion
20 10 12
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5.3.2 .PANCREAS: Quimerizacion de pdncreas para la obtencion de islotes pancredticos para
transplante en modelo animal.

GRUPOS PARTICIPANTES:

e Grupo Farmacologia-Univalle - Escuela de Ciencias Bdsicas, Universidad del Valle
e Grupo de Investigacion Clinica de la Fundacién Valle del Lili

e Universidad ICESI

MARCO TEORICO

La prevencidon y el tratamiento de las enfermedades crdénicas no transmisibles se considera ahora
una de las prioridades en paises donde antes la mayoria de los recursos se destinaban a los

problemas materno- infantiles y enfermedades infecciosas.

Dentro de las ECNT, ocupa puesto de primera linea la Diabetes mellitus, considerada la pandemia
mads importante del siglo XXI, pues la tasa de crecimiento tiene caracteristicas casi catastréficas en

muchos paises, aunado al incremento de otro flagelo, la obesidad y el sindrome metabdlico.

Con el impulso dado por la Declaracién de las Américas (DOTA) varios paises estan desarrollando
programas nacionales de diabetes. La diabetes como un problema de salud publica esta aumentando

en Latinoamérica.’

La Diabetes mellitus 1 (DM1) es causada por la destruccidn autoinmune de las células que secretan
insulina en el pancreas. La falta de insulina da por resultado un nivel elevado de azicar en la
sangre (hiperglicemia). La DM no tratada puede llevar a cetoacidosis diabética a corto plazo, y a
largo plazo a dafio del rifidn, ceguera, y enfermedad cardiaca severa. El tratamiento convencional de
DM 1 se basa en la provision de insulina exdgena. Aunque esta terapia ha sido el soporte principal

de manejo de DM durante los ultimos 80 afios, no es el mas éptimo.

Desde que Banting y Best aislaron por primera vez Insulina (entonces conocida como
“secrecion interna”) de islotes de Langerhans purificados el 30 de julio de 1921, y demostraron que

podia reducir el nivel de azlucar en un paciente con DM1, el remplazo de islotes pancredticos ha
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permanecido como la mejor esperanza para curar la enfermedad.’

Sin embargo esta posibilidad ha probado ser mas dificil que lo anticipado originalmente. Minkowski
fue el primero en proponer la inyeccién de extracto pulverizado de pancreas en

1889, pero encontrd que los efectos toxicos eran inaceptables. Setenta y seis afios mds tarde
Moskalewski demostré que los islotes de pancreas de un cobayo podian modificarse.> Desde
entonces se han hecho muchos esfuerzos encaminados al refinamiento de técnicas de aislamiento

en numerosas especies, incluyendo humanos.

Durante los ultimos veinte afios se han hecho esfuerzos significativos para desarrollar alternativas de
tratamiento de la DM1. Un enfoque general ha sido desarrollar mejores insulinas, y sistemas
mejorados de suministro de insulina, como el pancreas artificial, que es una bomba de infusidn de
insulina regulada por un sensor interno de glucosa. Aunque se han hecho grandes progresos con
estos sistemas, ellos tienen inconvenientes, incluyendo el hecho que son mecdnicos, costosos y

sujetos al fracaso.

Un segundo enfoque es el trasplante de pancreas completo puede dar control metabdlico normal de
la Diabetes.*” De hecho, éste enfoque de tratamiento ha demostrado evitar la recurrencia de
enfermedad renal en receptores de injertos de rifidn, revertir lesiones existentes de
complicaciones diabéticas y mejorar la mortalidad en un grupo de pacientes con neuropatia
autonémica.®® Sin embargo, el trasplante de 6érgano completo requiere cirugia mayor,
inmunosupresion de por vida, e impone otros riesgos, de tal manera que los endocrindlogos han
recomendado éste procedimiento a sus pacientes sélo cuando se ha requerido también un

trasplante de rifidn.

Otra posibilidad es la del trasplante de islotes pancredticos de humanos o de fuentes
animales para remplazar las células nativas destruidas. EL trasplante de islotes ofrece la ventaja de
ser minimamente invasivo, y por lo tanto de riesgo reducido. La seguridad, eficacia potencial y
riesgos minimos del procedimiento son responsables del interés persistente en él.°

Ademas, el trasplante de islotes ofrece una alternativa al incluir nuevas estrategias de
induccion de tolerancia de tejidos trasplantados evitando la necesidad de inmunosupresion

%18 Agin en caso de fallo del injerto de islotes, el paciente no tendrd dafios significantes y

vitalicia
solo revertira al estado de necesitar insulina. El desafio de éste Ultimo enfoque es que el material
trasplantado sufre los ataques autoinmunes de las células originales, ademas que por ser “tejido

extrafo”, estan sujetas al rechazo del injerto por el receptor. Para superar estos problemas, se
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requiere de medicamentos especiales (con efectos colaterales significativos) disefiados para suprimir
la respuesta inmune del cuerpo, y preparaciones especiales de los islotes para que los trasplantes

puedan tener éxito.

Es posible que las fallas del pasado tengan origen en las dificultades para recuperar islotes humanos,
trasplante de cantidades insuficientes de islotes, los efectos antagdénicos de las drogas
inmunosupresoras, incluyendo calcineurina y glucocorticoides, rechazo del injerto y enfermedad
autoinmune recurrente. Mas recientemente se ha reportado éxitos usando métodos que vencen
los problemas técnicos y terapéuticos del pasado, incluyendo inmunosupresion crénica y el
requerimiento de nimero grande de islotes. En la actualidad se estan haciendo esfuerzos grandes
para desarrollar estrategias variadas de tipo inmunoldgico, molecular y celular de manera tal que
éste tratamiento pueda ser disponible para la mayoria de pacientes con Diabetes insulino

dependiente.’”*®

El trasplante de islotes es posible en Colombia teniendo en cuenta la normatividad nacional
(Leyes 92 de 1979 y 73 de 1988, en relacidn con los componentes anatdomicos, y Decreto 2493

04/08/2004.

El trasplante de islotes de pancreas para el tratamiento de los pacientes insulino dependientes, con
control inadecuado de la glicemia a pesar de la terapia con insulina, lleva en investigacién mas de 20
afios. Sin embargo la esperanza que tal enfoque resultaria en libertad a largo plazo de la necesidad
de insulina exdgena, con la estabilizacion de las complicaciones secundarias de la diabetes, no se
han materializado en la practica. De los alotransplantes desde 1990, unicamente el 12.4% ha
producido independencia de la insulina por periodos mayores de una semana, y sélo el 8.2% por un

periodo mayor de un afio.

En la mayoria de éstos procedimientos se requiere un régimen de inmunosupresion
consistente en la induccién de anticuerpos con una globulina anti linfocitica combinada con

ciclosporina, azatioprina y glucocorticoides.

EL grupo de Shapiro en Canada logré demostrar la viabilidad de trasplantes de islotes en pacientes
con Diabetes tipo 1, que presentaban inestabilidad metabdlica e historia de episodios

severos de hipoglicemia, sin_trasplante concurrente de otro drgano. Los resultados publicados

indican que el trasplante de islotes puede producir independencia de insulina con excelente

control metabdlico.
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JUSTIFICACION

Se calcula que en los préximos 10 afios, el nimero de diabéticos en el mundo aumentara
drasticamente, hasta alrededor de 350 millones, incrementando proporcionalmente los costos por

las complicaciones. Es ademas una de las enfermedades infantiles crénicas mds comunes.

Para Latino América (LA), con 500 millones de habitantes, la prevalencia de DM en zonas urbanas
oscila entre 7% y 8%, mientras en zonas rurales entre el 1% y el 2%, y se espera un aumento de 14%
de la prevalencia de DM en los préximos 10 afios, con lo cual se alcanzara una cifra de 20 millones

de diabéticos. *

El mayor determinante del desarrollo de complicaciones tardias es la exposicién prolongada a la
hiperglicemia. No hay duda que una terapia con regimenes de Insulina Intensivos reducen la
aparicion y el progreso de complicaciones de Diabetes, pero ellos no son fisioldgicos vy
conllevan el riesgo creciente de producir Hipoglicemia severa, ademas de constituir un problema

dificil de manejar por los pacientes y sus familias.

La razén para el trasplante de islotes es el de proveer control fisioldégico del estado metabdlico de la
DM1, y prevenir las complicaciones a largo plazo de la enfermedad, como lo enfatizan los hallazgos
del Ensayo de Control y Complicaciones de la Diabetes (DCCT): el control intensivo de la enfermedad
ha demostrado reducir y retardar la incidencia de complicaciones relacionadas con la enfermedad.”
Pero incluso bajo el mejor cuidado, los niveles de azlcar en sangre no vuelven al nivel normal, y los
individuos que reciben la insulina exdgena son susceptibles a las reacciones de hipoglicemia con
riesgos para la vida.(aunque algunos individuos pueden alcanzar niveles de control de la glucosa
cercanos a lo normal con el uso de inyecciones de insulina), estimados en tres a cuatro veces mas
comunes que con una terapia de metas de control de los niveles de glucosa mas laxas. La
hipoglicemia recurrente con pérdida de las respuestas de glucagdn y catecolaminas pueden llevar a
que el paciente no se dé cuenta de la hipoglicemia, lo que requiere una monitoria concienzuda de
los niveles de glucosa para evitar dafios neuroldgicos y cognitivos. Asi mientras se ha demostrado
claramente la necesidad de un control metabdlico normal, otros medios para conseguir éste control

fisiolégico no ha sido establecido.

También, se han ensayado varios enfoques diferentes de tratamiento, con el objeto de
restaurar la produccién normal de insulina en Humanos. La mayoria de ellos se ha enfocado a
trasplante de pancreas completo o de islotes. También se estan desarrollando tratamientos

alternativos al trasplante que incluyen la micro encapsulacién de islotes, la modificaciéon
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inmune de islotes, y la substitucién de las células maduras humanas por islotes animales o fetales.””

22

A pesar de los desafios, ha habido mejoras crecientes en la proporcidn de éxito de los trasplantes de
islotes. Aproximadamente 30 centros mundiales realizan trasplantes de islotes, y en los ultimos diez
afios, se han realizado aproximadamente 400 trasplantes. Mejoras en las técnicas de cultivo, vy
regimenes de inmunosupresion modificada han conducido a supervivencia prolongada del

injerto.

Los resultados mas impresionantes han sido informados por el equipo de la Universidad de Alberta
en Edmonton, Canad3, usando un régimen inmunosupresor libre de glucocorticoides, este grupo ha
podido mantener la viabilidad del injerto por un periodo medio de seguimiento de un afio. Los

resultados de este y otros centros son muy animadores.

El protocolo de Edmonton usado en varios centros alrededor del mundo, representa una “prueba de

principio” que el trasplante de islotes pudiera eliminar la necesidad de la terapia con insulina.

En nuestro laboratorio de In Vitro, Farmacologia, Facultad de Salud, Universidad del Valle en Cali
se utilizara el protocolo de Alberta (Canada) modificado por el Diabetes Research Instituto de la

Universidad de Miami, para la obtencién y purificacion de las células de los islotes 3 de pancreas.

OBJETIVOS QUIMERIZACION DE PANCREAS

Objetivo General:

Implementar el proceso de quimerizacion de pancreas en modelo animal para evitar el rechazo

post trasplante y disminuir la terapia de inmunosupresion de érganos

Objetivos Especificos:

e Quimerizacion de pancreas previo a aislamiento.

e Aislamiento y cultivo de los Islotes pancreaticos.

e Subsecuente implante, en subserosa gastrica.

e Encapsulamiento quimico — alginato polilisina o similares.

e Almacenamiento en dispositivo de platino para implante intraabdominal.

e Realizar el Trasplante de Islotes quimerizados y encapsulados.
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ANTECEDENTES

Trasplante de pdncreas e islotes pancreaticos: varios cientos de tales trasplantes se han hecho.
La tasa de éxito del procedimiento del islote ha ido mejorando y pronto podra rivalizar con la tasa
de éxito del trasplante de rifién, mayor al 80 por ciento. Sin embargo, todos estos trasplantes
dependen de inmuno- supresién para evitar el rechazo del implante — y los métodos actuales de
inmunosupresion tienen efectos secundarios que rivalizan con la morbilidad de la diabetes. Vemos
poca probabilidad de inmuno- supresién sin complicaciones en el futuro cercano (en colaboracion
con la clinica Fundacién Valle del Lili, se efectud el primer aislamiento y trasplante de islotes en

Colombia a un paciente previamente trasplantado de rifién, con éxito parcial).
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Islotes aislados Implante de islotes

Dispositivo Bioelectromecanico

,§ A ¥
1. Monitor de Glucosa continua A I\ B
2 Aigoritmo controlado por computador \ \ \
3 Bomba de insulina \ l \

4 Efecto en el paciente \

Dispositivos bioelectromecanicos (Bomba de insulina acoplada a sensor): se esta
desarrollando un pdancreas electromecdnico, que combina un sensor de glucosa, una bomba
de insulina con un reservorio y una computadora para determinar la velocidad de la bomba.
Una version que incorpora los dos primeros ya estd siendo utilizada por muchos diabéticos, y
en este campo se ha avanzado rapidamente. La principal dificultad ha sido que no hay
ningun sensor de glucosa lo suficientemente sensible, preciso y estable. Por otra parte, la

investigacion sugiere fuertemente que un sensor solo no puede controlar la bomba de
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insulina en la ausencia de informacion acerca de la ingesta caldrica, ya que estd
determinada por la informacién suministrada por el paciente. La mayoria de |la
experimentacién clinica hasta el momento se limita a periodos nocturnos, cuando no

se consume comida.

Medicamentos y terapia de células madre: algunos investigadores estan tratando de desarrollar
medicamentos para controlar el funcionamiento inmune defectuoso que ataca las células beta
e islotes. Otros estdn trabajando en drogas que pueden regenerar las células beta o
mantenerlas con vida y funcionamiento. En un estudio, inyectando a pacientes con sus propias
células madre, para remplazar las células inmunes disfuncionales, permitié el re-crecimiento de

células B productoras de insulina por un tiempo limitado.

Genética e Ingenieria celular: en este enfoque, las células estan disefiadas para evadir el
sistema inmunoldgico del hospedero. Esto puede acompafiarse de inmunosupresion especifica.
Aunque prometedor, la tasa de progreso hasta el momento indica que evasién inmune completa
por células producidas por Bioingenieria (en ausencia de una barrera fisica) no sera posible durante

muchos afios.

Pancreas Bioartificial: el pancreas bioartificial contiene islotes funcionales o células vivas y en
una matriz artificial. La matriz puede ser en principio muchos polimeros diferentes; una especie
comun es el alginato. El componente celular puede ser islotes primarios de Langerhans (cosechadas
de donantes vivos o animales), lineas de células cultivadas o cultivos de células genéticamente
fabricadas. (En ésta fase se tratard de quimerizar pdncreas de cerdo previo al aislamiento, y posterior
encapsulacion y almacenamiento en un reservorio de Platino /lIridio, aleacion totalmente inerte y de
uso comun en implantes en diferentes tejidos. En una fase posterior se hardn los ensayos de
xenotraslantes - ver Australia, con Quimerizacion del Pdncreas de cerdo previo al aislamiento de los

islotes - Este es el enfoque adoptado por nuestro proyecto).

ANTECEDENTES DE LOS INVESTIGADORES EN EL DESARROLLO DE LA TEMATICA

Islotes — aislamiento.

Entre los afios 2002 y 2005 en colaboracidn con el equipo de trasplantes de la Fundacién Valle del
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Lili, se realizaron unos ensayos preliminares de procesamiento de tejido pancredtico, obtencién de
islotes y viabilidad de los mismos. Se procesaron 29 pancreas completos obtenidos de donadores de
drganos con corazén batiente (los demds 6rganos fueron utilizados en los diferentes programas de

trasplantes en varios centros del pais.

Inmediatamente después de obtenido los drganos, extraidos de acuerdo a las técnicas descritas, se
transportaron al laboratorio de IN VITRO en solucién de Wisconsin refrigerada. Después de retirar
las cdpsulas, se cortd cada érgano en trozos pequeiios, y se colocd en solucion de disociacion
Se efectud separacion por gradiente de densidad, se analizé viabilidad total (no diferencia células
endocrinas de exocrinas) por el método XTT ® Roche, y se criopreservaron las muestras
para anadlisis de funcionalidad por determinacidon de Péptido C.). De ellos se recolecté buen

numero de islotes en 20 de los érganos procesados.

Resultados del programa conjunto In Vitro — FVL 2003 — 2006: (Presentados en reunién de

Cosesan en 2006, y simposio de investigaciones, Universidad del Valle, 2007).

Resultados:
CASOS PROCESADOS 29
CASOS ANALIZADOS 20
PROMEDIO EDAD 23.4 Afios
TIEMPO MEDIO INICIO PROCESO 1 hora
PROMEDIO VIABILIDAD (AT - XTT) 85%
H 16
M 7

Determinacion de Péptido C (ng/mL)

Lectura
16
14
. 12
E
B 10
g @
g 6-
& 4,
2_
H= || .
c EEEEEEE s ecENEcEEEEEEEN
1 3 5 7 9 11 13 15 17 19 21 23
Pancreas No.
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Resultados del aislamiento de Islotes.

Edad | Sexo | Peptido C | Viabilidad (AT) | Viabilidad XTT
22 M 1.6 95% 1.004
12 M 1.2 87% 1.024
25 F 12.7 89% 2.800
19 M 8.9 83% 2.290
28 M 14 75% 1.100
20 F 7.3 85% 1.450
15 M >14.0 88% 2.626
23 F 0.61 82% 1.000
18 M >14.0 96% 2.731
35 M < 0.5 88% 1.040
35 F < 0.5 88% 1.001
11 F 1.8 70% 1.040
35 F >14.0 95% 2.731
13 M >14.0 94% 2.607
15 M < 0.5 75% 1.004
35 F 12.9 89% 2430
22 M =7 80% 1.613
18 M =7 72% 2.290
22 M =7 90% 2.320
52 M =7 89% 2179
23 M =7 75% 2.731
22 M =7 82% 1.999
20 M =7 92% 2.000

Sorprendentemente, a pesar de la congelacidn por un promedio de 30 dias, se encontraron niveles
importante de PEPTIDO C en las muestras de los donantes marcados en azul, indicativos de
presencia de un nimero grande de islotes funcionales (en los protocolos descritos se recomienda la
realizacion del trasplante de las células dentro de las siguientes 4 horas después de la extraccién). La
viabilidad de los islotes presentd muy poca variacidon antes y después de la congelaciéon. Nota:
Ninguna de estas células fueron trasplantadas, y se mantienen en congelacién para determinaciones

posteriores.

METODOLOGIA

Trasplante de islotes quimerizado, implantando en mucosa gastrica

e El modelo animal de diabetes serd previamente tratado quimicamente para causarle un
episodio diabético por medio de un método farmacoldgico Av. Diabetol. 2007; 23(6): 432-
438) (Receptor).
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e Posteriormente, se planea quimerizar el pdancreas del donante con células madre
mesenquimales extraidas previamente del cerdo con diabetes (receptor).
e Realizar el proceso de separacion y cultivo de los islotes (como esta descrito en la siguiente

seccion de quimerizacién de érganos.

e Procesamiento de Pancreas del donante para obtencion de islotes:

e Canulacién del Ducto pancreatico

e Perfusion del pancreas en solucién de lavado

e Limpiary remover capsula

e Cortar en trozén el érgano

e Disociacién en agitacién 20-30 minuots camara de Ricordi
e Evaluacién microscdpica del tejido cada dos minutos

e Recoleccidn del material aislado

e Al terminar la separacion de los islotes, se tomardn muestras para control de Calidad asi:

e Proliferacion vy viabilidad celular(XTT, azul de tripam)
e Recuento de islotes y pureza (DTZ)

e Presencia de péptido C

e Concentracién de insulina, proinsulina, glucosa

e Controles Microbioldgicos (bacterias, hongos)

e Posteriormente se hard el implante en los sujetos diabéticos.

Trasplante de islotes quimerizado, implantando en subserosa (o mucosa gastrica.

87



Modelo Animal porcino:

e Serealizaran 15 implantes con esta técnica al modelo porcino diabético (receptor macho)
e Se utilizaran 2 porcinos sanos (sin diabetes), para lo obtencién de islotes

e (donante hembra), por cada implante.

Total de modelos porcinos 30.

ENTREGABLES

Se obtendran 15 modelos porcinos trasplantados con islotes de pancreas quiemerizados implantados
en la mucosa gastrica con sus paraclinicos para determinar funcionalidad y reaccion inmunologica a

los implantes.

BENEFICIARIOS INMEDIATOS

Los beneficiarios inmediatos directos de esta tecnologia serdn pacientes que padecen DM1, quienes
en el futuro cercano podrian ser sometidos a trasplante islotes de pancreas, y aprovechar los
adelantos derivados de éstas investigaciones, permitiéndoles mejorar su calidad de vida y sus
perspectivas de sobrevida. Posteriormente, pacientes diabéticos insulino dependientes, en fase
pre — urémica, para evitar el deterioro de érganos blanco, mejorando no sélo su calidad de vida sino

normalizando su expectativa de vida.

Igualmente, pacientes, entidades que ofrecen los servicios de trasplante, las entidades prestadoras
de salud, la comunidad cientifica en general, y sobretodo, los pacientes que dependen del
trasplante de algun érgano o tejido para continuar su vida, con calidad se beneficiardn en el corto y

mediano plazo de los hallazgos y avances en el campo que resulten del presente proyecto.

A nivel académico éste proyecto contribuird a la formacion cientifica de estudiantes de pre y post
grado, en areas tan diferentes como Ingenieria de tejidos, Farmacologia, Microbiologia, Genética,
Endocrinologia, Medicina Interna, Cirugia, impulsando la investigacién cientifica en nuestro pais,
ofreciendo otras alternativas terapéuticas, a un costo razonable, disminuyendo el impacto

socioecondmico e institucional del pais.

IMPACTO ESPERADO

Esperamos que el procedimiento de Quimerizacién del pancreas, previo al proceso de aislamiento
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de los islotes productores de insulina tendrd efectos importantes, tanto para la comunidad
cientifica nacional, como para los pacientes que padecen diabetes, y la comunidad creciente de
diabéticos, ya que seria la primera vez que se aborda, no solo a nivel nacional sino latinoamericano,

estd metodologia para el tratamiento de la DM.

Ademas, pretendemos abordar una patologia que se ha convertido en un problema socioecondmico,
debido a su morbimortalidad, con el aumento notorio en los costos para los pacientes, sus familias
y para las entidades prestadoras de salud. De hecho, en Colombia, una de las principales
complicaciones, la falla renal terminal se ha convertido en una de los enfermedades consideradas
catastroficas, pues los 22.000 pacientes que requieren hemodidlisis (0.05% de la poblacion general),
consumen un valor superior a los 2 billones de pesos (que significa 2%) del presupuesto total de salud

de la nacion.

Consideramos que es importante avanzar en este campo, apropiarnos de una tecnologia adecuada
para competir a nivel internacional en el campo cientifico, e impulsar en nuestro medio la

tecnologia de los cultivos celulares y la Quimerizacion de islotes.

La técnica de quimerizacidn quizds sea la respuesta al problema inmediato de compatibilidad entre
donadores y receptores, y probablemente pueda ser aplicado a otros érganos vitales, con lo cual

se incrementaria significativamente la tasa de éxito de trasplantes

Adicionalmente, es la primera vez que este tipo de investigacion se realiza en nuestro medio con la

utilizacion de técnicas de cultivos celulares producidos a nivel local.

A largo plazo este programa pretende ser fuente generador de conocimiento y alternativas de

tratamiento a otros usuarios de otros paises de la region.
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5.3.3. BIODISPOSITIVO: Prototipo dispositivo de almacenamiento celular de islotes
pancredticos quimerizados

GRUPOS PARTICIPANTES:

e Recubrimientos Duros y Aplicaciones Industriales- RDAI,
e Farmacologia-Univalle (laboratorio In- Vitro)

e FIQ-Bionanomateriales.

Responsable: Dr. Federico Sequeda Osorio.

ANTECEDENTES

El Grupo de investigacion RDAI fue originado gracias a un proyecto de investigacién con el mismo
nombre, que se adelanté en la Universidad del Valle (Facultad de Ingenieria) en asocio con
COLCIENCIAS y un grupo de industrias por un monto de $3700.000.000 (tres mil setecientos millones
de pesos). Este grupo es dirigido por el Dr. Federico Sequeda Osorio y su propdsito principal es la

elaboracion de Nuevos Materiales - Recubrimientos Duros.
Las lineas de investigacidon son las siguientes:

e Desarrollo de BIOMATERIALES- Recubrimientos Peliculas Delgadas para aplicaciones

biomédicas, incluyendo estudios de BIOCOMPATIBILIDAD.

e Fabricacion de Recubrimientos Duros utilizando técnicas de Deposicion de Vapor Fisico

(PVD-Physical Vapor Deposition).

e Caracterizacién Mecanica, Triboldgica, Estructural y quimica de Recubrimientos.

e Simulacién del Proceso de Deposicidon de Recubrimientos Duros.

El grupo se destaca por sus investigaciones e innovacidn, en el cual se refleja en mas de 80
publicaciones articulos Internacionales y Nacionales en las mejores revistas de su area, categoria A,

COLCIENCIAS.

Actualmente, se trabaja el area de Biocompatibilidad, el cual el objetivo principal es mejorar las

propiedades mecanicas, triboldgicas y biocompatibles (citotoxicidad, genotoxicidad) de sustratos
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fabricados con materiales utilizados en la elaboracién de implantes de cadera, placas, tornillos,
varillas, clavos y otros componentes. Para ello se desarrolléd un proyecto titulado “Estudio de las
Propiedades mecanicas y biocompatibles de recubrimientos para aplicaciones en implantes
Biomédicos”, con un presupuesto de: Doscientos tres millones de pesos ($203.000.000), financiado
por COLCIENCIAS y Universidad del Valle, resultado de ello a nivel académico fue: 1 tesis Doctoral, 5
tesis de pregrado y 2 jovenes investigadores. Se obtuvo la patente titulada “Recubrimiento
Biocompatible tipo multicapa-pelicula delgada S/TiN/Ti/TiZr como tratamiento superficial de
sustratos—(S) de acero 316 L SS, aleaciones Cr- Co y/o aleaciones de Ti para su uso con efecto
neutro sobre la viabilidad de crecimiento celular en aplicaciones biomédicas”, Autores: Alexander
Ruden Mufioz, Federico Sequeda Osorio, José éscar Gutiérrez y William criollo, con Numero: 13-

138093-00000-0000.

Por toda la trayectoria del grupo de investigacion RDAI, en cuestion de materiales y caracterizacion,
se ha trabajado actualmente en el disefio del prototipo, sus dimensiones e investigacion del material

base a trabajar.

DESARROLLO DEL BIODISPOSITIVO PARA ALMACENAMIENTO DE  ISLOTES
QUIMERIZADOS PARA TRASPLANTE

A partir del disefo actual se construira en platino y en aleaciones de materiales biocompatibles un
prototipo del biodispositivo para el aislamiento y almacenamiento celular requerido para el
tratamiento de trasplante de islotes pancreaticos, cumpliendo con los parametros clinicos y de
ingenieria previamente establecidos para su apropiado desempefio en organismos. El
prototipo deberd cumplir con los requerimientos quimicos (inertes y resistentes a |la
corrosion), fisicos (dureza y elasticidad) y de biocompatibilidad (no carcinogénico ni mutagénico). El
prototipo inicialmente se probara a nivel de laboratorio en las etapas in vitro y posteriormente in

vivo.
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platino y en aleaciones de materiales biocompatibles que se implanta bajo la piel (subcutdneo) y
permite el crecimiento en un tiempo determinado de una red de vasos sanguineos alrededor de la
malla (vascularizacién). Después de una adecuada vascularizacién, los islotes son implantados
dentro del cilindro donde los vasos sanguineos podrdn administrarles de manera inmediata
oxigeno y nutrientes vitales al mismo tiempo que se impide el paso a células inmunoldgicas por

efecto de configuracion de la malla.

Los avances en el tema de células madre embrionarias para la consecucion de islotes pancreaticos
representa una importante posibilidad para el tratamiento de la Diabetes Mellitus Tipo 1
(DM tipo1l). Las células madre embrionarias no sélo poseen una alta capacidad de diferenciacién,
sino que su proliferacién es también muy alta, y por tal motivo la comunidad cientifica considera
que este tipo de material puede representar una fuente ilimitada de células y tejidos para el

trasplante.

La meta es reducir los altos costos bio-sicosociales de la diabetes, y por ello es que el Equipo de
Trabajo requiere terminar el proyecto y pasar de la fase de disefio a la de construccién del prototipo

del biodispositivo para llevar a cabo los diferentes ensayos a nivel de laboratorio y de las etapas



preclinicas y clinicas.

En la actualidad, es imperativo contar con el apoyo del Estado para disefiar y crear productos que
mejoren la funcidon de drganos y/o tejidos dafiados o enfermos mediante el remplazo de éstos,

debido a su escasez a nivel local y mundial para el trasplante.

Debemos tener muy presente que cuando clinicamente se opta por el trasplante, se hace necesario
suprimir el sistema inmunoldgico lo que eleva el riesgo para el paciente de contraer otras
enfermedades de tipo infeccioso o neopldsico. En el caso particular que nos ocupa, con la
implantacién del biodispositivo se evitaria el tener que recurrir a este esquema de tratamiento

convencional de la DM tipo 1.

ENTREGABLES

Quince (15) prototipos terminados para su respectiva caracterizacién y evaluacion de acuerdo con

los cronogramas establecidos.

METODOLOGIA

Etapa 1: Revision bibliografica.

Durante todo el proceso se hara una revision bibliografica.

Etapa 2: Adquisicion de materia prima y construccion del prototipo. Adquisicion de la malla y
ensamble segln especificaciones técnicas. Dentro de los materiales que se han evaluado hasta el
presente se encuentran los metales preciosos tales como el platino e iridio y polimeros como el
PTFE y acero inoxidable AISI 316L, esos ultimos a ser utilizados durante las pruebas preliminares
de biocompatibilidad, una vez sean recubiertos con peliculas delgada de platino, preparadas
utilizando la técnica de pulverizacidn catddica existente en el laboratorio RDAI de la Universidad del
Valle.

Etapa 3: Caracterizacidon quimica y estructural de materiales. Estimacion de los factores que afectan

las variables respuesta (determinacién de las propiedades mecanicas, triboldgicas y biocompatibles).

Caracterizaciéon de los materiales usando técnicas de absorcion atémica (AA), FTIR, XRD y XPS
determinando asi su composicion y fase estructural. La técnica de AA juega un papel
importante en las primeras etapas de fabricacién del prototipo, ya que me ayuda a controlar la

cantidad de impurezas presentes en el prototipo.
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Etapa 4: Caracterizacién mecdnica, triboldgica y corrosion de materiales.

Analisis de las propiedades mecanicas (dureza, médulo de Young) por medio de nanoindentacion,
propiedades tribolégicas (desgaste, coeficiente de friccion) bajo el método de Pin on Disc,
propiedades superficiales (rugosidad) - SEM/EDS y corrosidn (erosion estatica y dindmica, medida de

sinergismo).

Etapa 5: Valoracion de biocompatibilidad. Evaluacion de la biocompatibilidad, mediante pruebas de
citotoxicidad en cultivos celulares (Linea Celular de Fibroblastos humanos), mediante Ia
determinacion de la viabilidad y proliferacién celular (Kitt Il XTT Cell Proliferacion ROCHE ®) de los
materiales a utilizar con la linea celular que se encuentra almacenada en termos con N2 liquido en
Banco de Células In- Vitro de la Facultad de Salud. Adicional a esto, se realizaran pruebas de
genotoxicidad por medio del método de intercambio de cromatidas hermanas (Cariotipo) de la linea

celular para determinar alteraciones genéticas.

PROGRAMA DE TRABAJO

Ver Capitulo 9.

98



5.4. APLICACION DE NANOMATERIALES PARA EL CANCER

GRUPOS DE INVESTIGACION.

Fisicoquimica de Bio y Nanomateriales.
Responsabilidad: Sintesis de nanocompuestos y caracterizacién
Fisicoquimica de materiales.

Director: Rubén Jesus Camargo Amado

Farmacologia-Univalle

Responsabilidad: Cultivos celulares, pruebas bioldgicas y
microbioldgicas

Director: Oscar Gutiérrez Montes)

ANTECEDENTES

El grupo Fisico Quimica de Bio y Nanomateriales (FiQ-Bionanomat), en una de sus lineas de
investigaciéon "materiales y procesos para tratamientos en salud", ha realizado investigaciones de
sintesis de bio y nanomateriales por el método sol- gel. Por otro lado en asocio con el grupo de
investigacion Farmacologia Univalle, se han realizado pruebas In Vitro e In Vivo de aplicacion

de los nanocompuestos sintetizados en células cancerigenas y su efecto en células normales.

El grupo FiQ-Bionanomat ha sintetizado nanomateriales hibridos que contienen diéxido de titanio y
ha realizado modificaciones en el proceso de sintesis obteniendo lo que se denomind TiO2-
modificado, a estos nanomateriales se les realizd la caracterizacion fisico-quimica consistente en la
medicién de tamafio de particula, propiedades térmicas y propiedades mecdnicas, con el grupo
Farmacologia se realizaron pruebas de citotoxicidad, genotoxiciad y mutagenotoxicidad al TiO2-

modificado.

Producto de trabajo de investigacion y desarrollo se llegd a uno de los mas grandes logros del grupo
de investigacion que es el obtener un TiO2-modificado que generd citotoxicidad células
cancerigenas Hela (células de cancer de cuello uterino humano), alcanzando un porcentaje de 98.6
% en citoxicidad. Dicho porcentaje se da al exponer las células al efecto combinado del

nanocompuesto y radiacién UV-A por un periodo de tiempo no superior a los 40 minutos.
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Mas interesante aun resulta el descubrir que este nanocompuesto no causé efecto citotéxico sobre
la linea célular CHO de células normales de ovario de hamster chino. Se hicieron pruebas bajo las
mismas condiciones usadas para el caso de las células Hela, concentracion de 100 ppm a 200
ppm, tiempo no superior a 40 min, con y sin exposicién simultanea a luz UV-A, estos resultados
no han sido publicados porque estan en proceso de patente por parte de la Universidad del Valle.
Colciencias a través de la convocatoria 564 del 2012, decidié en febrero de 2013 otorgar los recursos

para patentar los resultados de la mencionada investigacion en al menos tres paises del mundo.

Para este mismo grupo de nanocompuestos posteriormente se les estudié la genotoxicidad y la
mutagenicidad In Vitro, demostrando que los materiales no generan dafo genético ni mutaciones en
las células tratadas, en otras palabras el uso el TiO2-modificado no acarrea la posibilidad generar

mutaciones o dafos genéticos que puedan inducir cancer.

El segundo elemento usado en el proceso es luz UV-A, esta es una luz de muy baja energia
cercana a la de la luz visible, con un potencial minimo de generar dafios conducentes a inducir
cancer, un fotén de UV-A tiene varios millones de veces menos energia que la radiacidn

comunmente utilizada en los tratamientos de radioterapia.

Con las mencionadas investigaciones se abrié igualmente la posibilidad de realizar ensayos In Vivo
en modelos animales, etapa que contribuye en el andlisis, desarrollo y comportamiento preclinico
del proceso. En este camino ya se han desarrollado pruebas preliminares de toxicidad en
modelo animal; como pruebas en Artemia Salina (Reed Muench), los resultados encontrados
muestran que el TiO2 y el TiO2-modificado no alcanzan grado de toxicidad aun en dosis tan elevadas

como las 1000 ppm.

También en modelo animal y fase laboratorio se realizaron pruebas de comportamiento en ratén
albino suizo: con estudios como test de Irwin y pruebas de toxicidad sujetos a una inoculacidon
intraperitoneal del nanomaterial por 10 dias y dosis diaria de 300 mg/(Kg de raton), los
ratones al final del experimento fueron llevados a patologia (Fundacion valle de Lili), los resultados
mostraron la ausencia de cambios histopatoldgicos respecto a los ratones control usados en el
estudio de toxicidad, lo que indica que los nanocompuestos base de este trabajo no generan dafio ni

en tejidos y ni en los drganos de los ratones en las dosis ya mencionadas, es un resultado
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prometedor para este tipo de nanotecnologia. Hace falta hacer pruebas con un mayor nudmero

de animales y a dosis aln mas altas para hacer mds consistentes los resultados.

En el desarrollo preliminar se trabajaron dos proyectos de grado de pregrado y dos tesis de
maestria, dentro del marco de dos proyectos de investigacion financiados uno con recursos de la
Universidad del Valle y otro financiados con recursos de Colciencias, igualmente se publicé un

articulo con un desarrollo también preliminar.

Pregrado:

v" Fabiadn Ernesto Figueroa Jurado, “Citotoxicidad de TiO2 modificado y luz ultravioleta

sobre la viabilidad de las lineas celulares de helay cho”, 2012.

v" Edgar Alfonso Carrejo Castillo, Melissa Milldn Sepulveda, “Efecto citotdxico de la

fotocatalisis heterogénea sobre lineas celulares HELA y CHO en presencia de Pt/Ti02”,
2012.

Maestria:

v" Lina Maria Montes de Oca Reyes “muerte fotocatalitica de células cancerigenas de piel por
efecto del diéxido de titanio (Ti02)”, 2011.
v Mbnica Jimena Basante Romo, “Muerte Fotocatalitica de células de cancer de cuello

uterino (Hela) por efecto de nanocompuestos TiO2-modificado”, 2012.

Proyectos de investigacion:

v" Muerte fotocatalitica de células cancerigenas por efecto del Oxido de Titanio (TiO2)”
(cancer de piel). Univalle proyecto interno 2009-2010

v" Muerte fotocatalitica de células cancerigenas de Utero por efecto del Oxido de Titanio
(TiO2) y radiacidn ultravioleta.” Colciencias, 2010-2012

Articulo:

v" R. J. Camargo-Amado, Efecto fotocatalitico del TiO2-Au sobre células de céncer de cuello

uterino, Ingenieria y Competitividad, Volumen 14, No. 1, p. 9 - 22 (2012).
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OTROS ANTECEDENTES:

El cancer es la principal causa de muerte en los Estados Unidos entre las personas menores de 85
afios. Esta estadistica preocupante del nimero de muertes relacionadas con el cancer se ha
mantenido casi igual [1]. Este hecho acentua la necesidad de una nueva generacidn de terapias mas
eficaces para el cédncer. El desarrollo de nuevas terapias se enfoca en los avances en
nanotecnologias relacionadas con la deteccidén de céncer, el analisis, el diagndstico y la intervencidn

terapéutica [2][3].

La nanotecnologia esta prestando mdas enfoques novedosos, incluyendo terapias para el

cancer. La nanotecnologia abre la posibilidad de hacer futuras terapias combinadas [4].

Estudios han investigado la accién de TiO2 en las ciencias de la vida. La fototerapia de células
malignas ha sido reconocido como un potencial agente fotosensibilizador de la terapia fotodinamica
debido a su efecto foto-toxico [5]. Algunos estudios reportan el TiO2 como una sustancia con
posibles y futuros usos en los tratamientos de diferentes tipos de cancer [6]. El diéxido es tenido
en cuenta por su citotoxicidad al estar expuesto a la luz y se busca sobreponer las
limitaciones existentes en los tratamientos convencionales, elimindndolos parcialmente o

complementandolos [7].

Pocos estudios han explorado la combinacién de terapias fotodinamicas con aplicacién de
nano-TiO2 con la quimioterapia al mismo tiempo [8] y la estrategia de llevar las drogas como
nanoparticulas coloidales ha sido desarrollado para aumentar la capacidad de los medicamentos

contra el cancer inhibiendo la resistencia que pueda presentar la célula a la droga.

El diéxido de titanio (TiO2) es uno de los éxido mas investigado en la ciencia de superficies de dxidos
metadlicos. Sus propiedades fisicas y quimicas estdn determinadas predominantemente por su
superficie [9]. El TiO2 es ampliamente usado como aditivo en alimentos [10]; en desarrollo para uso

como agente antimicrobiano en envases y recipientes para almacenamientos de alimentos.

Los materiales que miden menos de 300 nm pueden ser absorbidos por células individuales [11],
mientras que los nanomateriales que miden menos de 70 nm pueden ser absorbidos incluso por el
nucleo de nuestras células, donde pueden causar un dafio mayor. Sin embargo, la mayor
reactividad quimica y biodisponibilidad de los nanomateriales puede también significar que
las nanoparticulas tengan una mayor toxicidad en comparacién con la misma unidad de masa de

particulas mas grandes. Los campos de estudio sobre la toxicidad de nano-TiO2 aun se encuentran
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en proceso. Interesa conocer que niveles de exposicion podrian tener efectos nocivos para la

salud humana, o si existe un nivel inocuo de exposicion.

Aunque ya existen algunas pruebas, y todos los organismos publicos de evaluacidon de riesgo
reconocen que las nanoparticulas implican una toxicidad diferente, las evidencias cientificas sobre

riesgos de productos de la nanotecnologia son aun escasas.

En cuanto a la terapia fotodinamica (PDT) no hay riesgo de diseminar el cancer en los tejidos
adyacentes, o de farmaco-toxicidad acumulativa. Por lo tanto, se puede repetir la terapia las veces

gue se crea necesaria y se puede aplicar nuevamente sobre el tejido ya tratado [7], [12].

El estudio de eventos celulares y moleculares puede ser investigado mediante técnicas
electrofisiolégicas. En particular, el método de patch-clamp proporciona informacion
detallada. Ademas, la técnica de patch-clamp se ha convertido en un método potente para la
investigacion [13]. Dada la universalidad y la importancia de los canales iénicos, no es sorprendente
que su estudio ha dado lugar a una nueva comprension de los mecanismos de ciertos procesos de la

enfermedad y ha dado una idea de los tratamientos para estas enfermedades [14].

DESARROLLO ACTUAL Y FUTURO

En la actualidad los grupos de investigacidn involucrados en el desarrollo de este tema particular de
la aplicacién de nanocompuestos para el cancer, que encaja dentro de los desarrollos de la Medicina
Regenerativa, continlan trabajando en su fase de laboratorio en modelo animal (In Vivo), en la
determinacion de la toxicidad del TiO2-modificado en dosis repetidas altas y en dosis muy altas que

tienen como tope 5000 mg de compuesto por kilogramo de animal.

Los resultados que se viene generando siguen demostrando que el nanocompuesto no genera
efectos adversos como inflamacidn aguda, crdénica, o granulomatosa crénica, ni necrosis, o
hiperplasia celular, no hay evidencia de trombosis, ni alteraciones vasculares ni fibrosis, los cuerpos
de los ratones en algunos casos de dosis repetidas encapsulan y aislan los rezagos del nanomaterial

gue no es desechado en la excrecion o en la orina.

Necesariamente el paso a seguir es entrar en Fase Preclinica en modelo animal, completar los
estudios de toxicidad en ratones, asi como el requerimiento de modelos a los que se les haya
generado cancer, aplicarles los tratamientos con terapia fotodindmica de TiO2-modificado mas luz

UV-A y hacer contraste con animales sanos y de enfermos de control. Esta etapa aplicaria a modelo
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animal murino. Adicionalmente se requerira hacer estudios a nivel celular y molecular para

determinar los mecanismos de accidon del nanomaterial

EL PROBLEMA OBJETO DE ESTUDIO EN NANOMATERIALES.

En el afio 2000 los tumores malignos representaron el 12% de 56 millones de muertes del mundo.
Ese mismo afio 5,3 millones de hombres y 4,7 millones de mujeres desarrollaron la enfermedad.
Un total de 1.660.290 nuevos casos de cancer y 580.350 muertes por cdncer se preveian que
ocurrieran en los Estados Unidos en 2013 [15]. La agencia internacional de investigacién en cancer
prevé que para el afio 2020 se producird un incremento de 50% en el nUmero de casos nuevos, los

gue llegaran a 15 millones.

Para el Ministerio de salud Nacional el cdncer de cuello uterino es una enfermedad crénica
degenerativa y es considerado es un problema de salud publica creciente. Las enfermedades

crénicas son enfermedades de larga duracién y por lo general de progresién lenta.

Las enfermedades cardiacas, los infartos, el cancer, las enfermedades respiratorias y la
diabetes, son las principales causas de mortalidad en el mundo, siendo responsables del 63% de
las muertes. En 2008, 36 millones de personas murieron de una enfermedad crénica, de las cuales la

mitad era de sexo femenino y el 29% tenian de menos de 60 afios de edad. (OMS).

Es conocido a nivel mundial que el nimero de casos de cdncer aumenta de manera rapida y
progresiva. En Colombia, los incrementos en las tasas de incidencia y mortalidad para la
mayoria de tipos de cancer lo definen como un problema creciente de salud publica, que se ubica
como la tercera causa de muerte en el pais después de la violencia y las enfermedades

cardiovasculares.

Por las estadisticas anteriores es relevante continuar con la investigacion de tratamientos
alternativos como los que el grupo de Fisico Quimica de Bio Y Nanomateriales y el grupo
Farmacologia UNIVALLE estan trabajando. El grupo Fisico Quimica de Bio Y Nanomateriales sintetizé
el nanomaterial TiO2-modificado que luego se usé para atacar células de cancer de cuello uterino

(HeLa) bajo el efecto de luz UV.

Los resultados de la investigacidn previa demuestran la selectividad del nanomaterial, ya que ataca a
linea celular cancerigena (Hela) mientras que no genera dafio a linea celular normal (CHO). Se

lograron citotoxicidades del 98.6% sobre lineas celular Hela en presencia del nanomaterial y Luz UV,
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en 40 minutos de tratamiento. Se comprobdé que el nanomaterial TiO2-modificado no es
genotdxico ni mutagénico, lo que abre la posibilidad de usarlo en dosis repetidas sin el peligro de

generar dafios genéticos o mutaciones que deriven en cancer de algun otro tipo.

Con base a estos resultados es conveniente dar inicio con la etapa de pruebas preclinicas usando

modelos animales para cancer.

El problema a enfrentar se puede resumir en que aunque se tiene evidencia promisoria del

nanocompuesto TiO2-modificado:

No se tienen estudios preclinicos en modelo animal y por lo tanto no se sabe si los efectos
benéficos obtenidos en la aplicacion en fase de laboratorio, se repetiran en una fase preclinica

animal.

Aunque se tienen pruebas preliminares de toxicidad del nanomaterial no se tiene claridad en
cuanto a la toxicidad en dosis muy elevadas y dosis repetitivas, toxicidad crénica. Adicionalmente no
se tiene claridad en cuanto a la dosis aconsejable para un tratamiento ni sobre la dosis maxima
permisible. Hace falta definir los efectos del nanomaterial sobre un tumor cancerigeno en un

modelo animal.

Desde el punto de vista de la ciencia basica es necesario aclarar el mecanismo fisico-quimico y

bioldgico celular por el cual actta el nanomaterial TiO2-modificado.

Aunque se sabe del efecto benéfico del nanocompuesto al provocar la disminucidon practicamente
total de las células cancerosas, y se sabe igualmente que el nanomaterial no afecta las células
normales, no se sabe a ciencia cierta si el TiO2-modificado interactia con la membrana celular, si

afecta los organelos o si traspasa la membrana nuclear.

No se ha determinado si el mecanismo de accién del nanomaterial en cuestion, provoca la muerte

celular por apoptosis o por necrosis o por una combinacién de las dos.

En resumen, por un lado la sociedad tiene un problema creciente de salud publica, el cancer,
mientras que por otro lado los autores de la presente propuesta tenemos resultados de laboratorio
realmente promisorios, que posibilitan en un futuro cercano el ofrecer una nueva terapia para el

tratamiento del cancer, una terapia en teoria sin efectos secundarios vy selectiva en su
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aplicacién, serd una nueva herramienta para el uso del sistema de salud.

Pero para que se haga realidad hace falta el desarrollo de la fase preclinica en animales, mientras en
lo basico hace falta adelantar estudios sobre el mecanismo de accidn del nanocompuesto, fuera y

dentro de la célula, que expliquen como funciona la terapia fotodindmica del TiO2-modificado.
En resumen se tiene un problema evidente, el cancer, se tienen unos resultados en primera fase

prometedores, pero insuficientes para llevarlos a su etapa ultima de uso en humanos, esa brecha se

debe trabajar y se pide el apoyo financiero para hacerlo.

OBJETIVOS PARA INVESTIGACION EN NANOMATERIALES

Objetivo general.

Determinar a nivel preclinico el efecto de terapia fotodindmica TiO2-modificado y luz UV y para

tratamiento del cancer en modelo animal murino.

Objetivos especificos

e Estudiar los fendmenos que gobiernan el mecanismo de accién de los nanocompuestos en la
célula cancerigena y la célula normal. Precisar el efecto del nanocompuesto sobre los

organelos de la célula.

e Determinar la distribucién del nanocompuesto en el exterior y en el interior de la célula y su

mecanismo de transporte.

e Definir el mecanismo de muerte celular de las lineas células en la terapia fotodindmica con
TiO2-modificado.

e Determinar de toxicidad del nanocompuesto en modelo animal.

e Obtener prototipo de fotobioreactor con control de temperatura y tiempo.

e Determinar del efecto del tratamiento fotodindmico sobre tumores cancerigenos en modelo

animal murino.
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METODOLOGIA

Para el desarrollo metodoldgico del proyecto se cuenta con el apoyo de los grupos de investigacion
FISICOQUIMICA DE BIO Y NANOMATERIALES de la Facultad de Ingenieria - Universidad del Valle,
el grupo FARMACOLOGIA UNIVALLE de la Facultad de Salud - Universidad del Valle, al igual
gue los servicios de entidades nacionales como los laboratorios de patologia de la Fundacién Valle

de Lili, los laboratorios de microscopia de la Universidad Nacional Sede Bogota.

Los grupos pondrdn a disposicion laboratorios y equipos; el trabajo conjunto y el conocimiento de
diferentes disciplinas (Ingenieria Quimica, Microbiologia, Farmacologia, Medicina, Medicina

veterinaria, Quimica, Fisica y Ciencias de los Materiales) que exige este proyecto.

Metodoldgicamente el estudio se proyecta en fase preclinica de TiO2-modificado como herramienta

de aplicacion y terapia para el cancer y se divide en las siguientes etapas:

a. Analisis prospectivo.

b. Adquisicién de modelos animales, de reactivos, materiales, reactivos para lineas celulares.
c. Adecuacién fotobiorreactor.

d. Mantenimiento y establecimiento de los cultivos y sub-cultivos de lineas tumorales y sanas.
e. Manejo de modelos animales.

f. Ensayo de toxicidad en artemia salina. g. toxicidad en ratén albino.

h. Estudios del mecanismo de muerte celular.

i. Estudios de transporte del nanomaterial hacia la célula. j. induccion de tumor.

k. Ataque celular con nanocompuestos y radiacién ultravioleta.

a. Analisis prospectivo.

Responsable: Fisicoquimica de Bio y Nanomateriales

Se realizard dentro de las siguientes fuentes de consulta: articulos de revista, libros, normas
técnicas, patentes, libros, tesis y posters. Algunos disponibles en bases de datos como son Science
Direct, SCOPUS, ISI Web of Knowledge. Con la ayuda de software especializado como son RefViz ®
y MATHEO PATENT ©® se realizara un ejercicio de gestién del conocimiento y analisis
prospectivo con busquedas en bases de datos internacionales y en el servicio de patentes de
la Oficina Europea de Patentes, como herramienta util para constante enfoque y el

direccionamiento del proyecto.

b. Adquisicion de modelos animales, de reactivos, materiales, reactivos para lineas celulares.
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Responsable: Fisicoquimica de Bio y Nanomateriales

Se realizara la adquisicién de los reactivos y materiales necesarios para el desarrollo del proyecto. Se
proyecta realizar entre el 80% y el 100% de la compra de reactivos y materiales en el primer afo

de trabajo, incluyendo las lineas celulares y parte de los modelos animales necesarios.

En primer afio, igualmente se adquiriran los equipos (Mufla, Horno, Potensiostato- Galvanostato),
necesarios para la sintesis y adecuacion de los nanomateriales base del tratamiento de terapia
fotodindmica, asi como el Unico equipamiento para caracterizacion del nanomaterial que se
comprara dentro del proyecto (Espectrofotometro aditamentos para fluorescencia), pues las demas

pruebas de caracterizacidn se hardn por contratacién de servicios.

Las lineas celulares American Type Culture Collection (ATCC) que se empleardan en este
proyecto algunas ya fueron adquiridas (Hela, Casky, Leucemia, cancer de mama, CHO) y otras lineas

se adquiriran en los primeros seis meses del presente proyecto. Entre las lineas a comprar se

incluyen cancer de prostata, pulmén, hueso, cerebro y piel. Todas las lineas se preservaran en el
banco de cultivos celulares In Vitro de la seccidon de Farmacologia de la Facultad de Salud, en la

Universidad del Valle.

Los modelos animales ratén albino se usaran tanto en las pruebas de toxicidad como en los ensayos
de induccion de cancer con y sin inmunosupresidn, se adquirirdn en el bioterio de la Facultad de

Salud Universidad del Valle.

Los modelos animales con supresién genética de la p53 (JAX Mice Trp53) y los ratones con
deficiencias en el sistema inmune (Nu/nu), se usaran para ensayos de inducciéon de tumores

cancerigenos y se adquiriran via importacion ya sea de Estados Unidos, México o Brasil.

Los modelos animales con tumores cancerigenos ya desarrollados a usar en los ensayos finales con
nanocompuesto modificado de TiO2 y luz UV-A, tendran dos posibles fuentes la primera y base de
trabajo serdn ratones adquiridos en Jackson Laboratory de Estados Unidos
(B6.129S4(Cg)-Trp53tm2.1Tyj/J), que son ratones a los que ya le han desarrollado tumores con
procedimientos probados y caracterizados. Como una segunda opcién o fuente de ratones con
tumores, a modo de experimentacion se intentard la induccidn de cancer y la obtencidn en

nuestros laboratorios de ratones con tumores desarrollados.

Los otros reactivos a comprar incluyen medios y aditivos para cultivo celular, precursores para
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sintesis de TiO2 modificado, fungibles para fotobioreactores.

c. Adecuacion fotobiorreactores.
Responsable: Fisicoquimica de Bio y Nanomateriales

El grupo Fisico Quimica de Bio y Nanomateriales tiene la experiencia en disefio y construccién de
fotobiorreactores, se construird y adecuard los fotobiorreactores necesarios para cumplir con el
objetivo de determinar el mecanismo de accién, la difusividad del nanomaterial a través de la

membrana celular en presencia de luz UV.

Se desarrollaran dos tipos diferentes de fotobiorector, el primero serd una continuacién de los ya
construidos y consistird de una camara de reflectancia usando lamparas como fuente de
radiacion UV, agitacién, control de temperatura y tiempo de exposicidon, se partird de los ya

construidos y que se muestran en la Figura siguiente.

Prototipo de Fotobioreactor ya desarrollado en la Universidad del Valle.

El segundo modelo sera un fotobioreactor LED portatil, flexible y de alta intensidad de luz UV-A para
su aplicacién en el modelo animal y que se pueda adaptar al animal y que en estudios futuros

sirva para aplicar la terapia fotodinamica en modelos de mayor tamafio como conejos.

d. Mantenimiento y establecimiento de los cultivos y sub-cultivos de lineas tumorales y sanas.

Responsable: Farmacologia Univalle
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Las lineas celulares se mantendran en el banco de cultivos celulares en la Universidad del Valle. Se
establecerdn cultivos y subcultivos de las lineas celulares por dos motivos, primero para el estudio
del mecanismo de accidon del nanocompuesto tanto en células neopldsicas como en células

normales y el segundo para los procesos de induccion de cancer en los modelos animales.

En el momento se cuentan con lineas celulares todas ATCC (Hela, Casky, Leucemia, cdncer de
mama, CHO), adicionalmente se adquiriran cinco lineas celulares que son cancer de prostata, de

pulmdn, de hueso, de cerebro y de piel todas igualmente de ATCC.

e. Manejo de modelos animales.
Responsables: Farmacologia Univalle, Fisicoquimica de Bio y Nanomateriales

Los modelos animales se mantendrdn en el Bioterio - Facultad de Salud de la Universidad del Valle.
La especie que se usard para hacer estudios de toxicidad analizando dosis Unicas, dosis repetidas y

dosis limite extra alto de 5000 mg de compuesto por Kg de ratén es:

Nombre: Ratdn albino suizo

Sexo: hembra y machos Edad: 21

dias.

Peso: 17+ 3 g.

Numero minimo para obtener resultados: 55.

Numero aproximado de animales que se va a utilizar: 65 a 75.

Los modelos animales que se usaran para ensayos de inducciéon tumores cancerigenos son:
Nombre: Ratdén albino suizo, los nu/nu, los JAX Mice B6.Trp53.

Numero minimo para obtener resultados: 30 Albinos, 40 Nu/nu, 8 B6.Trp53.

Numero maximo: Lactantes (5 camadas).

Adecuacion cdmara: Tanto para los ratones Nunu como para los B6.Trp53 se adecuard una camara
pequefia y portatil con temperatura controlada, humedad controlada, reflujo de aire y periodos de
luz y oscuridad controlados. Estas camaras se instalaran dentro de un cuarto limpio con el que

cuenta el Grupo Farmacologia-Univalle.
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Ratones Nu/un y ratones p53 modificados. Modelos

Animales con tumores cancerigenos desarrollados son:

Nombre: B6.129S4(Cg)-Trp53tm2.1Tyj/J), estos ratones pueden ser comprados con tumores de
diferentes tipos de cdncer, para la presente investigacion se trabajardn con tumores ya sea de
cancer de mama, papiloma de plexus cloroide, cancer colorectal, carcinoma hepatocelular o
cancer pancreatico ya disponibles comercialmente.

Numero minimo necesario: 20 entre hembras y machos.

Numero maximo: 30 entre hembras y machos.

Adecuacion cdmara: Para los B6.12954(Cg)-Trp53tm2.1Tyj/J se adecuard una camara pequefia y
portatil con temperatura controlada, humedad controlada, reflujo de aire y periodos de luz y
oscuridad controlados. Esta tercer cdmara se deberd instalard dentro de un cuarto limpio con el

que cuenta el Grupo Farmacologia Univalle.

Produccion y mantenimiento

Por su condicion de inmunodeficientes y enfermos, tanto los ratones nude, los B6.Trp53 y los
B6.129S4(Cg)-Trp53tm2.1Tyj/), deben obligatoriamente mantenerse en ambientes en los que se
hayan instalado barreras sanitarias estrictas. La categoria microbiolégica de los nude debe ser la de
animales SPF (Specific Pathogen Free), esto significa que tendran su flora intestinal normal pero

deberan estar libres de todos aquellos microorganismos especificos capaces de causar infecciones.

En condiciones convencionales pueden sobrevivir entre 14 y 30 dias. El bienestar de estos animales
depende, en gran medida, del sistema de alojamiento que se elija y del disefio y control del
ambiente, factores que son criticos para la producciéon y el mantenimiento. Ademas se deberan

tener en cuenta las siguientes recomendaciones:

1.- El ambiente fisico debe disefiarse y operarse de manera tal que permita establecer
controles ambientales estrictos, brindando seguridad y confort a los animales, minimizando las

posibilidades de introduccion o transmision de agentes infecciosos. No solamente se los puede
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mantener en habitaciones acondicionadas con filtros absolutos (HEPA), sino que existe la
alternativa de alojarlos en aisladores flexibles, cabinas aisladoras, estantes ventilados o

microaisladores.

2.- La estabilidad ambiental se logra mediante un buen disefio del sistema de ventilacion, del

control de la temperatura, de la humedad relativa, y de la velocidad y presion del aire.

3.- Las dreas de servicios tienen que funcionar como una barrera efectiva entre los animales y el
ambiente exterior. Estas estan disefiadas especificamente para el lavado y esterilizacion de
insumos, ademas se debe contar con un depdsito de equipamiento, de alimento y lechos; un area
de cuarentena; sala de necropsias; e instalaciones para el tratamiento y eliminacion de los

desechos.

4.- Las cajas, rejas, comederos y bebederos que se utilicen para el alojamiento de los animales deben
estar de acuerdo con las normativas internacionales en cuanto a su material, dimensiones y disefo;
con el objeto de brindar el maximo confort a los ratones y de facilitar en forma eficiente su limpieza

y esterilizacion.

La instalacion de barreras absolutas brindara la seguridad necesaria para evitar contaminaciones.

Existe la necesidad de establecer procedimientos para el tratamiento de todos los insumos que se

pondran en contacto con los ratones nude, Trp53 y los B6:

e El alimento debe ser estéril (sometido a autoclave o a irradiacion) al igual que el agua de
bebida.

e El ratén desnudo requiere una temperatura mas elevada que las cepas tradicionales, se
recomienda entre 25 +/- 12 C, y se debe considerar que en caso de alojarlos bajo un flujo
laminar de aire continuo necesitaran una temperatura de 282 C para compensar la pérdida de

calor corporal.

La humedad relativa se estandarizard entre el 40 y el 60 %, y la ventilacion entre 10 y 15

recambios de aire por hora.

Un fotoperiodo uniforme luz/oscuridad de 14-10 horas respectivamente es el
adecuado; teniendo en cuenta que se debe evitar una iluminacion excesiva provenientes de

artefactos fluorescentes.
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Es conveniente mencionar que en ningdn momento del experimento, ninguno de los animales se
paralizara con agentes quimicos, ni restricciones fisicas mayores a 12 horas, ni se le inducira distress
nutricional por mas de 24 horas. El grupo de Farmacologia UNIVALLE tiene la experiencia y los

profesionales expertos para manejo de modelos animales.

En resumen anticipado el nimero de animales a utilizar de cada tipo de ratén y su relacién con las

actividades se muestra a continuacion:

TIPO RATON ACTIVIDAD NUMERO DE RATONES
Albinos Toxicidad dosns' Unica, dC')?IS r?petldas, prueba 120 a 140
Irwin, Inducciéon cancer
Nu/nu Induccidn cancer 40a 50
B6.Trp53 Induccién cdncer 8al2
B6.12954(Cg)- Tratamiento con nanocompuestos y radiacion 20225
Trp53tm2.1Tyj/) ultravioleta de tumores

f. Ensayo de toxicidad en artemia salina.
Responsable: Fisicoquimica de Bio y Nanomateriales, Farmacologia Univalle

Para determinar el grado de toxicidad del nanomaterial y la dosis letal 50 en modelos

animales, se realizardn ensayos de Artemia Salina, en los laboratorios de Farmacologia UNIVALLE.
g. Toxicidad en ratén albino.

Responsable: Fisicoquimica de Bio y Nanomateriales, Farmacologia-Univalle.

Para determinar la toxicidad de los nanomateriales in Vivo se realizardn la prueba de Irwin y
posteriormente pruebas de toxicidad por exposicién dosis repetida, prolongada y altas y exposicion

a dosis extra altas superiores o iguales a 5000 mg/Kg de ratdn.

Los modelos animales que se usaran son ratones albino suizo, que se adquiriran en el Bioterio de la
Universidad del Valle, Facultad de salud.

Nombre: Ratdn albino suizo Sexo: hembray

machos Edad: 21 dias.

Peso: 17+ 3 g.
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Numero minimo para obtener resultados: 24.

Numero aproximado de animales que se va a utilizar: 30 a 40.

Las pruebas de toxicidad se realizaran en los laboratorios de Farmacologia UNIVALLE, y
posteriormente, las muestras se llevaran a patologia en la Clinica Valle de Lili por contratacién de

servicios, para definir la forma como el cuerpo asimila, rechaza o expulsa los nanocompuestos.

La prueba de Irwin ocupa un lugar destacado en la valoracidon preliminar de nuevos
compuestos posiblemente activos sobre Sistema Nervioso Central (SNC). Su sencilla realizacion asi
como la suficiente validez de los datos aportados hacen que su practica sea de gran utilidad antes

de proseguir la Investigacién con pruebas de mayor complejidad.

El desarrollo de esta prueba quedara se resume en tres grandes categorias:
Estudio de comportamiento (alerta, aseo, irritabilidad, otros).
Estudio neuroldgico (temblores, convulsiones, ataxia, otros). Estudios

relacionados con el SNA (salivacién, hipotermia, midriasis).

Se realizara la prueba de Irwin y la prueba de Irwin modificada en los ratones. Los ratones se

someterdn al siguiente procedimiento.

1. Fase de observacidon sin manipulacion.

2. Fase de observacién con manipulacion.

En cada fase se estudiaran diferentes parametros, evaluados segun un sistema de

puntuaciones "standard" previamente establecido.

Una vez terminado el test de Irwin los ratones de un llamado GRUPO A se dejaran por 10 dias,
transcurrido este tiempo los ratones seran llevados a patologia, la dosis sera administrada una sola
vez. Se experimentara con el GRUPO B realizando el test de Irwin y continuando con la prueba de
toxicidad crénica a este mismo grupo.

Prueba de toxicidad.

Toxicidad aguda:
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La investigacidn de los efectos agudos pretende clasificar los nanomateriales por su peligrosidad. Se
entiende por toxicidad aguda la capacidad de una sustancia para producir efectos adversos tras una

sola exposicidn, que pueden variar de irritaciones en las mucosas a la muerte.

Para lo que se determinara la DL50 como el mejor indicativo de la capacidad toxica. Se tendra en

cuenta:

a-Una DL50 inferior a 25mg/kg es tan fuertemente toxica, que no es necesario determinarla con

exactitud. [16]

B-DL50 superiores a 5.000 mg/kg representan tan baja toxicidad aguda, que tampoco deben ser

investigadas con exactitud [16].

De acuerdo a la determinacién de la DL50 se clasificara al nanomaterial como muy tdéxicos, téxicos o
nocivos y no téxicos. El tiempo para que se produzca la muerte por intoxicacion aguda es de 24
horas. Se mantendran todos los ratones en un ambiente idéntico (5 dias antes del ensayo) y se
efectuara la administracidn en ayunas a la misma hora, para evitar las influencias ambientales y los
ritmos o ciclos circadianos. Posteriormente seran estudiadas las alteraciones morfolégicas e
histopatoldgicas como inflamacién aguda, hemorragia intersticial, dafio alveolar difuso o trombos, al
igual que la excrecién proteica cualitativa y su comportamiento. Estas pruebas se haran por
contratacion de servicios en la Clinica Valle del Lili y por HPLC a contratar en una Universidad o

centro en Cali que cuente con el servicio.

Toxicidad por exposicidn repetida o prolongada:

Los efectos por exposiciones prolongadas y de drgano diana se estudian basicamente en ensayos por
dosis repetida, se determinara la toxicidad durante 30 dias, y seran sacrificados a los 15 dias. Debido
al metabolismo rapido de los animales y buscando forzar la aparicidon de signos de toxicidad por
administracidn repetida se aplicard el nanomaterial cada 24 horas, via Intraperitoneal con una dosis
de 600 mg/kg de ratdn en un volumen de 0.1 ml. Se evaluaran alteraciones morfoldgicas e
histopatoldgicas, al igual que el estudio de la expresidn de proteinas cualitativamente y

estudios de comportamiento.

Se realizard estudio de drganos diana donde se busca determinar por histopatologia, histoquimica,
immunohistoquimica, estudio proteico la posible reversibilidad de los efectos detectando si son

acumulativos o retardados, la presencia de inflamacién aguda, inflamacidn crdnica, necrosis,
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apoptosis, formacién de células gigantes de tipo cuerpo extrafio o trombos y otros cambios
morfoldgicos que se pudieran encontrar. La administracion del nanocompuesto serd diaria, con
estudios observacionales fisicos y finalmente se sacrificaran todos los animales a los que se les
realizara autopsia, estudio anatomopatolégico macroscépico, se pesaran todos los drganos y se
dispondran para el estudio microscdpico. Entre los érganos a analizar se incluirdn bazo, timo vy
nodulos linfaticos para evaluar efectos inmunotdxicos. Estas pruebas se hardn por contratacién de
servicios en la Clinica Valle del Lili y por HPLC a contratar en una Universidad o centro en Cali que

cuente con el servicio.

h. Estudios del mecanismo de muerte celular.
Responsable: Fisicoquimica de Bio y Nanomateriales, Farmacologia Univalle

Se realizaran ensayos para determinar si la muerte celular es apoptdtica o necrética, determinando
la activacion de la caspasa 3 y caspasa 9 con ayuda de biomarcadores, estudios morfoldgicos,
patoldgicos y mediante analisis microscopia electrénica de barrido (SEM). Se haran por servicios a

contratar con la Fundacidn Clinica Valle de Lili.

i. Estudios de transporte del nanomaterial hacia la célula.
Responsable: Farmacologia Univalle, Fisicoquimica de Bio y Nanomateriales

Se siembran células Hela y CHO en placas Falcon Culture Slides de 8 pozos. Posteriormente, se
adicionard los nanomateriales y se procede con un seguimiento a los 5, 10, 20, 40, 60, 80 minutos de
contacto de los nanomateriales con las células, se observara el posible transporte del nanomaterial
desde el medio en que se encuentra hasta la célula misma, para tal efecto se usard un microscopio
SEM y como marcador se usara el contenido de titanio en la muestra, la técnica especifica

serd el mapeo por SEM-EDS.

Se llevaran placas con células HelLa y CHO al fotobiorreactor y se expondran a luz UV por tiempos de
10, 20, 30, 40 minutos, cada placa se llevara a patologia y morfologia en la Fundacién Valle de Lili.

De igual manera las placas seran analizadas mediante SEM-EDS, haciendo un mapeo composicional.

Para estudiar el transporte del nanomaterial, adicionalmente se analizard haran pruebas con el
método de Patch clamp, estudiando los canales i6nicos en diferentes niveles, se puede tanto utilizar

la técnica de célula completa, para analizar la actividad de todos los canales de la célula, como
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también realizar registros de conductancia de un canal especifico [17][18] . Mediante el método
Patch clamp se manipulard la composicién tanto del medio extracelular como del intracelular

durante un registro, determinando la variacidon de concentracion del nanomaterial en la célula.

La Universida del Valle cuenta con el equipo para desarrollar el ensayo con la técnica Patch

clamp.

j- Induccién de tumor.
Responsable: Farmacologia Univalle, Fisicoquimica de Bio y Nanomateriales

Los ensayos in vivo se hardan con ratones Albinos, con ratones albinos quimicamente
inmunosuprimidos, ratones Nunu y ratones genéticamente modificados en la B6.Trp53. Se usardn
algunas de las lineas celulares cancerigenas de las disponibles ATCC, igualmente se intentarad hacer
seno trasplante, trabajando con tumor de cancer humano aplicado en el modelo animal. El
grupo de farmacologia UNIVALLE cuenta con experiencia en el manejo de células, cultivos y células
madre y neoplasicas. A través de convenios interinstitucionales y previo cumplimiento de los
requerimientos éticos y bajo los procesos de consentimiento informado, se tendrd acceso a

muestras preservadas de tumores cancerigenos humanos.

En la literatura [19], se conoce el protocolo de induccidn de cancer de melanoma en ratdn
modificado genéticamente B6.Trp53, este protocolo sera el seguido en el presente proyecto pero
se cambiaran las células de cancer a utilizar, se trabajara con Hela o Casky y se dejara abierta la
posibilidad de trabajar con algunas de las otras lineas que tendra a su disposicién el proyecto y que
se ha mencionado antes en el documento. En las pruebas preliminares y como validacién de la

técnica se trabajara con melanoma o céncer de piel.

El protocolo en mencidn se describe a continuacién:

Modelo melanoma subcutaneo en raton.

El modelo subcutdanea es ampliamente utilizado para la evaluacién de la terapia en muchos modelos
tumorales, incluyendo el melanoma B16. Tras la inyeccidn subcutanea, B16 formard un tumor
palpable en 5 a 10 dias y crecer a un 1 x 1 x 1 cm de tumor en 14 a 21 dias. Cuando se le permite

crecer mas grande, los tumores a menudo se vuelven necréticas en el centro y comienza a ulcerarse
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o sangrar; es aconsejable a sacrificar a los ratones antes de este punto. La dosis tipica usada es 1 x
105 células / ratén, que es 1,5 a 2 veces la dosis tumorigénica minima en normales C57BL / 6
ratones. Es importante tener en cuenta que, para los experimentos de crecimiento de tumores
subcutaneos, la  técnica de inyeccidn es extremadamente importante. Cada ratén debe mostrar
una "ampolla" claramente visible, definido después de la inyeccidn; si no, una nuevo ratén se debe
utilizar. Los ratones sin una "ampolla" clara mostrara un crecimiento tumoral diferida o

ningun crecimiento en absoluto.
Materiales

Cultivo B16, < 50% de confluencia

Tripsina / EDTA (Life Technologies)

Medio completo (CM), 4 ° C

Solucidén salina equilibrada de Hanks (HBSS), hielo
Ratones de 6 - a 12-semanas de edad, hembra C57BL/ 6
Etanol 70%

Tubos de centrifuga cénico de 50 ml

Rotor de centrifugar y Sorvall H-2000B , 4 ° C Filtro

de células desechable (Falcon)

Jeringas desechables de 1 mly 27 %-G agujas
Calibrador.

Reactivos adicionales y equipamiento para trypsinizing cells, es necesario hacer conteo célular en un
hemocitometro, y hacer la determinacion de la viabilidad por exclusion con azul de tripano, tener en
cuenta la restriccion de ratones (UNIDAD DE 1,3), marcar orejas de los ratones (UNIDAD DE 1,5), y

tener buena técnica en la inyeccion subcutanea de ratones (UNIDAD 1.6)

Preparacion de celulas B16.

1. Asegurese de que las células B16 se encuentran en la fase de crecimiento logaritmico
cuando se cosecha para la inyeccidn, es decir, los frascos deben ser < 50% de confluencia.

Que no se dividen las células tumorales de los matraces confluentes puede tardar menos.

2. Apirar el medio, enjuague el frasco brevemente con 3 ml de tripsina / EDTA, y aspirar de
nuevo.

El enjuague ayuda a eliminar el suero bovino fetal (FBS).
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3. Afiadir 5 ml de tripsina / EDTA e incline para asegurar que todas las células estan cubiertos. Golpee
firmemente lado del frasco hasta que las células se desprenden y se deslizan por la superficie de
cultivo.

No deje a las células con la tripsina por mds tiempo de lo necesario, para garantizar una alta
viabilidad.

4. Anadir 5 ml de medio completo frio y pipete vigorosamente para obtener las células en
suspension.

5. Trasladar el material al tubo de centrifuga cénico de 50 ml y afiadir 40 ml de CM frio para
neutralizar la tripsina. Precipitar las células durante 10 min a 663 x g (en un rotor Sorvall H-
20008 a 1500 rpm), 4 ° C.

6. Decantar células sobrenadante y volver a suspender en HBSS enfriado con hielo, con el
objetivo de 1-5 x 106 células / ml.

7. Pasar la suspension a través de Filtro de células desechable para eliminar los grumos. Contar las
células vivas utilizando azul de tripano. Viabilidad debe ser> 90%.

8. Ajuste concentracién de células a 1 x 106 células / ml en HBSS enfriado con hielo.

Inoculacion del raton.

9 . Reubicar la drea de trabajo, una instalacién donde se puedan mantienen ratones hembras

C57BL/ 6 de 6a 12 semanas de edad, y que las células se mantengan en hielo.
Inyectar las células tan rapidamente como sea posible después de la preparacion; viabilidad

disminuye lentamente con el tiempo, incluso en hielo.

10. Resuspender las células por invirtiendo el tubo varias veces. Llene 1 ml jeringa 27 % - G
aguja.

11 .Mojar la piel abdominal con 1 o 2 gotas de etanol al 70 %, separando los cabellos para que la piel
se vuelve claramente visible. La aguja perpendicular al abdomen.

12. Inserte la aguja muy superficialmente, de modo que sea visible a través de la piel semi-
transparente. Esto requiere un poco de practica; la clave es permanecer muy superficial sin
reemergentes a través de la piel.

13. Deslizar la aguja 5 a 10 mm por via subcutdnea e inyectar 100 ul de la suspension de
células; y poner atencion a la apariencia de una " ampolla".

Si no se inserta la aguja lo suficiente resultara en fugas de la suspensiéon del tumor cuando los
ratones masajean la zona después de la inyeccién. Si no hay resultados claros " ampolla ", se debe

sacrificar el sacrificioy se debe utilizar un ratén nuevo.
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14. Retirar suavemente la aguja y llevar al ratén a la jaula.

Deseche los ultimos 0.5 ml en la jeringa.

Seleccion aleatoria de los ratones y el seguimiento.

15. Etiquetar en oreja a los ratones y meterlos en forma aleatoria en las cajas, asi se podra
cegar el experimento.

16. Observar los ratones para el crecimiento tumoral. Utilice calibradores para medir tumor
perpendicular y didmetros. Los tumores deben convertirse palpable en 5 a 10 dias. La humectacion

de la piel con etanol al 70% facilita la deteccidon temprana del tumor.

El protocolo para inducir tumor en ratones mediante la Linea celular Hela es:

1. Se cultiva las células Hela in vitro, se mantienen a 37°C.

2. Las células Hela son inyectadas en la espalda de ratones (2 x 106 células / ratén).

3. Cuando el tumor ha alcanzado un tamafo 10 mm alrededor de 2-4 semanas después de la
inoculacidn de las células, se sacrifica al ratdn por dislocacion cervical.

4. Se extirpa el tumor con unas tijeras y pinzas estériles.

5. Remover el material necrético del tumor y preparar fragmentos de 3x3x3 mm con
escarpelo.

6. Implantar un fragmento de tumor por ratén (de 5 a 8 ratones).
7. Después de 2 a 4 semanas se sacrifica el ratdn, y se fragmenta al tumor 3x3x3 mm.

8. Se implantan un fragmento por ratén. (Se repiten los pasos 3 al 5)Después
de 5 trasplantes, se remueve el tumor de uno de los animales y se fija en la solucién de Dubosc-
Brasil y se procede a una rutina de evaluacidn histoldgica para chequear que la histologia del tejido

tipica del tumor se mantenga 27.

El volumen del tumor puede calcularse usando la ecuacién V= ab2/2, donde a es la longitud

(mm), b es el ancho (mm), y V es el volumen (mm3) de tumor 28,29.

Materiales para la Solucién dubosc- Brasil:

4.5 g/L de acido picrico. 27.3% (v/v) formaldehido ( de un 37% stock)
6.8% (v/v) acido acético. 56.8% etanol (de un 95% stock). Se puede almacenar hasta 1 mes a

temperatura ambiente. Cuando el tumor inducido en el modelo murino tenga una dimensién mayor
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o igual a 1 cm?, se sometera al tratamiento con el nanocompuesto de TiO2 modificado a diferentes

dosis, todos bajo la aplicacion de luz UV.
k. Tratamiento con nanocompuestos y radiacién ultravioleta de tumores.

Responsable: Fisicoquimica de Bio y Nanomateriales

Una vez adecuado los fotobiorreactores y se tengan los modelos animales con cancer, con tumores
cancerigenos subcutaneos y se tenga sintetizado el TiO2 modificado, se hara el tratamiento de
terapia fotodindmica de tumores cancerigenos en modelo animal ratén, con TiO2-modificado y la

radiacion UV-A.

Como punto de control y contraste se tendrdn ratones igualmente afectados por un tumor
cancerigeno a los que no se les someterd al tratamiento. Las variables a tener en cuenta en los
ensayos serdn la dosis o concentracién de nanoparticulas obtenidos como resultado de los ensayos
de toxicidad y citotoxicidad, la presencia o no de luz UV-A y el tiempo exposicion, los valores de

tiempo se toman de la experiencia previa del grupo investigador.

Se analizard el crecimiento del tumor después del tratamiento celular con nanomateriales y se
tendrd en cuenta la curva de sobrevida tumoral y la sobrevida de los ratones tratados y no

tratados.

Nombre: B6.12954(Cg)-Trp53tm2.1Tyj/J,
Numero minimo necesario: 20 entre hembras y machos.

Numero maximo: 30 entre hembras y machos.

El protocolo a seguir en los tratamientos fotodindmicos con TiO2-modificado en modelo

animal murino sera:

1. Anestesiar el raton aplicando los sedantes acorde con el peso de ratén usando la mascara
para raton vy el equipo para anestesia.

Hacer incisidn y separar la piel hasta dejar expuesto el tumor.

Aplicar e inyectar en el tumor la suspensién con el nanomaterial.

Aplicar la luz UV-A directamente sobre el tumor usando el fotobioreactor.

Cerrar y suturar la herida.

o v & w N

Repetir el tratamiento a distintos periodos de tiempo y hacer seguimiento del
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crecimiento tumoral.

I. Ataque celular con nanocompuestos y radiacion ultravioleta.

Responsable: Fisicoquimica de Bio y Nanomateriales, Farmacologia Univalle.
El andlisis de resultados, la escritura de informes y publicaciones es una actividad que se

realizard durante el desarrollo del proyecto.

4. El sistema Nacional de salud en lo publico y en lo privado y en el ambito Municipal,
Departamental y Nacional.
5. Los comerciantes y la clase empresarial representada en las cdmaras de comercio y sus

diferentes agremiaciones.

PROGRAMA DE TRABAJO PARA LA LINEA DE NANOMATERIALES.

Ver Cépitulo 9.
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5.5. LINEA CARDIOMIOCITOS PARA LA IMPLEMENTACION DE UN MODELO PRE-CLINICO
CON ALOINJERTOS DE CELULAS MESENQUIMALES DIFERENCIADAS PARA PREVENIR LA
INSUFICIENCIA CARDIACA CRONICA SECUNDARIA A UN INFARTO AGUDO DE MIOCARDIO
EN CERDOS.

GRUPOS DE INVESTIGACION:

e G-Bio (Universidad Auténoma de Occidente),
e Farmacologia-Univalle.

ANTECEDENTES:

El grupo G-Bio de la UAO en asocio con el grupo Farmacologia de Univalle, ha desarrollado tres
proyectos que buscan obtener resultados en el campo de la medicina regenerativa, con el
convencimiento del innegable aporte de la Ingenieria Biomédica a la resolucidon de problemas de
salud a través de la tecnologia, una de las necesidades mas inmediatas de la humanidad para poder
ofrecer una alternativa terapéutica viable, sostenible y definitiva a diversas enfermedades que no

cuentan con un tratamiento contundente.

Uno de los estudios que se han desarrollado fue la induccidn de la celularizacién de vasos sanguineos
aislados de cerdos con células madre diferenciadas in vitro. La medicina regenerativa con células
madre busca semejar los procesos de reparacion interna en los que las células especializadas son
capaces de renovarse a si mismas a través de la division celular y pueden ser inducidas a convertirse
en un tipo de célula especifica que forme tejido especifico; el objetivo de esta investigacion fue
inducir la re-celularizacidn en la matriz de un vaso sanguineo utilizando células MSC diferenciadas in

vitro a endotelio vascular.

Otro de los proyectos se centrd en la posibilidad de reducir la caida de la funcién cardiaca que lleva a
una insuficiencia cardiaca crénica luego de un infarto de miocardio, a través de la medicina

regenerativa.

La enfermedad cardiovascular isquémica es la causa de mortalidad mas frecuente en el mundo,
siendo su manifestacidn mas severa el infarto del miocardio; una vez que ocurre el evento isquémico
y dependiendo de su duracién, se han observado dafios secuenciales cuya ocurrencia se evidencia
fisioldgica y bioquimicamente, seguido de un proceso de cicatrizacién con tejido fibroso no contractil

que reemplaza a los cardiomiocitos que se pierden irreversiblemente conduciendo a una insuficiencia
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cardiaca croénica.

El corazdén no posee la capacidad de regenerar el tejido perdido y reemplazarlo por tejido funcional.
Los cardiomiocitos se dividen durante la etapa fetal y luego del nacimiento sufren una hipertrofia
acompanada de cambios en el perfil protedmico que evitan que se reproduzcan a lo largo de Ia
madurez del humano (1); esta imposibilidad de multiplicacién celular hace que frente a un dafio del
miocardio, el corazén como alternativa deba producir el fendmeno de remodelacidon cardiaca
(proceso reparador por movilizacién de células madre de circulacién periférica o de médula ésea al

sitio de la lesion (2)).

En la literatura se han reportado multiples estrategias terapéuticas para disminuir el impacto de la
insuficiencia cardiaca en la calidad de vida de quien la padece, que incluyen desde tratamientos
farmacolégicos a largo plazo, dispositivos implantables (corazén artificial, bombas de
contrapulsacién, etc.), técnicas quirdrgicas de transposicion de musculo estriado, homo vy
xenotrasplante parcial o total de corazén, hasta nuevas técnicas de tratamiento con células de

distintas procedencias, para restablecer la funcién contractil del miocardio.

Actualmente los esfuerzos terapéuticos se enfocan en dos direcciones: disefio y fabricacion de
dispositivos biomédicos pequefios, auténomos y biocompatibles que puedan reemplazar la bomba
cardiaca, y tratamiento con células inyectadas que logren integrarse al tejido en el sitio de la lesidn.
Con respecto a este Ultimo, a pesar de los multiples estudios realizados con diferentes tipos
celulares, aun no se ha obtenido resultados concluyentes. El tratamiento por medicina regenerativa
mediante terapia celular permitiria atacar directamente el proceso de fibrosis, ofreciendo una

posible solucién de fondo para evitar la insuficiencia posterior (3).

DESARROLLO ACTUAL:

La fase 1 del estudio se titulé “Implementaciéon de un modelo pre-clinico con aloinjertos de células
mesenquimales diferenciadas para prevenir la insuficiencia cardiaca crénicasecundaria a un
infarto agudo de miocardio”; este proyecto de investigacion planted la induccidon de una isquemia
cardiaca en un modelo animal con ratas Wistar adultas, para comparar el efecto protector de las
células madre mesenquimales sin diferenciar, diferenciadas a cardiomiocitos y a células endoteliales
In vitro, frente a la aparicion de la insuficiencia cardiaca crdnica, cuando son inyectadas
directamente en el tejido afectado solas, o combinadas con una matriz de crecimiento, en

diferentes tiempos post-isquemia.
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Esta primera fase arrojé resultados sobre el mejor tratamiento celular a aplicar sembrado en una
matriz extracelular que podria potenciar la duracidn del implante y facilitar la integracion de las
células implantadas al tejido sano adyacente para disminuir la pérdida de la funcién cardiaca,
medida por la fraccién de eyeccion, al mismo tiempo que se pudo identificar el tiempo post-

isquemia ideal para realizar el implante.

DESARROLLOS FUTUROS:

La fase 2 de este estudio pretende evaluar el mejor tratamiento del estudio anterior, en un
modelo pre-clinico de animales mds grandes, particularmente en cerdos, para ampliar los datos
obtenidos en cuanto a seguridad del tratamiento y eficiencia, antes de pasar al modelo clinico en

humanos.

Tal como se hizo en la fase 1, para el ensayo en cerdos se inducirda un infarto agudo de
miocardio por ligacion de la arteria coronaria descendente izquierda para luego inyectar el
tratamiento propuesto. La inyeccion intramiocardica, que se hace directamente en la regién
infartada, tiene la ventaja de proveer una ruta de administracion directa al miocardio

afectado.

El modelo animal tendrd un seguimiento fisiolégico y bioquimico que permita identificar la realidad
del infarto y los cambios presentados durante el estudio. Se haran evaluaciones por
electrocardiografia (ECG) y ecocardiografia para determinar fraccién de eyeccidon (ECCG), y se
mediran Troponina | cardiaca (cTnl) y albimina modificada por isquemia (IMA, por sus siglas en

inglés), las cuales tienen un 95% de sensibilidad en el diagndstico temprano del infarto agudo.

En la aplicacién de la terapia celular como herramienta de la medicina regenerativa, las células
madre se han empleado con resultados diversos, sin dar origen a protocolos claros de aplicacion
derivados de estudios sistematicos que evidencien la mejor alternativa en cuanto a la fuente de
obtencion de ellas, la mejor via y el tiempo ideal de aplicacion. Otro de los puntos cuestionados es
si las células madre deben primero diferenciarse cuando son implantadas, para poder restablecer la
funcién cardiaca, lo que significaria tiempo valioso pues esta suficientemente demostrado que el
dafio del miocardio es progresivo a pesar de que desaparezca el elemento agresor. La fase 2 de

este estudio permitird identificar con mayor seguridad el protocolo que debera seguirse para la fase
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3: el ensayo en humanos.

Estos estudios se hacen necesarios si se quieren reducir no solamente las cifras de mortalidad por
insuficiencia cardiaca crdnica, sino las tasas de morbilidad por la misma causa, junto con los
costos sociales y econémicos que significa no contar con un tratamiento efectivo que evite la
pérdida crénica de la funcidn cardiaca luego del evento isquémico. Esta situacion de morbi-
mortalidad se ve agravada por la velocidad a la que envejece la poblacién y la imposibilidad de
detener el proceso crénico a través de la terapia farmacoldgica y mucho menos del trasplante de
corazon dada la falta de disponibilidad de érganos y los problemas de rechazo; esta patologia exige
sin dudarlo, un tratamiento mas definitivo y radical que solo es posible a través de la medicina

regenerativa.

OBJETIVOS PARA LA LINEA DE CARDIOMIOCITOS.

OBJETIVO GENERAL:

Desarrollar un implante de células derivadas de células madre diferenciadas in vitro, que permita

disminuir la pérdida de la funcidn cardiaca secundaria a un infarto de miocardio.

OBJETIVOS ESPECIFICOS:

1. Estandarizar la técnica quirdrgica de induccidn de infarto de miocardio por ligadura de la arteria
coronaria descendente izquierda en cerdos.

2. Estandarizar la técnica quirurgica para implantar el tratamiento celular en el corazén infartado de
cerdo.

3. Evaluar el efecto del implante de células sobre la funcién cardiaca medida por la fraccién de

eyeccion.

ENTREGABLES:

Un protocolo estandarizado de implante de células derivadas de células madre diferenciadas in vitro,
que permita disminuir la pérdida de la funcién cardiaca secundaria a un infarto de miocardio, para

ser probado en humanos.

METODOLOGIA

El modelo de experimentacion serdn veinte (20) cerdos adultos, divididos en grupos asi:
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Grupos de experimentacion:

a. Un grupo de cuatro cerdos a los que 24 horas post-infarto se les inyectara en solucién salina
fisiolégica como vehiculo, el coctel de células (MSC + células inducidas a cardiomiocitos + células
diferenciadas a endoteliales). Cada grupo serd evaluado los dias 30, 45 y 60 después de la

inyeccién, por ecocardiografia y el dia 60 por histologia.

b. Un grupo de cuatro cerdos a los que 24 horas post-infarto se les inyectara en coldgeno tipo |
como vehiculo, el coctel de células (MSC + células inducidas a cardiomiocitos + células
diferenciadas a endoteliales). Cada grupo serd evaluado los dias 30, 45 y 60 después de la

inyeccion, por ecocardiografia y el dia 60 por histologia.

c. Un grupo de cuatro cerdos a los que 5 dias post-infarto se les inyectara en el mejor vehiculo, el
coctel de células (MSC + células inducidas a cardiomiocitos + células diferenciadas a endoteliales).
Cada grupo sera evaluado los dias 30, 45 y 60 después de la inyeccién, por ecocardiografia y el

dia 60 por histologia.

d. Un grupo de cuatro cerdos a los que 15 dias post-infarto se les inyectara en el mejor vehiculo, el
coctel de células (MSC + células inducidas a cardiomiocitos + células diferenciadas a endoteliales).
Cada grupo sera evaluado los dias 30, 45 y 60 después de la inyeccién, por ecocardiografia y el

dia 60 por histologia.

Grupos control:

e. Un grupo de dos cerdos a los que se le hara las evaluaciones por ecocardiografia e histologia sin
algun tipo de intervencidn, en los mismos tiempos que a los grupos intervenidos.

f. Un grupo de dos cerdos a los que se le inyectara solucidn salina fisioldgica 24 horas después del
infarto y sera evaluado por ecocardiografia e histologia.

g. Un grupo de dos cerdos al que se le inyectard coldgeno 24 horas después del infarto y serd
evaluado por ecocardiografia e histologia.

h. Un grupo de dos cerdos al que se le inyectara el mejor vehiculo 15 dias después del infarto y sera

evaluado por ecocardiografia e histologia.
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Antes de iniciar cualquier procedimiento, a los biomodelos se les tomara una ecocardiografia para
evaluar la funcién cardiaca calculando la fraccién de eyeccién del ventriculo izquierdo. La fraccién de
eyeccion del ventriculo izquierdo y el electrocardiograma permitiran comparar a través del analisis
ANOVA de dos vias, los resultados de los grupos entre si, y de cada rata consigo misma, antes y

después de cada procedimiento.

1. Induccién del infarto de miocardio:

Los cerdos seran anestesiados por via endovenosa con pentotal sddico en dosis de 40-50 mg/kg.
Durante todo el procedimiento se mantendran monitoreados los signos vitales. Una vez el biomodelo
esté anestesiado, se rasura el costado izquierdo. El cerdo es intubado para dar soporte ventilatorio a

60 ciclos por minuto.

La piel se desinfectard y se hard una incisidn intercostal separando con un retractor las costillas 4 y 5

para alcanzar el corazén libremente.

La induccion del infarto se hard ligando la arteria coronaria descendente anterior antes de la
bifurcacion con sutura 6-0 de 3/8. Al momento de iniciarse el evento isquémico, se evidenciara el
aspecto cianético del tejido alrededor del sitio de oclusidn, estas observaciones son coincidentes con
el cambio en la sefial electrocardiografica (ECG) del animal. La isquemia se mantendra por 30
minutos, tiempo después del cual se liberard la ligadura del vaso para permitir la reperfusion del

tejido.

La herida se suturara capa por capa con sutura 4-0 de % no reabsorbible y se suministrara morfina

oral en dosis de 5mg/kg cada 12 horas durante las primeras 24 horas.

Para las inyecciones intracardiacas, se anestesiara el biomodelo del mismo modo anterior, se reabrira
la herida y se pondran las dosis repartidas en tres inyecciones en el borde de la zona infartada con un
volumen final de 200ul. El manejo post-quirirgico de los animales serd igual que en las cirugias de

induccidn del infarto.
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El tiempo de sobrevida de las ratas sera de 60 dias después de los implantes, al cabo de los cuales se
sacrificardn luego de ser sedados. Para este procedimiento se anestesiaran con inyecciéon de
pentotal sédico en dosis de 40-50 mg/kg, posteriormente se inyectaran con una dosis de 0.1ml de
KCl saturada intracardiaca para detener el corazén en diastole. Cada corazdn serd extraido, lavado
con PBS 1X y sumergido en paraformaldehido. Los corazones seran preparados en bloques por

congelacién para realizar los cortes con micrétomo que permitan la visualizacién al microscopio.

2. Obtencién de células madre mesenquimales de médula ésea

En este estudio se trabajara con células madre mesenquimales (MSC) obtenidas de la médula ésea de

huesos largos de cerdos. Las células se obtendran de cerdos adultos por puncién.

La separacién de las MSC del resto de células y tejido medular se hara centrifugando el material
obtenido con medio de crecimiento KnockOutTM DMEM, que mantiene la viabilidad y morfologia de
las células madre, evitando el inicio de un proceso de diferenciacién. Luego de esta separacioén inicial,
las células obtenidas serdn lavadas con solucién salina balanceada de Hank (HBSS) por centrifugacion.
El sobrenadante del lavado se mezclard con buffer de lisis de glébulos rojos para obtener las MSC

solas.

Es importante definir la viabilidad celular con la que se inicia el proceso de cultivo y posterior
diferenciacidn, para lo cual se tomaran 10 ul del precipitado y se mezclaran con azul de Tripan para
que las células muertas, cuya integridad de la membrana se ha perdido, tomen el colorante,
observandose azules al microscopio; el recuento se hard en cdmara de Neubauer. Las células viables,
dada la integridad de la membrana no tomardan el colorante, observandose refringentes al

microscopio de luz.

Una vez cuantificada la viabilidad celular, se iniciard la etapa de cultivos cuyo objetivo principal es
ampliar la cantidad de células madre disponibles. Para lograrlo se colocardn las células en frascos de
cultivo del tamaifo adecuado al nimero de células viables obtenidas, y se incubaran en medio
KnockOutTM DMEM por 24 horas, luego de las cuales se cambiara el medio de cultivo para eliminar
células flotantes y detritos celulares, haciendo recambio cada dos o tres dias. Una vez alcanzado el
80% de confluencia, las células se desprenderan del frasco de cultivo por tratamiento con

tripsina/EDTA. Las células obtenidas seran conservadas en viales a -80°C hasta su utilizacion.
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Las MSC se caracterizaran por inmunocitoquimica cultivandolas en una placa de 8 pozos con DMEM
1x suplementado con SFB al 10% hasta que se alcance una confluencia de aproximadamente el 90%
en cada pozo. Se utilizard un kit de caracterizacion compuesto por los anticuerpos: conejo anti-
integrina B1 (1/500), conejo anti-colageno tipo | (1/500), conejo anti-fibronectina (1/1000), raton
anti-CD54 (1/100), ratén anti-CD14 (1/100) y ratoén anti-CD45 (1/100). Como controles de
fluorescencia se afiadir’sn en un pozo 100 pl de IgG de ratén (1mg/ml) mezclados con IgG de conejo

(1mg/ml) diluidos en PBS 1X, y en otro 100 pl de IgG de ratdn (1mg/ml) diluido en PBS 1x.
Como anticuerpos secundarios se utilizaran 100ul de IgG asno anti-conejo conjugado Cy3 (AP182C,
Millipore) e 1gG asno anti-ratén conjugado Cy3. A cada pozo se le adicionardn 100ul de DAPI y se

veran al microscopio confocal con longitud de onda de 460nm.

Luego de los cultivos de MSC se espera ver las células asi:

MSC en cultivo, confluencia de 90-95%.

3. Diferenciacién celular

Cardiomiocitos

Un tercio de las MSC obtenidas seran pre-tratadas con factores de crecimiento especificos. Las

células se pondran en frascos de cultivo con medio diferenciador compuesto por DMEM

suplementado con suero fetal bovino al 2%, acido ascérbico 100uM vy dexametasona 20uM,

incubandolas a 37°C en atmdsfera de 5% de CO2. Se cambiard el medio a las 24 horas y de alli en
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adelante cada tres dias hasta completar 7 dias, al cabo de los cuales se adicionaran al medio
diferenciador factor de crecimiento de fibroblastos (FGF, por sus siglas en inglés) 50 ng/ml, factor de
crecimiento similar a insulina 1 (IGF-1, por sus siglas en inglés) 2 ng/ml y proteina morfogénica de

hueso 2 (BMP-2, por sus siglas en inglés) 10 ng/ml.

Este pre-tratamiento ha demostrado direccionar las MSC a cardiomiocitos, completandose la
diferenciacion cuando se ponen las células en co-cultivo con cardiomiocitos adultos (4,5). Dado que
las células seran implantadas en el tejido cardiaco, el co-cultivo en este estudio serd reemplazado por

la interaccion in vivo de las células inducidas con cardiomiocitos adultos.

Antes de ser implantadas, las células serdn marcadas con 1.1'-dioctadecyl-3,3,3,3"-
tetramethylindocarbocyanine perchlorate (Dil C18 (3)), que permitira identificarlas por microscopia

confocal en las muestras del tejido cardiaco procesadas para los analisis histolédgicos.

Las células inducidas a cardiomiocitos serdn caracterizadas por inmunocitoquimica. Una alicuota de
las células inducidas se deposita en las placas de 8 pozos y se dejan secar sobre la placa en cdmara de
humedad a 42C. Una vez seca la placa, se fijan las células con paraformaldehido al 4% y se adicionan
los anticuerpos primarios: oveja anti-tropomiosina (1/500), Ratén anti-troponina | (1/100), ratdén anti-
Actina (1/200), conejo anti-ANP (1/200) y ratén anti-desmina (1/100). Los controles negativos de
tincidn se hicieron adicionando 100ul de IgG de ratén, conejo y oveja, uno en cada pozo restante y

diluido a Img/ml en PBS 1X, dejandolos incubar durante toda la noche a 4°C.

Los anticuerpos secundarios utilizados seran IgG asno anti-raton Cy3 conjugado, 1gG asno anti-conejo
Cy3 conjugado e IgG asno anti-oveja Cy3 conjugado. Se adicionan 100ul de DAPI a cada pozo y las

[dminas se observan al microscopio confocal a 460nm.

MSC Células inducidas a cardiomiocitos (21 dias de cultivo)
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Células endoteliales

Un tercio de las MSC obtenidas seran diferenciadas a células endoteliales. Esta diferenciacion se hara
cultivando las células en un medio que contiene L-DMEM suplementado con suero fetal bovino al 5%,
factor de crecimiento de endotelio vascular (VEGF, por sus siglas en inglés) 10 ng/ml y FGF 2 ng/ml

(6). Las células se mantendran en cultivo por 21 dias cambiando el medio cada tres dias.

Antes de su implantacidn, las células se marcaran con DAPI para ser identificadas por microscopia

confocal en las muestras de tejido cardiaco procesadas para los andlisis histoldgicos.

MSC Células endotelilares (21 dias de cultivo)

4. ANALISIS HISTOLOGICO:

El dia 60 post-implante los biomodelos seran sacrificados por sobredosis de pentobarbital sédico.
Inmediatamente después de la inyeccidn de abrird el lado izquierdo del pecho del animal, se ligard
los vasos aferentes y eferentes del corazén y se cortard por debajo de la ligadura, retirando

completamente el 6rgano de la cavidad.

Una vez retirado, el corazdén se lavara con paraformaldehido al 4% en PBS 1x y se perfundira con la
misma solucién infudiéndola directamente por la arteria coronaria izquierda. Se haradn cortes
transversales de aproximadamente 5 mm de espesor, dejando la zona infartada rodeada de tejido
sano y se sumergira la muestra en paraformaldehido al 4% en PBS 1x por 24 horas. Al dia siguiente el
tejido se pasara a glucosa al 30% en paraformaldehido al 4% en PBS 1x y 24 horas después se pasara
a PBS 1x para completar la fijacion. El tejido sera cortado con criostato para preservar la integridad

celular y el marcaje hecho con los colorantes a cada tipo celular, desde el epicardio hacia el
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endocardio, en cortes de 25 um hasta 500 um de profundidad.

Las placas histolégicas obtenidas seran observadas al microscopio confocal a 586 nm para emision y
554 nm para excitacion para ver las células marcadas con Dil (468495, Aldrich), a 450 nm para
emision y 350 para excitacion para ver las células marcadas con DAPI (PA-3013, Lonza) y 527 nm para

emision y 514 nm para excitacién para las células marcadas con DiO (D4292, Sigma).

Luego de hacer el analisis de las placas con el microscopio confocal, una placa de cada biomodelo
sera coloreada con hematoxilina eosina (H-E) para analizar la reaccién inmunoldgica local, y otra sera
coloreada con tricrémica de Masson para observar el coldgeno en el tejido. Estas placas seran

observadas con microscopia de luz.

RECURSOS:

El proyecto se desarrollard en dos (2) afios. Para llevarlo a cabo se requiere el montaje de la sala de

cirugia para animales grandes y el cuarto de cultivos celulares.

ACTIVIDADES PRINCIPALES:

1. Estandarizacion de la técnica quirdrgica para inducir el infarto de miocardio por ligadura de la

arteria coronaria descendente izquierda en cerdos.

2. Obtencidén, expansion y diferenciacion in vitro de células madre mesenquimales de la médula

6sea del cerdo.

3. Estandarizacion de la técnica quirdrgica para implantar el tratamiento celular en el corazén

infartado.

4. Control periédico de los animales (pruebas bioquimicas y fisiolégicas) para analizar el

comportamiento del corazén en respuesta al implante.

EL PROBLEMA A TRATAR EN LA LINEA DE CARDIOMIOCITOS:

De acuerdo con la Organizacién Panamericana de la Salud (OPS) entre 2003 y 2005 murieron en

América 104,3 hombres y 88,6 mujeres por cada 100.000 habitantes por isquemia cardiaca. En
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2009, el 6% de las defunciones en América se debid a isquemia cardiaca, constituyéndose en la

tercera causa de mortalidad durante ese afio.

En Colombia no hay un registro adecuado sobre la prevalencia de la falla cardiaca. En uno de los
estudios realizados se encontré que 20,1% de los pacientes fueron admitidos con diagndstico
de falla cardiaca, con edad promedio de 68 afios; de este Grupo 51,6% fueron de género
masculino y 48,4% pertenecian al femenino; la mortalidad durante la hospitalizacion fue de 16%

y durante el seguimiento a tres meses de 31%; a los seis meses fue de 37,6% y 45,2% al afio.

En el Valle del Cauca en 2009 la tasa de mortalidad por cardiopatia isquémica en poblacion mayor de
20 afios de edad fue de 102.5 por cada 100.000 habitantes, mientras que en Colombia en 2006 la

tasa fue de 262,3 casos por cada 100.000 habitantes, sélo en mayores de 45 anos.

Durante el 2009, las enfermedades isquémicas del corazdén fueron la causa de mortalidad en Cali en
625 eventos, precedida por los homicidios (1.794 eventos), las enfermedades cerebro-vasculares
(942 eventos), las enfermedades hipertensivas (874 eventos) y otras enfermedades del aparato

respiratorio (735 eventos), de acuerdo con las cifras de la alcaldia municipal.

El manejo de la falla cardiaca incluye estrategias no farmacolégicas que abarcan el ejercicio
moderado y monitoreado (en pacientes estabilizados), disminucidn en el consumo de sal, cuidados
nutricionales con énfasis en micronutrientes, disminucion de peso, asistencia psicolégica, etc., el uso
de medicamentos, particularmente los que inhiben sistemas neurohormonales activados, y la
implantacién de dispositivos en algunos pacientes. La cirugia y el trasplante también son opciones
para individuos seleccionados que padecen enfermedad muy avanzada. Tratamientos mas
recientes incluyen terapias con nuevos medicamentos y regeneracién celular .La terapia con células
tiene varios aspectos a considerar que pueden ser determinantes al momento de evaluar su éxito.
Los mecanismos que median el impacto de las células implantadas en el tejido subyacente aun no

estan bien comprendidos.

Varios tipos celulares son sujeto actual de investigacidn por sus potencialidades en la recuperacién
post-isquémica del miocardio. La terapia con células tiene varios aspectos a considerar que

pueden ser determinantes al momento de evaluar su éxito:

e Los mecanismos que median el impacto de las células implantadas en el tejido subyacente aulin

no estan bien comprendidos.

e No se ha definido cudl es el mejor tipo celular a emplear en un tratamiento por medicina
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regenerativa para recuperar la funcién cardiaca.

La via de inyeccién mds adecuada para garantizar la localizacién del implante en el miocardio
infartado, no se ha definido.

No hay estudios concluyentes sobre los beneficios de sembrar las células a implantar en un

biomaterial que permita una mejor integracion y sobrevida del implante.

El tiempo ideal transcurrido desde el infarto hasta la aplicaciéon de las células tampoco estd

concertado.

RECURSOS REQUERIDOS:

El proyecto se desarrollara en dos (2) afios. Para llevarlo a cabo se requiere el montaje de la sala de

cirugia para animales grandes y el cuarto de cultivos celulares. Con el siguiente personal:

Para las cirugias:
Un profesional con experiencia en cirugia de corazén en animales grandes, con dedicacidn de

8h/semana, un instrumentador quirdrgico con dedicacidn de 10h/semana.

Para la obtencidn de células:

Un profesional con experiencia en cultivos celulares con dedicacion de 10h/semana

Para los analisis:
Un ecografista para tomar las ecocardiografias de los animales con dedicacion de 2h/semana, un

bacteridlogo para hacer los analisis bioquimicos con dedicacién de 6h/semana.

PROGRAMA DE TRABAJO:

Ver capitulo 9.
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5.6. LINEA DESARROLLO DE ANDAMIOS POLIMERICOS OSTEOINDUCTIVOS PARA
APLICACION OSEA

INVESTIGADORES VINCULADOS A LA LINEA DE ANDAMIOS POLIMERICOS:

Héctor Fabio Zuluaga. PhD.

Carlos Humberto Valencia, MSc

José Herminsul Mina Hernandez, PhD
Mario Alejandro Ortiz, MSc

Liliana Salazar, MSc

Carolina Pustovrh. PhD

Oscar Gutiérrez. MD

Jaime Muioz. Bl

GRUPOS DE INVESTIGACION PARTICIPANTES:

e Tejidos Blandos y Mineralizados, (TEBLAMI), Escuela de Ciencias Bdsicas Universidad del Valle.

e Sintesis, Mecanismos y Reaccién en Quimica orgdnica (SIMERQO), Departamento de Quimica.

Universidad del Valle.
e Materiales Compuestos, Escuela de Ingenieria de Materiales, Universidad del Valle.

e Farmacologia, Escuela de Ciencias Basicas, Universidad del Valle.

Grupo Tejidos Blandos y Mineralizados, (TEBLAMI):
El Grupo de Tejidos Blandos y Mineralizados (TEBLAMI), fue creado en el afio 2005 como una
respuesta a la necesidad de desarrollar propuestas de investigacion interdisciplinarias que

permitieran establecer puntos de convergencia entre la morfologia, la cirugia y ciencias afines.
e  (Categoria: A
° Director: Liliana Salazar, MSc en morfologia Liliana.salazar@correounivalle.edu.co

Lineas de investigacion

1) Variaciones anatémicas

2) Biologia tisular
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Desde su creacién, TEBLAMI ha contribuido con la formacién de doce maestros en ciencias

biomédicas.

A través de los proyectos de investigacidon tiene vinculados actualmente ocho estudiantes en
proceso de formacion en maestria, dos en doctorado y cinco como semilleros de investigacion,
estudiantes de pregrado de medicina y biologia. Durante su trayectoria ha tenido dos jévenes

investigadores a través de la linea de biologia tisular.

Proyectos

El grupo ha realizado los siguientes proyectos relacionados con la tematica del macro

proyecto, en lo correspondiente a caracterizaciones biolégicas.

1. Inmunolocalizacién de Osteoprotegerina en el érgano dentino-pulpar del ratén; Universidad del
Valle, Convocatoria interna 2004. Investigador principal Liliana Salazar, Est. Maestria Mario
Alejandro Ortiz

2. Expresién y aparicion de las mucinas gastricas embrionarias y fetales utilizando microarreglos de
tejidos; Universidad del Valle. Convocatoria interna 2011 Diana Mendoza, Liliana Salazar, Luis
Eduardo Bravo

3. Caracterizacidn histoquimica y morfométrica de musculos sometidos a isquemia y reperfusion;
Universidad del Valle 2011. Investigador principal Liliana Salazar, Est. Maestria Doris Rosero.

4, Consecuencias de la obesidad materna sobre el desarrollo fetal; Convocatoria interna
Universidad del Valle 2012. Investigador Principal: Liliana Salazar; Co-investigadores: Blanca
Salazar; Carolina Pustovrh; Est. maestria Ma. Eleonora Tejada; Est. Carlos Andrés Mufioz; Est.
Farah El-Sharkawy

5. Efecto de la Obesidad Materna sobre el patron de expresion de apoptosis en la
cardiogenesis de la rata; 2012 Investigador Principal: Mario Alejandro Ortiz; Co-
investigadores: Liliana Salazar; Carolina Pustovrh; Est. maestria Ma. Eleonora Tejada.6) Estudio
de la Palatogenesis en un biomodelo de obesidad materna inducida por dieta. Convocatoria
interna UNIVALLE 2013 Investigador Principal: Yudy Villavicencio; Co- investigadores: Liliana
Salazar; Carolina Pustovrh; Mario Alejandro Ortiz; Est. maestria Estefania Cuellar.

7. Desarrollo de andamios poliméricos bioactivados con osteoblastos, una aplicacién para
ingenieria de tejidos dseos. Convocatoria interna 2013. Investigador Principal Mario alejando
Ortiz. Co-investigadores: Liliana Salazar; Carolina Pustovrh; Fabio Zuluaga, José Herminsul Mina,

Oscar Gutiérrez, Jaime Mufioz; Est. Doctorado Carlos Humberto Valencia.
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El grupo TEBLAMI se vincula al proyecto en lo concerniente a la aplicacién de conceptos biolégicos y
morfoldgicos en el disefio de andamios para regeneracidn dsea, y en la realizacién de

caracterizaciones de histoquimica, inmunohistoquimica y citoinmunohistoquimica.

Grupo Sintesis, Mecanismos y Reaccion en Quimica organica (SIMERQO)
En la Universidad del Valle se venia trabajando desde 1997, en diversos proyectos de sintesis
quimica y mecanismos con los cuales se formaron estudiantes de Maestria y de Doctorado como

también estudiantes del Pregrado de Quimica.

En el afio 2000 se configuré el grupo SIMERQO con la participacién de profesores de la
Universidad del Valle, y docentes de la Universidad de Caldas y de la Universidad del Cauca,
egresados del Programa de Doctorado de la Universidad del Valle; actualmente tiene

clasificacion A.

Durante la existencia formal del grupo se han formado en la Universidad del Valle cuatro nuevos
doctores en el drea de Quimica Organica, 12 Magisteres y numerosos estudiantes de
pregrado que han realizado sus trabajos de grado al interior del grupo, se cuenta también con una
amplia produccidn intelectual en articulos en revistas internacionales y nacionales indexadas,
presentacién de ponencias en eventos Nacionales e Internacionales, y ademas tiene una patente

registrada.

En conjunto con los grupos Materiales compuestos y Biomateriales dentales, y en convenio con la
Fundacién CIEO / Universidad Militar Nueva Granada de la ciudad de Bogotd, se cred y desarrollo la

sublinea de investigacion en Biopolimeros para regeneracién dsea.

La responsabilidad del grupo en el proyecto se centra en la obtencidn de insumos para la fabricacién
de andamios (4cido polilactico, acido poliglicolico, quitosano, policaprolactona,etc.); asi como las

caracterizaciones quimicas correspondientes.

Grupo Materiales Compuestos

En el proyecto, el grupo Materiales Compuestos es responsable de la elaboracién de los andamios,
de las caracterizaciones fisicas y mecanicas, asi como de los estudios de microscopia electrdnica de

barrido. Su presentacién se hace en detalle en la Linea de Cementos Oseos.
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Grupo Biomateriales dentales

El grupo lleva 7 anos de constituido, esta clasificado en categoria B, ha graduado 15 estudiantes de
especialidad en odontologia y ha apoyado numerosos trabajos de pregrado en odontologia.

El grupo ha contribuido al desarrollo de la linea de polimeros mediante el disefio y realizacién de

pruebas experimentales en animales.

Su participacién en la propuesta de proyecto tiene que ver con los disefios de las pruebas en
biomodelos animales, sus componentes éticos, su desarrollo; asi como futuras aplicaciones en

pacientes humanos

Lineas de Investigacion:

[y

Disefio, elaboracién y caracterizacién de dispositivos biomédicos
2. Disefio, produccidn y caracterizacion de biomateriales

3. Estudios de fisiologia y biomecanica en odontologia
4

Interfaces bioldgicas
Proyectos:

En relacién con la temdtica de los andamios, el grupo ha participado en el siguiente proyecto:
e Desarrollo de una matriz polimérica obtenida por la técnica de electrospiniing para
uso en regeneracion dsea. Convocatoria 2011. Universidad del Valle. Investigador
principal Fabio  Zuluaga, coinvestigadores: Mina José, Valencia Carlos. Gutiérrez Oscar,

Mufoz Jaime.

Grupo Farmacologia
El grupo se vincula al proyecto andamio en lo correspondiente a los ensayos de crecimiento

celular.

EL PROBLEMA A TRABAJAR EN LA LINEA DE ANDAMIOS OSEOS.

Cuando ocurre pérdida de tejido 6seo como consecuencia de traumas o extirpacién de
tumores, las lesiones a menudo se comportan como de “tamafio critico”, los cuales no
cicatrizan espontaneamente, permaneciendo defectos que afectan funcional y estéticamente al

paciente.
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El material ideal para el manejo de defectos de tamano critico es el hueso del mismo paciente, sin
embargo, para su aplicacion se requiere un segundo sitio donante, lo que implica otras
complejidades como: Una cirugia adicional, disponibilidad de volumen adecuado, sobrecostos,

morbilidad del sitio donante, etc.

En el mercado de los sustitutos dseos hay una oferta de productos provenientes de banco de
huesos (aloinjertos), o de origen bovino o porcino (xenoinjertos), materiales que son costosos y no

exhiben cualidad osteoinductora.

La ingenieria de tejidos combina materiales sintéticos con células y otros componentes bioldgicos
para ofrecer soluciones a este tipo de situaciones. La interrogante que se quiere resolver con la
ejecucion del trabajo es: éUn andamio polimérico bioactivado con osteoblastos serd capaz de
soportar el crecimiento celular y tisular, y mostrar actividad osteogénica in vitro e in vivo en

defectos de tamafio critico?

JUSTIFICACION

El tejido 6seo se puede perder por procesos fisiolégicos, patoldgicos y traumaticos; los de
origen fisioldgico son irreversibles y los otros dos tienen regeneracién limitada dependiendo del

tamano de la lesion.

La necesidad de regenerar ha hecho necesario el desarrollo de bancos de tejido originados a partir
de donantes (cadaveres) y de empresas procesadoras de tejidos, generalmente procedentes de
otras especies como bovinos, equinos y porcinos, para tener una idea de la magnitud de la
situacidon se puede hacer una aproximacién desde la dptica del mercado, solo en los Estados
Unidos de América se colocan en promedio 500.000 injertos éseos al afo( reportes de la FDA), el
valor global mundial se estimd para el afio 2012 en 11 billones de ddlares, y se calcula que para

el afio 2018, llegara a 27 billones de ddlares. (Jinjun Shi. 2010).

El hueso autdlogo continda siendo el Gold Standard en técnicas regenerativas vy
reconstructivas, pero por las diferentes limitaciones que presenta (necesidad de
procedimientos adicionales, pocos sitios donantes, morbilidad, etc.), se recurre a substitutos
6seos (Homoinjertos, Xenoinjertos y Aloplasticos), siendo los homoinjertos una buena alternativa

por provenir de la misma especie (donantes).

Los homoinjertos son tejido dseo de origen cadavérico procesado por bancos de tejido, por
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pertenecer a misma especie del receptor seria la opcidn de reemplazo indicada, pero su produccién

depende de la disponibilidad de donantes.

Los trasplantes y la donacidon de érganos en Colombia, estdn reglamentados por la Ley 1172 de
1979, la Ley 73 de 1988 y el Decreto 2493 de 2004, que contemplan que todas las personas son
donantes, a no ser que en vida hayan expresado lo contrario por escrito; sin embargo en Colombia
no se ha establecido una cultura de donacién de drganos y tejidos. Para el afio 2013 la negativa
familiar a la donacién fue del 36,9%, con un aumento de 11.8% en el nimero de negativas familiares
a la donacion con relacion al mismo periodo del afio anterior (Fuente: INS. Informe red de donacién

y trasplantes tercer trimestre 2013).

La red encargada de prestar el servicio de manejo de tejidos y érganos esta constituida por 13
IPS trasplantadoras, de las cuales 2 pertenecen a la ciudad de Cali, (Fundacidn Valle de Lili y

Centro Médico Imbanaco)

De los 13 centros trasplantadores solo cuatro ofrecen el servicio de suministro de tejido dseo: la
Fundacion Cosme Damian ( Bogotd), La Fundacion Banco de tejidos Tissue Bank ( Medellin), El
Banco de tejidos del Hospital San Vicente de Paul ( Medellin), y la Fundacién Cardiovascular de

Bucaramanga, que inicié actividades en este campo en el afio 2011.

Entre enero y septiembre del afio 2013 se obtuvieron un total de 252 donantes de tejido 6seo,

99 provenian del INMLCF y 153 de las IPS; en el mismo periodo del afio 2012 se obtuvieron un total
de 188 donantes de tejido dseo, de los cuales 59 provenian del INMLCF y 129 de las IPS. En el afio
2015 a partir de los 252 donantes se pudo obtener 868 tejidos dseos. (Fuente: INS. Informe red de

donacidn y trasplantes tercer trimestre 2013).

Como alternativa al injerto proveniente de donante (cadaver), existen otras opciones como los
tejidos originados en otras especies como es el caso de los xenoinjertos, pero estos materiales no
son producidos en Colombia y presentan precios aun mas altos que los suministrados por los

bancos de tejido dseo.

El desarrollo tecnolégico ha hecho posible el surgimiento de los biomateriales, productos de
origen natural o sintético que pueden ser procesados para servir de matrices y soporte para el
crecimiento de células, y pueden ser utilizados para estimular la regeneracién de diferentes

tejidos, como el dseo.
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Las matrices para regeneracion ofrecen la ventaja de ser biocompatibles, no producen respuesta
inmunoldgica de rechazo, son moldeables de acuerdo a la necesidad particular del tejido a estimular,
se pueden producir en grandes cantidades, y los costos de produccidon son mucho menores que los
requeridos para procesar un tejido proveniente de donantes; pero persiste el problema de los

requerimientos biomecdnicos del sitio receptor.

En la Universidad del Valle, se ha hecho un esfuerzo por integrar grupos de investigacidon en la
obtencion de diferentes biomateriales con uso potencial en regeneracién Osea, aplicados

principalmente a las areas de traumatologia, ortopedia, y odontologia.

Si se logra obtener crecimiento celular o tisular, y demostrar capacidad osteoinductora de los
andamios poliméricos se podria estar hablando de un verdadero desarrollo en ingenieria de
tejidos Oseos, asi como de la posibilidad de crear un centro de biotecnologia para la
produccidon de dispositivos para regeneracién dsea a unos costos asequibles para el sistema de

seguridad social y para los mismos pacientes.

OBJETIVOS PARA LA LINEA DE ANDAMIOS OSEOS

Objetivo General

Desarrollar andamios poliméricos osteoinductivos con el fin de promover la regeneracién ésea en

sitios de dificil cicatrizacidon

Objetivos Especificos

e Fabricar andamios poliméricos fibrosos y porosos, mediante técnicas de electrospinning y/o
lixiviacion.

e Bioactivar los andamios mediante su cultivo con osteoblastos

e Describir la capacidad osteoinductora de los andamios poliméricos mediante ensayos in vitro

e invivo.

e Describir la biointegracién de un bloque polimérico bioactivado (Prueba de uso)

ANTECEDENTES

Los accidentes de transito en Colombia presentan una gran prevalencia y las estadisticas del
instituto colombiano de Medicina Legal muestran una tendencia a conservarse asi (Perdomo,

2010). Una de las zonas anatdmicas mas afectadas en un accidente de transito es el complejo
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craneo facial. Los huesos del craneo y de la cara a menudo presentan problemas para regenerarse,
siendo necesario recurrir a técnicas reconstructivas y en el caso del craneo, a elementos como las
mallas y laminas de titanio que aunque logran sellar la cavidad, son incapaces de estimular la

regeneracion dsea y elevan notablemente los costos del tratamiento.

Los defectos dseos de gran tamafio se comportan como “criticos”, y son incapaces de cicatrizar
espontdneamente, siendo necesario la utilizacién de injertos o sustitutos éseos para estimular la

iniciacion y desarrollo del proceso regenerativo.

También son considerados defectos de tamafio critico las cavidades que permanecen como
consecuencia de la extirpacion quirdrgica de lesiones intradseas como tumores, quistes,

osteomielitis, etc., y las pérdidas fisioldgicas de los rebordes alveolares en la cavidad oral.

Los materiales de eleccién para injerto, son en primer lugar el hueso del propio paciente
(autoinjerto), y como segunda opcidn los aloinjertos, provenientes de un banco de hueso, o los

xenoinjertos, que tienen su origen en otras especies.

El desarrollo cientifico, con la aparicidn de la Ingenieria de Tejidos, ha permitido una tercera opcidn

que son los aloplasticos, materiales sintéticos capaces de servir como soporte al desarrollo tisular.

De la gran variedad de materiales utilizados, los polimeros por sus propiedades fisicas,
quimicas y bioldgicas, son los mejores candidatos para la elaboracion de matrices, con las
cuales se busca estimular el proceso regenerativo y reparar el tejido dafado mediante la

incorporacion de células del mismo organismo.

En la Universidad del Valle, mediante esfuerzos conjuntos entre el laboratorio de polimeros del
Departamento de Quimica, la Escuela de Ingenieria de Materiales, la Escuela de Odontologia y la
Escuela de Ciencias Basicas, se ha desarrollado una red de Investigacion encaminada a la obtencion y
aplicacién de polimeros en técnicas de regeneracién ésea. En el contexto de esta linea se han
realizado varios trabajos de grado a nivel de pregrado de Quimica e Ingenieria de Materiales
(Correa & Godoy, 2011; Correa & Betancourth, 2010; Véasquez, 2010; Valencia & Mateus, 2009;
Millan, 2009; Giraldo, 2009), estudios en los que se muestra el potencial del acido polilactico en la

elaboracion de matrices y sustitutos dseos.
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Dentro de la misma linea de investigacién, se realizaron algunos trabajos de grado a nivel de
especialidad clinica, en los cuales se emplearon biomodelos animales para estudiar la
biocompatibilidad, y cualidad osteoconductora de los polimeros biodegradables (Nifio et al.,2010;
Pinzon & Rodriguez, 2010; Valencia et al., 2008; Mutis et al., 2008). Ademas se observod la
capacidad de estimular la regeneracidn ésea en defectos de tamafio critico en biomodelos animales,
cuando eran combinados con sustancias osteopromotoras como el quitosano (Tobdn et al., 2010), o

con cerdmicas bioactivas como el fosfato tricdlcico (Bustamante et al., 2011).

El tejido éseo.

El hueso es un tipo de tejido conectivo mineralizado que se caracteriza por tener rigidez y alta
resistencia a la traccidon y compresiéon. Sus funciones son variables, se encarga de dar soporte y
brindar proteccion a otras estructuras, pero también participa en la hematopoyesis y en la

regulacién del calcio (Lafita, 2003).

El tejido dseo estd compuesto por un componente celular y otro no celular; el componente
celular son osteoblastos, osteocitos, células de recubrimiento y osteoclastos. El componente no
celular presenta una fase proteica y otra mineral. La fase proteica esta compuesta principalmente
por coldgeno tipo | y por proteinas no coldgenas como la osteocalcina, osteonectina y

proteoglicanos.

Los osteoblastos son células de origen mesenquimatoso, su funcién es secretar y formar la matriz
Osea extracelular, la cual va a actuar como centro de nucleacidon para el depdsito de sales

minerales durante el proceso osteogénico (Fernandez, 2006a; Fernandez, 2006b; Lafita, 2003).

Los osteoblastos tienen una vida activa entre una y diez semanas, pudiéndose diferenciar a

osteocitos, células de recubrimiento, o hacer apoptosis.

Cuando se produce la matriz extracelular, el osteoblasto queda atrapado en ella y se diferencia a
osteocitos, otros permaneceran en la superficie del tejido recién formado, aplanandose vy

constituyendo las células de revestimiento dseo.

Los osteocitos son células dseas maduras y relativamente inactivas. Su funcion es crucial para el
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mantenimiento del complejo proceso de homeostasis 6sea, mediante la conformacion del
mecanostato de Frozer, que se encarga de recoger la informacién de tensidon generada sobre el
sistema. Conserva la capacidad, limitada, de sintetizar y de reabsorber los componentes de la matriz

Osea (osteolisis osteocitica) regulando la calcemia.

Por otro lado, los osteoclastos, son células grandes multinucleadas que derivan del tejido
hematopoyético y llevan a cabo la reabsorcidon y la degradaciéon de la matriz 6sea mediante un
proceso de acidificacién (pH 5) que lleva a la disolucién de los cristales de Hidroxiapatita. Estas
células forman tuneles profundos en la superficie del hueso compacto, generando cavidades que son

invadidas posteriormente por los osteoblastos para formar nuevo hueso.

Con la participacién de las anteriores células el hueso se regenera, lo que se lleva a cabo por una
interaccion de factores mecdanicos y metabdlicos. En circunstancias fisiolégicas, la formacion de
hueso estd regulada principalmente por cargas funcionales, es decir, en los lugares en donde se
reciba cargas en rangos fisiolégicos, habra una diferenciacién osteoblastica y se formara

hueso nuevo.

En el proceso de reabsorcién ésea participan mediadores bioquimicos del metabolismo del calcio
(como la hormona paratiroidea, el estrogeno y la vitamina D), que predominan en el control de la
resorcidn ésea, de esta forma en el caso de ocurrir un desequilibrio en el metabolismo del calcio, se
activan mecanismos de resorcion para liberar calcio de los huesos a la circulacién (Fernandez, 2006a;

Fernandez, 2006b; Lafita, 2003).

Existen dos mecanismos de recambio, el modelado estructural y el interno o simplemente
remodelado. El modelado estructural se da cuando los huesos largos crecen tanto en longitud como
en espesor. Involucra sitios individuales de formacidn o resorcién del hueso que cambian el tamafio,
la forma o la posicién del mismo. Este modelado se da principalmente durante el crecimiento del
individuo, y ademas es el medio principal de la adaptacién esqueletal a cargas funcionales y
terapéuticas. Todos los huesos son capaces de adaptarse a las cargas funcionales por mecanismos

de modelado (Fernandez et al., 2006).

El modelado interno o remodelado es el mecanismo del recambio éseo, que responde a estimulos
relacionados con la homeostasis de minerales como la del ion calcio en el cuerpo, asi como con

lesiones en el tejido dseo; para repararlo, involucra secuencias de activacion de células, resorcién y
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formacidn de hueso. La duracidn de este ciclo de remodelacién para los humanos es de alrededor
de cuatro meses para el hueso trabecular y aproximadamente seis meses para el cortical. El proceso
de cicatrizacidn inicia con una respuesta inflamatoria, en la que se activan factores quimiotdcticos
para los monocitos y los macréfagos. Una vez que se activan los macroéfagos liberan el factor de
crecimiento de los fibroblastos (FGF) que estimula a las células endoteliales a expresar el activador

del plasminégeno y la procolagenasa 16.

De igual manera, la sangre extravasada forma un codgulo, y las plaquetas que lo integran
tienen una funcidon dual: La de hemostasia y la de liberar factores como el factor de
crecimiento derivado de las plaquetas PDGF, el factor de crecimiento transformante de tipo B TGF-,

el factor de crecimiento transformante FGF-B y proteinas morfogenéticas dseas (BMPs).

Con la activacion del complemento, la ruptura de vasos y en presencia de células mesenquimatosas
pluripotenciales, se realiza la diferenciacién de las mismas en osteoblastos. Durante este mismo
proceso, en el tejido afectado se presenta hipoxia y como consecuencia se produce una disminucion
del pH, para que los macréfagos y los leucocitos polimorfonucleares se activen y eliminen los

detritus celulares y secreten factores que promueven la quimiotaxis y la mitogénesis.

Alrededor de los 3 a 5 dias se genera un tejido de granulacién, compuesto por vasos, colageno y
células. El colageno sera el sustrato que contenga los factores a los que seran sensibles las células y
el lugar donde ellas se anclaran cuando lleguen a través de los vasos, periostio, endostio y médula

Osea, diferencidndose posteriormente en osteoblastos y condroblastos.

El tejido de granulacidn madura por varias semanas y es reemplazado por el callo éseo, que a su
vez serad sustituido por hueso fibroso inmaduro y posteriormente por hueso lamelar. El papel
del callo dseo es muy importante porque estabiliza los fragmentos de la fractura, impidiendo su
movilidad, ya que si existe movilidad el tejido que predominara sera de tipo cartilaginoso y no dseo

(Fernandez, 2006b).

El dltimo proceso que ocurre en la cascada de fendmenos de reparacidn dsea es el
remodelado, se trata de un proceso de activacidon-reabsorcién-formacion, donde los osteoclastos se
activan produciendo las lagunas de Howship, que seran repobladas por osteoblastos que producen
material osteoide y cuando éste se calcifique se restaurara la morfologia dsea. Este equipo de células

se denomina unidad bdsica multicelular.
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El remodelado éseo en humanos dura entre 3 y 6 meses (fase sigma). En este periodo aparece el
cono de corte y aposicion en el cual los osteoclastos elaboran un tinel que posteriormente se
repuebla de osteoblastos. A medida que el cono de corte avanza es acompaifiado por las
estructuras vasculares que crecen a medida que avanza su actividad erosiva. Por atras del
frente de corte se alinean los osteoblastos, bordeando las paredes erosionadas de la matriz
disponiéndose en forma progresiva para cerrar el tunel creado por los osteoclastos pero sin llegar
a obliterarlo. El resultado final de todo este proceso serd el Sistema Haversiano en el hueso

cortical.

Injertos y sustitutos dseos

La utilizacién de injertos se ha convertido en una practica clinica rutinaria en todas las disciplinas
quirdrgicas que tienen que ver con tejido dseo. El hueso es el segundo tejido mas trasplantado
después de la sangre. Se calcula que solo en los Estados Unidos en el aifio 2006 se realizaron 500.000

procedimientos y en el mundo alrededor de 2,2 millones (Kamran, 2010).

Después de muchos afios de investigacion en bioingenieria se continda sin encontrar el biomaterial
ideal que pueda reemplazar al propio hueso del paciente, de esta forma el hueso autdlogo sigue
siendo el material de elecciéon para llenar cualquier tipo de defecto debido a sus propiedades
osteoconductoras, osteoinductivas y osteogénicas. Las propiedades osteogénicas del hueso nativo lo

convierten en el Gold standard para comparar cualquier sustituto dseo.

Por osteoconduccion se entiende la propiedad que tiene el material de permitir el crecimiento
celular y tisular en su interior y en su superficie. La osteoinduccidn es la induccidn a la cicatrizacion
dsea a expensas de un proceso en el cual las células son “persuadidas” a sintetizar nuevo hueso, e
involucra una diferenciacion fenotipica de células mesenquimales en células formadoras de hueso,
y solo se da en injertos que tienen incorporadas células y proteinas morfogeneticas (Martinez, 2008;

Dimar & Glassman, 2007).

La osteopromocion se refiere a la capacidad de fusidn que se presenta entre el injerto y el medio

bioldgico, y se debe a la participacion de algunos agentes que sin ser propiamente osteoinductivos,

si facilitan la integracién; ejemplos de ellos son productos como los aspirados de médula ésea, los
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concentrados de plaquetas, y las proteinas morfogendticas (Vaccaro, 2002). Mientras que la
osteogénesis es una cualidad que solo posee el hueso autélogo fresco, y es la capacidad de activar

el proceso regenerativo a expensas de sus células y de factores de crecimiento.

El desarrollo de la bioingenieria ha hecho posible la produccién de una serie de materiales sintéticos
con caracteristicas de biocompatibilidad, biodegradabilidad, porosidad, vy estabilidad, que
facilitan la inoculacién de células y otros productos como factores de crecimiento que potencializan
el proceso de cicatrizacién y regeneracidon ésea. Dentro de esos materiales sintéticos que se han
venido desarrollando hace mds de 40 afios, se encuentran los biopolimeros, considerados como

sustitutos éseos aloplasticos (Martinez & Donado, 2008; Dimar & Glassman, 2007).

Es importante que estos materiales sean biocompatibles, que tengan gran disponibilidad, que sean
facilmente almacenables, que no generen reacciones inflamatorias y que brinden menores
complicaciones y mayor comodidad para el paciente; ademas, deben ofrecer éptimo contacto con
el tejido, para lograr estabilidad volumétrica, mecdnica y cohesion interna. La elasticidad, la
resistencia frente a la movilidad y deformacién también son condiciones necesarias al igual que ser
biodegradables (desaparecen en la medida que se van generando nuevos tejidos por medio de un

recambio celular), para eliminar la necesidad de ser extraidos quirdrgicamente.

Matrices para regeneracion ésea

La evolucién en el campo de los sustitutos 6seos llevé a la aparicion de andamios (scaffolds, por
su nombre en inglés), estructuras tridimensionales que sirven como soporte temporal para el

crecimiento vascular y celular, mientras se da la regeneracién tisular esperada.

El desarrollo de nuevos materiales, ha hecho posible la produccion de una serie de materiales
sintéticos con caracteristicas fisicas y quimicas que posibilitan la incorporaciéon de células éseas y
otras sustancias, como factores de crecimiento y moléculas de adhesién, que potencializan el
proceso de cicatrizacion dsea, y facilitan la técnica de regeneracién ésea guiada. Para que esto
ocurra, el andamio debe permitir el transporte de fluidos y nutrientes para la expansion celular y la

organizacion tisular.

El papel del andamio, es proveer un espacio tridimensional para el crecimiento y la adhesion celular.

150



Después de un tiempo la matriz debe degradarse/reabsorberse, dejando en su lugar el tejido

neoformado, y ningln material extrafo.

Los requerimientos para un andamio en ingenieria de tejidos éseos son: Biocompatibilidad, rapidez
de biodegradacién acorde a la rapidez de formacion tisular, no toxicidad, absorcién de los productos
de la biodegradacidn, alta porosidad y estructura porosa interconectada para el crecimiento vy
expansién celular. También es conveniente que el material utilizado cumpla con el principio de
osteopromocion, sellando el sitio del defecto éseo, impidiendo |la migracién de células indeseadas,

como las de tejido blando, pero a la vez permitiendo el desarrollo del proceso osteogénico.

La biocompatibilidad y la biodegradacién/bioreabsorcion son caracteristicas basicas que debe tener
un elemento para poder ser utilizado como matriz, ya que el material debe ser colocado in situ,
degradarse o reabsorberse en un tiempo determinado, pero a la vez permitir la absorcidon de
proteinas plasmaticas, y la unidon con células como osteoblastos. La porosidad es vital para la
nutricion de las células que van a interactuar con la matriz y para permitir la formacién de nuevo
tejido en su interior (Jung et al., 2007; Hollister, 2006; Batchelor, & Chandrasekaran, 2004; Vaccaro,
2002).

La ciencia de los materiales ha sido fundamental en el desarrollo de productos para reconstruccion
Osea, entre los afios 1950-1980 se buscd obtener unos biomateriales que bdsicamente fueran
biocompatibles y exhibieran una cualidad osteoconductora, este fue el origen de los primeros

andamiajes para regeneracién dsea (andamios de primera generacion).

Entre 1980 y el aifio 2000 se desarrollaron los andamios de segunda generacion, compuestos que no
solo eran biocompatibles, sino también capaces de interactuar quimicamente con el entorno

biolégico, como los biovidrios y los fosfatos de calcio.

El avance en las técnicas de biologia molecular en las ultimas décadas permitio la identificacion y el
aislamiento de diversas células, asi como una mayor compresion de la relacion célula- entorno y de
los complejos procesos de comunicacién; conocimiento que es clave para el desarrollo de una nueva

disciplina, la ingenieria de tejidos.

La ingenieria de tejidos se apoya en los desarrollos de las ciencias naturales y de las
ingenierias, para crear estructuras que de alguna forma simulan la matriz extracelular y permiten a

las células realizar una primera interaccion (guiada) sobre estos dispositivos artificiales.
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La ingenieria de tejidos da la posibilidad de utilizar materiales para conformar estructuras
tridimensionales, con una macroestructura y microestructura parecidas a la del tejido
bioldgico, y con la posibilidad de obtener crecimiento celular y tisular en ellos a expensas de algunas
células y/o sustancias bioldogicas que han sido previamente incorporadas. Este concepto
establece la posibilidad de obtener andamiajes con capacidad osteoinductora (andamios de tercera

generacion).

Idealmente las matrices para tejido celular deben tener las siguientes caracteristicas
(Mitragotri & Lahann, 2009; Chu & Liu, 2008; Dimitriou, 2005; Yang et al.,, 2001; Kim &
Mooney, 1998):

® La superficie debe permitir la adhesion y crecimiento celular.

Ni el polimero ni sus productos de degradacién deberan producir inflamacién o toxicidad

cuando son implantados in vivo.

. Las caracteristicas del material deben permitir el procesamiento en estructuras

tridimensionales.

° La porosidad debe ser por lo menos del 90% para proveer un drea de superficie adecuada
para las interacciones celulares y suficiente espacio para la regeneracién de la matriz

extracelular.

° El material debe reabsorberse una vez cumpla con su funcidon de soporte a la formacién

tisular.

La tasa de reabsorcién debe estar acorde con la necesidad fisioldgica.

Biomateriales

Los biomateriales son usados en la industria biomédica para reemplazar tejidos dafados, el mercado
mundial fue en el afio 2005 de 300 billones de ddlares y presenta un crecimiento del 20% anual
(Serino et al., 2003), lo que impulsé un gran interés en el estudio de las propiedades de nuevos y

viejos materiales con uso potencial en ingenieria de tejidos.
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Los materiales mas utilizados son las bioceramicas (hidroxiapatita y fosfatos de calcio), los biovidrios,
los polimeros naturales (quitosano y colageno), y los polimeros sintéticos como el acido poliglicdlico,

acido polilactico, y la policaprolactona, entre otros.

Bioceramicas

La hidroxiapatita y los fosfatos de calcio son materiales ampliamente utilizados como

sustitutos dseos, debido a su similitud con la hidroxiapatita biolégica, componente principal del

hueso.

Este grupo de materiales son osteoconductores, y se pueden unir directamente a la célula dsea por
su afinidad quimica. La utilizacién en ingenieria de tejidos es limitada por sus propiedades fisicas

(resistencia mecanica) y por la lenta bioreabsorcion de sus fases cristalinas (Serino et al.,2003).

Biovidrios y Silicatos de vidrio

Materiales osteoconductores, considerados bioactivos por excelencia debido a que al entrar en
contacto con los fluidos corporales forman una pelicula de hidroxiapatita carbonatada que les
permite interactuar quimicamente con el entorno bioldgico. A pesar de sus excelentes propiedades
bioldgicas, su poca resistencia a la fractura ha sido un limitante para su aplicacion (Serino et al.,

2003).

Polimeros naturales

Colageno. Derivado de la matriz extracelular, sirve de soporte natural para la adhesién, proliferacién

y crecimiento celular. Ha sido muy utilizado en aplicaciones tisulares (Serino et al., 2003).

Quitosano. Este material ha sido muy estudiado en los Ultimos afios por una aparente

habilidad para atrapar factores de crecimiento en los sitios de cicatrizacién.
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Polimeros sintéticos

A diferencia de los polimeros naturales, exhiben propiedades mecanicas y caracteristicas de
moldeabilidad que permiten la elaboracidon de estructuras tridimensionales, que asemejan la

macroestructura y microestructura del tejido éseo.

Los mas utilizados son el acido polilactico, poliglicdlico y la policaprolactona, tienen la ventaja de
ser versatiles, pudiendo alterarse la resistencia, y las tasas de reabsorcién/biodegradabilidad de

acuerdo a las necesidades clinicas(Serino et al., 2003).

Acido Polildctico (PLA). Pertenece a la familia de los poliésteres alifaticos y ha sido intensamente
estudiado por ser un polimero biodegradable, con alta resistencia mecanica y un médulo de Young
superior al del polietileno y el poliestireno. EI PLA es un material altamente versatil obtenido del
acido lactico que a su vez es producido 100% con recursos renovables como maiz, remolacha, trigo y
otros productos ricos en almidén. El acido polilactico exhibe propiedades que son equivalentes o
mejores que algunos polimeros basados en el petréleo, lo que lo hace conveniente para una amplia
variedad de aplicaciones, entre las que se cuenta el uso como dispositivos médicos biocompatibles y

bioabsorbibles (Hang et al., 1989).

El PLA es facilmente procesable en equipos estandar de procesamiento de plasticos para producir
piezas moldeadas, peliculas o fibras. Es uno de los pocos polimeros en los cuales la estructura

estequiométrica puede ser facilmente modificada, polimerizando una mezcla controlada de los

isomeros L y D para producir un polimero de alto peso molecular, cristalino o amorfo, que puede ser
usado para entrar en contacto con alimentos, siendo considerado como seguro. El isomerismo dptico
del acido lactico tiene una gran influencia sobre el metabolismo del monémero y las propiedades del
polimero resultante. Este tipo de isomerismo resulta del hecho de que uno de los atomos de
carbono (el centro asimétrico) tiene cuatro grupos unidos a él, que no son idénticos y por lo tanto
no son superponibles en su imagen especular. Tanto el acido lactico D como el L son fisica y

guimicamente idénticos en todos los aspectos excepto en que cada uno rota en direccidén opuesta,

D, dextrorotacion a la derecha y L, levorotacidn a la izquierda (Hang et al., 1989).

El PLA es degradado por una simple hidrdlisis del enlace éster y no requiere la presencia de

enzimas para catalizar la hidrdlisis, la velocidad de degradaciéon depende de la forma y tamafio del
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articulo, la relacion de isdmero y la temperatura de hidrélisis (Hang et al., 1989). El acido polilactico
de alto peso molecular es un termoplastico incoloro, satinado vy rigido, con propiedades mecdnicas,
similares a las del poliestireno. El PLA amorfo es soluble en la mayoria de solventes organicos por
ejemplo tetrahidrofurano (THF), solventes clorados, benceno, aceto-nitrilo y dioxano (Witte et al.,

1989).

La propiedad que exhibe el acido polilactico de ser biocompatible, degradarse completamente
dentro del tejido vivo al estar en contacto con los fluidos corporales, y el tener menor o mayor
resistencia de acuerdo a su peso molecular, lo han convertido en un material de eleccién para
elaborar andamios para regeneracion dsea (Fuente et al., 2006; Alcalde, 2005; Garlotta, 2001; Freed

etal., 1994).

Policaprolactona (PCL). Se obtiene mediante la polimerizacién por apertura de anillo de la e-
caprolactona. La PCL es un poliéster semicristalino, presenta una temperatura de fusién muy baja,
59-64°C y una Tg de -60°C. Se comporta como un material biocompatible y podria ser utilizado
como sutura biodegradable. Por otra parte, debido a que la PCL tiene un intervalo de degradacién
elevado (del orden de 2 afios) y un bajo punto de fusidn, es habitual utilizarla en forma de

copolimero (Jones et al., 2002).

Este poliéster alifatico puede ser degradado enzimdaticamente en el medio ambiente, mientras que
en el cuerpo se degrada por hidrdlisis no enzimatica. En la actualidad, la PCL se ha considerado para
diversas aplicaciones médicas (Serrano et al., 2004), tales como suministro de medicamento,
regeneracion de tejidos, andamios para el crecimiento de fibroblastos y osteoblastos,
nanocompuestos para reparacién ésea y sustitucion renal (Chen et al.,, 2007). La PCL posee
estructura de planos en zigzag como el polietileno (PE), debido a su numero relativamente
grande de grupos metileno en la cadena. La Tg baja (-60°C) lo convierte en un polimero suave, con
una alta flexibilidad en su cadena principal, siendo ésta una caracteristica que es Unica entre los
poliésteres. Sin embargo, las propiedades mecanicas son escasas y la tasa de degradacion a través
de la hidrdlisis es muy baja, por el balance hidrofilico/hidrofébico entre los grupos éster y metileno;
lo que significa que algunas modificaciones, por ejemplo, copolimerizacion, mezcla o
funcionalizacién son requeridas para el buen desempefio del material en una amplia gama de usos.
La técnica de funcionalizacion es particularmente importante para aplicaciones biomédicas, porque
permite optimizar algunas caracteristicas de interés, entre otros, la tasa degradacion in vivo,

adhesién celular, compatibilidad con otros polimeros, interactuar con minerales como hidroxiapatita
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y asi sucesivamente. Por otra parte, los grupos funcionales se han utilizado para la interacciéon

especifica con proteinas o células (Serrano et al., 2005; Hao et al., 2003).

Entre los diversos tipos de biomateriales, la policaprolactona, presenta grandes ventajas
debido a su biocompatibilidad, bajo costo, facil procesabilidad y lenta tasa de degradacion
hidrolitica. Se ha utilizado para la reconstruccién de varios tejidos, tales como huesos, piel, nervios y
retina. Las membranas ultra delgadas de PCL, proporcionan aplicaciones prometedoras en ingenieria
de tejidos blandos, especialmente para su regeneracion aplicada al tratamiento de enfermedades
cardiovasculares (Serrano et al., 2005); asi mismo, el despefio de la policaprolactona ha sido
investigado sobre todo a largo plazo, en implantes para la liberacion de medicamentos, como co-

ayudante en la formacion de tejidos y para tratamientos de regeneracién dsea (Hao et al., 2003).

Proceso de Electrospinning

Electrospinning o electrohilado es una técnica que utiliza fuerzas eléctricas para producir fibras de
polimero con didmetros que van de 2 nm a varios micrometros, usando soluciones de polimero
tanto naturales como sintéticas. Esta técnica ha tenido un gran incremento en la investigacion y a

nivel comercial en la ultima década (Ramakrishna, 2005; Buchko et al, 1999).

Hay basicamente tres componentes para cumplir con el proceso: Una fuente de alto voltaje, una
aguja de pequefio diametro y un colector metdlico. En el proceso de electrohilado, se emplea alto
voltaje para inducir las cargas eléctricas dentro de la solucién de polimero, antes de llegar al
colector la disolucion se evapora o solidifica y se recoge como una red interconectada de pequefias

fibras en el colector (Buchko et al, 1999).

En general, se trata de una técnica para producir nanofibras de una amplia gama de polimeros, que
ademas, ofrece una gran variedad de ventajas entre las que se destacan la generacién de porosidad
intercomunicada, la capacidad de ajustarse a una gran variedad de tamafios y formas, mayor
cantidad de polimero por unidad de volumen, y la capacidad de controlar la composicién de la
nanofibra para lograr los resultados deseados en cuanto a composicién y funcionalidad. Debido a
estas ventajas la obtencidon de nanofibras ha sido ampliamente utilizada en diversas aplicaciones
tales como filtracidn, sensores quimicos, electrodos de materiales bioldgicos, andamios, etc. (Mit-

Uppatham et al., 2004).
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Crecimiento de células en andamios

La estructura porosa y la orientacién isotrépica de la fibra en dos dimensiones, obtenidas utilizando
la técnica de electrospinning, se asemeja a la distribucidn natural que se presenta en la matriz
extracelular (ECM, por sus siglas en inglés), imitando esta estructura se tendria un candidato
prometedor para la regeneracidon de tejidos dafiados. Tres factores son importantes en cuanto al
comportamiento in vitro de células, estos son la quimica de los andamios, las propiedades
arquitectdnicas y la arquitectura. La matriz extracelular (ECM) natural, se compone de varias
proteinas y azucares dentro de una red tridimensional. Esta mezcla de materiales proporciona las
propiedades mecanicas que son ideales para el apoyo a nivel celulary de tejidos, promoviendo

la actividad especifica, evitando citostasis entre las células.

Los materiales pueden ser disefiados para imitar la resistencia a la traccion y propiedades de
compresion en ciertos tejidos, asi como recubrimientos que puedan impartir una superficie
adecuada. Uno de los mas grandes desafios en la actualidad es la creaciéon de la arquitectura
adecuada, prestando especial atencion tanto a la porosidad (el porcentaje de andamio para el
crecimiento celular) como al tamafio del poro. Los andamios de tejido, se utilizan para reparar el
tejido humano dafado, las células sembradas se adhieren y crecen en andamios de tejido, inmersos
también alli los diversos nutrientes son implantados en los lugares donde existen defectos en los
tejidos humanos. Hasta ahora, se han desarrollado diferentes tipos de andamios, con diversos
materiales y con tamafio del orden de micras, sin embargo, los investigadores han concluido que
tejidos humanos como la sangre, vasos, cartilagos, huesos, nervios y piel, consisten en formas de
nanofibras de origen bioldgico. Este hallazgo, llamé la atencién de los investigadores de andamios
nanoestructurados, por eso se observa bastante potencial a la utilizacion de nanofibras de polimeros
electrohiladas con el fin de reparar tejido humano dafado (Liang et al., 2007; Anh et al., 2006; Hao

et al., 2003; Yoshimoto et al., 2003; Megelski et al., 2002).

Reemplazo del andamio polimérico por tejido 6seo

La cicatrizacién endo-ésea se da por la interacciéon entre células y sustancias bioldgicas, cuando se
implanta un andamio tridimensional en un defecto quirdrgico, se busca que este actlue como
un bioreactor en el cual se desarrollaran procesos de proliferacidn celular, sintesis de sustanciasy

vasculogénesis.
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La matriz deberd reabsorberse y progresivamente sera reemplazada por tejido neoformado, el
patrén de reabsorcién para un andamio de dacido polilactico ha sido determinado como de tipo
centripeto (Valencia et al.,, 2008), pero no es homogéneo, debido a que la dindmica de la
degradacién hidrolitica del acido polilactico llevard a una erosidn en su superficie, e
incremento en la porosidad; habrd absorcion de fluidos, lo que produce hinchamiento y
rompimiento de cadenas, los enlaces éster se rompen en forma aleatoria; inicialmente se afectard la
parte amorfa, la cual tiene segmentos de extremo de cadenas, plegamientos y cadenas no
entrelazadas con rotacién libre, y una estructura desorganizada, que facilita la difusion y luego la

porcidn cristalina la cual por ser mas ordenada dificulta la difusidn (Solis et al., 2009).

Paralelo a la degradacién hidrolitica del andamio, se presentara adsorcién de proteinas, colonizacion
celular, angiogénesis y depdsito de material osteoide; coincidiendo la presencia de zonas de
degradacién, zonas de formacién dsea, y zonas del andamio con cristales de PLA sin evidencia de
degradacién (Solis et al., 2009). Con el tiempo toda la matriz deberia ser reemplazada por tejido

6seo neoformado.

El osteoblasto y la matriz extracelular

El osteoblasto es la célula caracteristica del hueso, responsable de la produccién de los elementos

que constituyen la matriz extracelular.

Desde un punto de vista filogenético, las células osteoblasticas derivan de células mesenquimales,
(por tanto son una variedad de tejido conectivo). Debido a que estas células mesenquimales pueden
originar numerosos tipos celulares, no se puede hablar de célula formadora de hueso hasta que la

célula en desarrollo no se compromete en la estirpe osteoblastica (Vicario, 2004).

En la diferenciacion a célula ésea se pasa por las fases de célula precursora pluripotencial
(stem cell), de célula osteoprogenitora inducible (células del estroma), y célula
osteoprogenitora determinada (preosteoblastos endostales o periostales) que constituye el
primer escalon dentro de la estirpe osteobldstica, ya que se trata de células totalmente
comprometidas. El paso final de la progresion celular a lo largo de la estirpe osteoblastica es el
osteocito, que es un osteoblasto que ha quedado encerrado en hueso calcificado (Vicario,

2004).
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A nivel microscépico, la célula se observa con un nucleo redondo basal, un citoplasma baséfilo y un
aparato de Golgi prominente. Los osteoblastos se observan recubriendo la capa de matriz que estan

produciendo y que todavia no estad mineralizada (material osteoide).

Ultraestructuralmente los osteoblastos se caracterizan por un reticulo endopldasmico bien
desarrollado, con cisternas dilatadas y un contenido granular denso, un gran complejo de
Golgi, una membrana plasmdtica rica en fosfatasa alcalina y con receptores para la hormona

paratiroidea (PTH).

El osteoblasto es una célula secretora, pero pierde esta funciéon cuando la matriz madura

convirtiéndose la célula en osteocito y en célula de recubrimiento.

Los osteoblastos poseen una regulacion autocrina. Pueden sintetizar y liberar factores de
crecimiento en la matriz dsea para estimular la actividad osteoblastica, o pueden interactuar con el

osteoclasto, en procesos de diferenciacion y actividad osteoclastica (reabsorcidn dsea).

El proceso de formacidon dsea se da en varias etapas: 1) Sintesis y procesamiento intracelular del
colageno tipo I. 2) Secrecidon y procesamiento extracelular del coldgeno. 3) Formacién de micro
fibrillas, fibrillas, y fibras de coldgeno. 3) Maduracién de la matriz de coldgeno. 4) Nucleacién y

crecimiento de los cristales de hidroxiapatita.

Al final del proceso se tendra un 35% de matriz organica y un 65% de material inorgdnico cristalino.

Para formar la matriz, el osteoblasto sintetiza el colageno tipo |, que tiene una funcién estructural, y
otras proteinas no coldgenas con funciones diversas, como servir para la adhesién

(fibronectina, trombospondina, osteopontina, y sialoproteina dsea).

También produce proteoglicanos (condroitin sulfato y heparan sulfato); ademas diferentes proteinas
que se constituyen en componentes de la matriz o participan en procesos de sefializacién vy

comunicacion intercelular.

Otros productos importantes del osteoblasto son la osteocalcina, la osteonectina y la fosfatasa

alcalina, esta ultima involucrada directamente en el proceso de mineralizacidon y considerada como
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un marcador del fenotipo osteoblastico (Vicario, 2004).

Para su actividad, los osteoblastos deben producir factores de crecimiento que se almacenan en la
matriz &ésea, tales como el factor de crecimiento transformante B (TGF-R), las proteinas
morfogenéticas 6seas (BMP), el factor de crecimiento derivado de plaquetas (PDGF) y el factor de
crecimiento similar a la insulina (IGF), asi como diversos factores locales y citocinas, entre las que

se encuentra la interleucina 6 (IL-6) (Vicario, 2004).

Cultivo de osteoblastos y caracterizaciones

Los osteoblastos son utilizados en la caracterizacién de biomateriales que van a ser aplicados en

técnicas regenerativas y/o reconstructivas dseas.

Actualmente se pueden recurrir a tres modelos para realizar estudios con este tipo celular: Cultivos
obtenidos a partir biomodelos (fetal o adultos), procedentes de hueso humano normaly lineas

celulares establecidas (v.g. procedentes de sarcomas) (Vicario, 2004; Meseguer et al., 1994).

En cada modelo se presentaran ventajas y desventajas, como la mezcla de poblaciones celulares,

cambios del funcionamiento celular, potencial de crecimiento variable, etc.

En los cultivos de calota y en los de hueso normal humano, se corre el riesgo de la
incorporacién de otros tipos celulares, por lo que es necesario tener en cuenta el tipo de hueso y la
edad, para minimizar la posibilidad de mezcla celular, también, es importante la implementacién de

técnicas que permitan la separacién progresiva de tipo celulares indeseables como los fibroblastos.

Las lineas celulares establecidas son lineas cldnicas provenientes generalmente de osteosarcomas.
Hay una gran variedad de ellas como la MC3T3-E1, ROS 17/2.8, y UMR 106-01 proveniente de

osteosarcoma de rata.

A partir de tumores sarcomatosos humanos se han obtenido otras lineas establecidas como la TE-85,
la MG-63, y la Sa0S-2; y por clonacidn de células humanas se han obtenido lineas celulares como la
HOBIT (Human Osteoblast Immortalized Transfected) (Vicario, 2004). Las lineas establecidas ofrecen

la ventaja de estar purificadas para tener solo osteoblastos.
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Los trabajos de Peck y colaboradores en la década del 60 (Peck et al, 1964), permitieron perfeccionar
la técnica para aislar osteoblastos viables a partir de calota de ratas. En este sentido se han descrito
diferentes técnicas como la digestién enzimatica con colagenasa, la clonacion, aislamiento mecanico,
etc., aplicadas sobre diferentes fuentes tales como hueso humano, calota de fetos de roedores,

embriones de pollo, calota y huesos largos de conejo y rata, entre otros (Vicario, 2004).

Pero una vez aisladas las células, los esfuerzos se deben orientar en crear las condiciones adecuadas
para lograr mantener una poblacién que sea viable y funcional en condiciones in vitro, para que

se dé la expresidn del fenotipo osteoblastico.

La determinacién del fenotipo, o el establecer la naturaleza exacta de las células cultivadas, no se
puede hacer Unicamente por estudios morfoldgicos, debido a que en células cultivadas es dificil

diferenciar un osteoblasto de una célula mesenquimal, un condrocito o un osteoblasto.

Para caracterizar osteoblastos se recurre a la combinacién de diferentes técnicas como: La
microscopia (6ptica, confocal, electrénica de barrido y transmisidn); métodos histoquimicos como la
determinacidon de la actividad de la fosfatasa alcalina, y técnicas de inmunohistoquimica para

colageno tipo | y Ill, produccién de osteocalcina, respuesta a PTH, etc.

Caracterizacidn de estructuras implantadas en tejido 6seo

Es importante determinar la formacion de tejido dseo en la estructura que ha sido implantada,
mediante técnicas convencionales como hematoxilina-eosina, con la que se diferencian células como
osteoblastos, osteoclastos y estructuras como osteonas, canales haversianos, etc. Pero si se quiere
ser mas especifico, se debe recurrir a técnicas histoquimicas e inmunoquimicas, que permiten
identificar componentes de la matriz extracelular como proteinas estructurales, colageno,

glicoproteinas, proteinas morfogenéticas, etc.

El coldgeno es la proteina estructural mas importante de la matriz extracelular, en el hueso se
encuentra colageno tipo | y colageno tipo Ill, como fibra reticular. Para estudiar el colageno en tejido
dseo se pueden utilizar técnicas basicas de tincién con hematoxilina-eosina, o mas especificas como
la tincién de Herovici, la cual no solo define la disposicidn de las fibras, sino que también permite

diferenciar el coldgeno en sus dos fases, la inmadura o precoldgeno con un color rojo, y la madura
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de color azul. Con esta tincién los nucleos se tifien de color negro y el citoplasma de un tono

amarillo.

La técnica de Van Gieson, permite distinguir las fibras de coldgeno que forman el soporte para la
osificacidon y las que se encuentran en la matriz extracelular, da una buena definicién de la
morfologia y distribucidn gracias a los contrastes de los colorantes, el coldgeno se observa rojo,
los nucleos con color negro y el citoplasma de color amarillo (Montuenga, 2009; Dehesa & Torres,

2008).

Para visualizar el colageno tipo Il (fibras reticulares), se emplea la técnica de Gomori, que tife las

fibras colageno de negro (Montuenga, 2009; Dehesa & Torres, 2008).

ANTECEDENTES DE LOS INVESTIGADORES EN EL DESARROLLO DE LA TEMATICA

En la Universidad del Valle, mediante esfuerzos conjuntos entre los grupos participantes, se ha
desarrollado una red de Investigacion encaminada a la obtencidn y aplicacién de polimeros en
técnicas de regeneracion ésea. En el contexto de esta linea se han realizado varios trabajos de grado
a nivel de pregrado de Quimica e Ingenieria de Materiales (Lozano 2013, Correa & Godoy,
2011; Correa & Betancourt, 2010; Vasquez, 2010; Valencia & Mateus, 2009; Millan, 2009;
Giraldo, 2009), estudios en los que se muestra el potencial del acido polilactico en la

elaboracion de matrices y sustitutos dseos.

Dentro de la misma linea de investigacién, se realizaron algunos trabajos de grado a nivel de
especialidad clinica, en los cuales se emplearon biomodelos animales para estudiar la
biocompatibilidad, y cualidad osteoconductora de los polimeros biodegradables (Nifio et
al.,2010; Pinzén & Rodriguez, 2010; Valencia et al., 2008; Mutis et al., 2008). Ademas se observé la
capacidad de estimular la regeneracién ésea en defectos de tamafio critico en biomodelos animales,
cuando eran combinados con sustancias osteopromotoras como el quitosano (Tobén et al., 2010), o
con ceramicas bioactivas como el fosfato tricalcico (Bustamante et al., 2011). Trabajos que fueron
realizados en el marco de un convenio de colaboracién entre la Universidad del Valle y la

Universidad Militar Nueva Granada.
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relleno de 4acido polilactico para regeneracion dsea”. Informador Técnico No 73, 6 — 15.

2010. ISSN  0122- 056X

(https://www.filesanywhere.com/fs/v.aspx?v=8971668f58627076ae6d)
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6. Bustamante Rodriguez Alejandro, Osorio Suarez Guillermo, Sierra Mesa Juan Sebastidan, Gdmez
Andrea, Ramirez Claudia Mercedes, Obando nixon, Garcia Felipe, Zuluaga Fabio “Descripcién de
los cambios histoldgicos producidos a 60 dias por una matriz de acido polilactico de alto peso
molecular aglutinada con fosfato tricalcico injertada en calvaria de rata. Revista ODONTOS. ISSN
0123-7810. Fundacion CIEO., No .39, Octubre de 2012. http://www.unicieo.edu.co/revista-

odontos/43-revista-odontos/339-odontos39.html

Los resultados de las investigaciones fueron socializados ante la comunidad académica en los

siguientes eventos:

1. Solis Yuliana, Betancourt Carlos, Zuluaga Fabio, Valencia Carlos H. “Produccién de acido
polilactico y su aplicacién como matriz de relleno para regeneracidn ésea”. Universidad de
Antioquia. Facultad de Ingenieria. Tercer Encuentro Nacional de materiales, Modulo

Polimeros, Universidad de Antioquia, Medellin, Noviembre 13 de2007.

2. Solis Yuliana, Betancourt Carlos, Valencia Carlos H., Zuluaga Fabio. “Acido polilactico: su
caracterizacion y aplicacion como matriz de relleno para regeneracién 6sea”. Universidad de
Antioquia. Primer Congreso Nacional de  Biomateriales. CD Rom, ISBN:978-958-714-200-6.
Memorias. CB32, 20-27. Medellin. Septiembre de 2008. Presentacion oral.

http://ingenieria.udea.edu.co/eventos/biomateriales.

3. Valencia Carlos H., Solis Yuliana, Betancourt Carlos, Zuluaga Fabio. “Descripcion de hallazgos
histolégicos de una matriz de acido polilactico implantada en tibias de conejo”. Universidad de
Antioquia. Primer Congreso Nacional de Biomateriales. CD Rom, ISBN:978-958-714-200-6.
Memorias. CB5S, 62-65. Medellin. Septiembre de 2008. Presentacion

poster.http://ingenieria.udea.edu.co/eventos/biomateriales.

4. Valencia Carlos H. Zuluaga Fabio, GOémez Andrea, Ramirez Claudia. “El Acido
Polilactico: De la degradacion hidrolitica a la neo formacién dsea”. V Congreso Internacional de

Materiales. Universidad Javeriana, Cali, Memorias, BM012M. Octubre2009. Presentacion oral

5. Correa Juan Pablo, Betancourt Jhony, Zuluaga Fabio, Valencia Carlos H. “Sintesis y caracterizacion
de Acido Poli ( L- lactico) y su aplicacién como dispositivo de fijacién désea”. V Congreso

Internacional de Materiales. Universidad Javeriana, Memorias, BM0200M Cali, Octubre 2009.
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10.

11.

Presentacion oral.

Buitrago Andrés, Machado Jaime, Zuluaga Fabio, Valencia Carlos H. Obtencién de &acido
polilactico de alto peso molecular para el disefio de un microtornillo para un implante
odontoldgico”. V Congreso Internacional de Materiales. Universidad Javeriana, Memorias,

BMO015M.Cali, Octubre 2009. Presentacion poster.

. Valencia Andrés, Mateus José F., Zuluaga Fabio, Valencia Carlos H. “Produccién y caracterizacion

de una membrana de acido poli-L- lactico y su evaluaciéon en una prueba piloto in vivo”. V
Congreso Internacional de Materiales. Universidad Javeriana, Memorias, MP013M.Cali, Octubre
2009. Presentacion poster.

Vasquez Juan David, Zuluaga Fabio, Valencia Carlos H. “Desarrollo de estructuras porosas
en acido polilactico (PLA) para regeneracion dsea”. V Congreso Internacional de Materiales.

Universidad Javeriana, Memorias, BM0O0O80M Cali, Octubre 2009. Presentacion oral.

Correa Juan Pablo, Betancourth Jhony, Zuluaga Fabio, Valencia Carlos H. “Sintesis vy
caracterizacion de Acido Poli ( L- lactico) y su aplicacion como dispositivo de fijacién ésea”. V
Congreso Internacional de Materiales. Memorias, BM0200M, Universidad Javeriana, Cali,
Octubre 2009. Presentacion oral.

Valencia LI. CH., Zuluaga C. H, Ramirez C, et al. “Descripcion de los cambios
histolégicos inducidos por una matriz de acido polilactico de alto peso molecular aglutinado con
fosfato tricalcico injertado en calota de rata después de 60 dias.” VI congreso internacional de
Materiales. Universidad de los Andes. Bogotd, Colombia, Noviembre de 2011.Presentacién oral.
Correa Martinez L., Valencia Ll. CH., Zuluaga C. H. “Extraccion y fabricacién de bloques
porosos de acido polilactico y quitosano para la regeneracion de tejido dseo”. VI congreso
internacional de Materiales. Bogota, Colombia, Noviembre de 2011. Modalidad Poster.

12. Valencia Carlos Humberto, Zuluaga Héctor Fabio, Mina José Herminsul, Lozano Lina
Marcela, Gutiérrez Oscar, Mufoz Jaime. “Andamios poliméricos obtenidos por electrospinning
para aplicacién en regeneracion dsea”. XV Simposio de Investigaciones en Salud.

Universidad del Valle. 2013. Presentacién oral. Presentacion oral.

Como producto de las diferentes investigaciones realizadas se estandarizaron los protocolos para

la sintesis de policaprolactona y de acido polilactico de bajo, mediano y alto peso molecular; ademas

se obtuvo quitina a partir de micelio de hongos; con estos materiales se elaboraron andamios

porosos mediante técnica de lixiviacién y fibrosos mediante técnica de electrospinning; los cuales

fueron implantados en modelos animales (conejos New zealand y ratas Wistar), y caracterizados por
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técnicas de histoquimica e inmunohstoquimica.

Desarrollos

En la convocatoria interna de la Universidad del Valle (2013-3), se consiguid financiacién para el
desarrollo del proyecto “Desarrollo de andamios poliméricos bioactivados con osteoblastos, una
aplicacién para ingenieria de tejidos 6seos”., Actualmente el proyecto estd en la etapa de
Laboratorio, en el marco de esta propuesta se desarrollé un cultivo de osteoblastos primario, de
origen murino, el cual fue caracterizado mediante la expresion de fosfatasa alcalina, osteocalcina y
osteoprotegerina; finalizando este ano se espera avanzar a la etapa preclinica in vitro con células

(cultivo de andamios porosos y fibrosos con osteoblastos), y preclinica in vivo

(Implantacién en calota de ratas wistar).

A la fecha se tienen estandarizados los protocolos para obtencion del cultivo primario de
osteoblastos, y para la fenotipificacion mediante la determinacion de fosfatasa alcalina,
osteocalcina, y osteoprotegerina; al igual que los procedimientos necesarios para fabricar los dos

tipos de andamios propuestos.

DESARROLLO DE LA INVESTIGACION EN ANDAMIOS OSEOS EN EL PROYECTO.

Al finalizar la investigacidn se obtendran unas estructuras con aplicacion en regeneracién ésea vy

regeneracion tisular guiada con uso en Ortopedia / Traumatologia y en Odontologia.

Productos: Estructuras para regeneracion y reconstrucciéon dsea, (andamios porosos y fibrosos),
elaborados en acido polilactico y quitosano, y bioactivados con osteoblastos; los cuales estaran en
presentacién tipo particulado, bloque, y membranas; caracterizados y listos para desarrollar en

pruebas de uso en modelos humanos (in vivo).
Actividades experimentales preclinicas: Se realizaran en total 100 actividades representadas en

ensayos de crecimiento celular con andamios con su respectiva caracterizacion por

citoinmunohistoquimica, implantaciones en hueso parietal de ratas wistar con sus respectivas
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caracterizaciones por histoquimica, inmunohistoquimica y microscopia electrénica de barrido, vy
pruebas de uso en mandibulas de conejo New Zealand con sus respectivas caracterizaciones por

histoquimica, inmunohistoquimica y microscopia electrénica de barrido.

METODOLOGIA:

Primer Ao

Compra de equipos e insumos

e Sintesis y caracterizacion de acido polilactico y policaprolactona

e Extraccidny caracterizacién de quitosano obtenido a partir de quitina
e Elaboracién de los andamios poliméricos

e Caracterizacion fisico-quimica, térmica y mecanica de los andamios poliméricos

e Obtencién del cultivo primario de osteoblastos

Desarrollo Actividad Sintesis y Caracterizacion de Acido Polilactico y

Policaprolactona

La sintesis del PLA se realizara a partir del acido L-lactico obteniendo un prepolimero de bajo peso
molecular por policondensacién. El prepolimero se depolimerizara para obtener el dimero
(lacturo). El dimero se polimerizara por apertura de anillo utilizando catalizadores organometalicos y
alcoholes como co-catalizadores, en atmdsfera inerte, para obtener acido polilactico de alto peso

molecular.

Analogamente se obtendra policaprolactona por apertura de anillo partiendo de épsilon-

caprolactona, utilizando catalizadores organometalicos y alcoholes como co-catalizadores.

La caracterizacion se llevara a cabo por espectroscopia de IR, RMN, andlisis elemental, DSC, TGA,

GPC, viscosimetria y ensayos mecdanicos.
Desarrollo Actividad Extraccion y Caracterizacion de Quitosano obtenido a partir de Quitina

La extraccion y caracterizacion del quitosano se realizarad siguiendo la metodologia aplicada en el

laboratorio de polimeros de la Universidad del Valle (Mufoz, 2012).

En la cual el micelio seco es lavado varias veces con agua para eliminar impurezas. Después se

secara a 50°C, y se sometera a hidrélisis basica empleando con NaOH bajo agitacion mecanica, a
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110°C durante 4 h. El material insoluble en el medio alcalino se filtrara y se lavara hasta alcanzar un
pH de 8. El sélido obtenido se acidificard adicionando HCI, hasta alcanzar un pH de 3. La mezcla se
mantendra con agitacion mecanica, durante 3 h a temperatura ambiente. El sobrenadante se
separard por centrifugacién y se basificard con NaOH hasta alcanzar un pH de 10 para promover la

precipitacién del quitosano, el cual se aisla mediante filtracidn al vacio.

El quitosano obtenido se lava con agua destilada, etanol y acetona para eliminar las impurezas y el

NaOH remanente. Finalmente, el sélido obtenido se secara a secar en horno a 50°C.

Caracterizacidn del quitosano extraido

Caracterizacién espectroscopica. El quitosano se caracterizard mediante espectroscopia infrarroja
empleando la pastilla de KBr. Posteriormente, se realizan experimentos de RMN-1H usando DMSO-

d6 como solvente acompafiado por dos gotas de F3CCOOH para disolver la muestra.

Adicionalmente, el quitosano se caracterizard mediante RMN-15N y RMN-13C en estado sélido con
polarizacion cruzada y rotacidn al angulo magico (CP-MAS). Los experimentos de 13C se llevaran a
cabo con una frecuencia de barrido de 29.8 kHz (pulso de 90° de 10 us), tiempo de contacto de 1 ms,
tiempo de adquisiciéon de 50 ms y tiempo de relajacion de 1.1 s; se realizan en total 1507 barridos
para adquirir los espectros de 13C. Para los experimentos de 15N se usa una frecuencia de barrido
de 24.4 kHz (pulso de 90° de 10 ps), el tiempo de contacto de 2 ms, el tiempo de adquisicién de 50
ms y un tiempo de relajacion de 1.4 s; se realizan 4248 barridos para obtener los espectros de 15N.
En todos los experimentos se emplea un rotor de circonio de 4 mm de didmetro con una frecuencia

de rotacién en el MAS (54.7°) de 5 MHz y una temperatura de 25°C.

Ademas se determinara:

e Grado de desacetilacion del quitosano: Se realizara por dos métodos independientes:
Titulaciones potenciométricas y analisis elemental cuantitativo.

e Determinacion del peso molecular: El peso molecular promedio viscoso Mv del
quitosano se determinard mediante viscosimetria capilar

e Andlisis térmico; Al quitosano aislado se le realizardn estudios de calorimetria
diferencial de barrido (DSC) para determinar su respectiva temperatura de transicion vitrea vy
de fusion, también se estudiara la estabilidad térmica del biopolimero mediante analisis

termogravimétrico (TGA).
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. Difraccion de rayos X: Se analizard el difractograma obtenido para el quitosano

extraido mediante su comparacién con una muestra de quitosano comercial.

Desarrollo Actividad Elaboracion de los Andamios Poliméricos
Para la obtencidn de los andamios se emplearan dos métodos:

En uno de ellos se usara un equipo de electrospinning, compuesto por: una bomba de infusién, una

fuente de alto voltaje, jeringas, agujas, mangueras y un colector de aluminio.

En principio, se efectuaran varias corridas con el fin de encontrar la relacién ideal entre disolventes y
polimero, que permitan la obtenciéon de un haz estable dentro del proceso y la consecuciéon de
fibras homogéneas. Se prepararan tejidos conformados por fibras de PLA y PCL, variando las
proporciones de estos materiales, con el fin de conseguir andamios con las propiedades requeridas

para el adecuado crecimiento de las células.

El otro serd el método de dispersidn por solvente, moldeo por compresién y lixiviacion (Mano et

al., 2008; Solchaga et al., 2005).

Desarrollo Actividad Caracterizacion fisico-quimica, térmica y mecanica de los andamios

poliméricos

Se realizard un ensayo mecanico a compresion uniaxial, tomando como referencia la norma ASTM
D695-10 y material bibliografico. Se usaran 3 piezas cilindricas por cada muestra con una relacion
longitud diametro 2:1, las cuales seran acondicionadas segln la norma citada. Las piezas seran
ensayadas con una celda de 50 Newtons a una velocidad de deformacién de 1mm/min a

temperatura ambiente.

La resistencia a la compresidn se determinara sometiendo las probetas a una fuerza de compresion
hasta que el material presente falla, y se procesaran los datos a partir de la aplicacidn de la ecuacidn
s=F/A, donde F es la fuerza a compresion (N) y A es el area de la seccion transversal. El mddulo se

determinard segin norma. AMPLIAR

Para el analisis de las fibras de PLA y PCL, se empleard un equipo de espectrofotometria de
Infrarrojo con Transformada de Fourier (FTIR) marca Perkin EImer Spectrum 100 FT-IR Spectometer,

con Cristal de ZnSe y enterferdmetro Michelson. El anadlisis se realizara a 100 barridos y una
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resolucion de 4 cm-1.

Mediante difraccion de Rayos X (DRX), se estudiaran los patrones de difraccién de rayos X de las
fibras de PLA y PCL, usando un equipo Marca PANalytical, Serie X'Pert Pro, Tubo de Cobre
Difractdmetro de Rayos X, a 45 kV y 40 mA.

El Analisis Termogravimétrico (TGA) se llevara a cabo en un equipo TA Instruments Ref. Q 50, en un
intervalo de temperatura de 50 a 650°C, con una rapidez de calentamiento de 10°C/min y en una
atmoésfera protectora de nitrégeno, las muestras de las fibras tendran un peso aproximadamente de

10 mg.

Se realizara una prueba de Calorimetria Diferencial de Barrido (DSC), con un equipo TA Instruments
Ref. Q 20, tomando un intervalo de temperatura de -60 a 185°C, una rapidez de calentamiento de
10°C/min y en una atmdsfera protectora de nitrégeno, el peso promedio de las muestras de fibras

sera de aproximadamente 10 mgy se empleardn capsulas herméticas de aluminio.

Desarrollo Actividad Obtencidn del cultivo primario de osteoblastos

Se aislardn y cultivaran células éseas a partir de huesos craneales de rata Wistar de 5 dias de edad,

siguiendo el protocolo propuesto por Bakker & Klein-Nulend

Desarrollo Actividad Caracterizacion del cultivo primario

Se realizara fenotipificacion mediante la determinacion de expresién de Fosfatasa alcalina,
Osteocalcina, Osteoprotegerina, y colageno tipo | de acuerdo protocolo sugerido por IHC Products &
Protocol Guide. R&D Systems Tools for Cell Biology Research™. www.RnDSystems.com); las lecturas
se haran en microscopio confocal; igualmente se estudiaran las formas y relaciones celulares

intracultivo mediante microscopia electrdnica de barrido.

Desarrollo Actividad Ensayos de crecimiento celular con osteoblastos en los andamios

1. Se depositaradn los andamios en camaras de cultivo de 8 pozos, se agregara medio de cultivo,
y se adicionaran osteoblastos.

2. Cada 3 dias se cambiara el medio de cultivo; se retiraran andamios para analisis a los 7,
14, 21y 28 dias.

3. Se analizaran en cada etapa 5 andamios con técnicas citoinmunohistoquimica y
microscopia electrdnica de barrido

4. Al sobrenadante obtenido en cada periodo se le realizardn andlisis inmunoquimicos,
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mediante la técnica de Western Blot, para determinar la presencia de fosfatasa alcalina,

osteocalcina, protegerina y coldgeno tipo .

Mediante el desarrollo de esta actividad de determinard: Forma de los andamios y células en cultivo,
maduracidn osteoblastica, formacion de la matriz extracelular, interfaces andamio / Célula, Andamio

/ Matriz extracelular, Matriz extracelular / células, y se confirmara la bioactivacion de los andamios

Desarrollo Actividad Implantacion en defectos de tamafio critico en hueso parietal de rata

Wistar

Los andamios activados con osteoblastos seran implantados en defectos de 5 mm de diametro en el

hueso parietal de ratas wistar de 5 meses de edad.

Para la preparaciéon del defecto e implantacion de los andamios se seguira el siguiente

protocolo:

1. Técnica de asepsia y antisepsia con Isodine solucion®.

2. Anestesia local infiltrativa (lidocaina al 2% con epinefrina 1:80.000). Incisién
longitudinal en el centro del crdneo para exponer el hueso parietal, tomando como referencia

la sutura sagital.

3. Diseccion lateral para exponer la zona parietal, a ambos lados de la sutura sagital, sobre la
sutura sagital y ligeramente hacia posterior del hueso parietal, se realiza una preparacién de 6
milimetros de didmetro, utilizando un motor fisiodispenser para cirugia ésea con una fresa

trefina de titanio, de 6 milimetros de corte externo, con irrigacion de suero fisioldgico.

4. Una vez alcanzada una profundidad de corte de 0.8 mm, se retira la l[dmina désea con

cucharilla y cureta de Lucas, cuidando de no perforar la membrana meningea.

5. Si el animal pertenece al grupo control, no se coloca material, se confrontan los tejidos y se

sutura por planos con material reabsorbible.

6. Si el animal pertenece al grupo experimental se implanta el material que corresponda (

andamio poroso o andamio fibroso), se confrontan los tejidos y se sutura por planos con
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material reabsorbible.

7. Se aplica gentamicina tdépica en el d4rea quirdrgica; se aplica Clindamicina

Intramuscular, (600 mg), y Tramadol Intramuscular en dosis ajustada al peso.

8. El animal es transferido a la jaula de observacidn, se coloca |ldmpara para calentar, se
determina la hora en que hay movimientos corporales (levantar la cabeza), y se registra

en el cuaderno del investigador.

9. Se manejara un protocolo de analgésico (acetaminofén gotas) por cinco dias.

10. Los animales seran observados por lo menos 3 veces al dia en los primeros 5 dias,
cualquier cambio de comportamiento o sefal de infeccién o inflamacién anormal sera registrado

en el cuaderno del investigador.

11. Se espera el tiempo de implantacidn necesaria y se programan los procedimientos de

eutanasia.

Desarrollo  Actividad Recuperacion de las muestras y estudios histoldgicos,

histoquimicos, inmunoquimicos y de microscopia

Después del periodo de implantacién (30, 45, 60 y 90 dias) se debe recuperar las muestras

previa eutanasia, de acuerdo al siguiente protocolo:

[EEN

. Se pesan los animales y registra la informacidn en el rétulo de la caja del biomodelo.

2. Con el peso individual del biomodelo, se determina la dosificacion necesaria de

barbituricos para lograr una sedacidén en exceso, y se registra las dosificaciones individuales.

3. Setrasladan los animales al espacio para procedimientos asignado en el Laboratorio.

4. Una vez en el laboratorio, se anestesian los biomodelos mediante sedacion intramuscular, de

acuerdo a la dosificacién correspondiente a cada animal.

5. Se colocan campos quirdrgicos estériles sobre la mesa de diseccion.

6. Una vez obtenida sedacidn, se aplica 1 cc de Eutanax® intraperitoneal

7. Se verifica la muerte mediante observacion de la respuesta sensorial/reflejo, (v.g. la falta de
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respuesta a prension de la cola).

8. Se realiza la técnica de asepsia y antisepsia sobre superficies externas del biomodelo utilizando

Isodine espuma® o etanol al 70%.
9. Se coloca el biomodelo sobre la mesa de operaciones de cubito supino.

10. Se hace incisién longitudinal por linea media craneal desde el puente nasal hasta base del

craneo, se realizan 2 relajantes oblicuas por encima de las érbitas y otras 2 en zona occipital.

11. Se realiza colgajo de espesor total iniciando desde zona anterior para exponer los huesos del

craneo.

12. Se corta con el equipo piezoeléctrico, el sitio donde estd implantado el biocompuesto,

cuidando de dejar por lo menos 3 mm de hueso periférico.

13. En los animales control, se corta el sitio donde se cred el defecto vacio dejando por lo
menos 3 mm de hueso periférico.

14. Se retira cuidadosamente las muestras y se depositan en un recipiente rotulado que

contenga el elemento fijador (formol buferado o glutaraldehido seguin corresponda).

15. Se marca el recipiente con el cédigo del animal y la clave que corresponda a muestra
control o muestra experimental (C, E1, E2), y se registra la misma informacién en el cuaderno

del investigador.

16. Se inicia protocolo de preparacion para estudios histolégicos.

Posteriormente, se realizardn las preparaciones necesarias para el estudio y determinacién de la
respuesta osteogénica, mediante histomorfometria y microscopia electrénica y confocal, para
identificar estructuras como osteonas, vasos sanguineos y material osteoide; histoquimica e

inmunohistoquimica para identificar actividad osteoblastica y osteoclastica (fosfatasa alcalina,

fosfatasa acida tartrato resistente, colageno tipo | y colageno tipo ).

Desarrollo Actividad Analisis de resultados

Utilizando un software para analisis de imdagenes, se determinard y cuantificard la presencia de

células inflamatorias, células éseas, componentes de la matriz extracelular, y estructuras como
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osteonas primarias y secundarias, asi como vasos sanguineos.

La informacién obtenida serd procesada para obtener datos estadisticos. Se determinara normalidad
por Kolmogorov-Smirnoff, utilizando el paquete estadistico SPSS, y el contraste de hipdtesis se
realizara por el método Mann-Whitney, para el nivel de significacion estadistica se establecera un

error tipo |, igual o inferior a 0,05.

Desarrollo Actividad Prueba de Uso en Conejos

Se realizara una prueba de uso en conejos utilizando andamios tipo bloque con el fin de lograr

aumentos 6seos horizontales.

Las actividades a realizar seran:

1. Obtencién y caracterizaciéon de osteoblastos a partir de tejido dseo de conejos (se repiten
los protocolos ya planteados para osteoblastos murinos).

2. Se realiza un examen tomografico a la mandibula de un conejo New zealand de 6 meses de
edad y se determinan las dimensiones de la zona de trigono, en la mandibula.

3. Se disefian y elaboran bloques poliméricos, mediante impresién 3D, de acuerdo a las

dimensiones del trigono.

4. Se bioactivan los bloques poliméricos mediante el cultivo con osteoblastos

5. Se realizan caracterizaciones a los bloques bioactivados (citoinmunoquimica y SEM)

6. Se realizan los procedimientos quirdrgicos para aumento horizontal de reborde dseo en la
zona del trigono mandibular, utilizando los bloques bioactivados, segun el siguiente protocolo:

e Sedacion mediante anestesia general

e Se realizara tricotomia de la zona lateral y basal del maxilar inferior (zona derecha)

e Se hara desinfeccién con isodine solucién @

e Se anestesiara con lidocaina al 2% con epinefrina, técnica infiltrativa en el drea de interés
(zonas intraorales y extra orales comprendidas entre el diente incisivo y el tercer molar

inferior derecho).
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e Se realizard una incision longitudinal extraoral a nivel submandibular, disecando
hasta llegar a tejido 6seo y continuando hasta el margen gingival iniciando desde la zona
retro molar derecha, continuando sucular vestibular y lingual desde el ultimo molar al
primer premolar; siendo la misma extendida hasta la altura del foramen mentonero en la
zona del diastema

e Se preparara la zona receptora y se fijaran los bloques mediante tornillos de osteosintesis

e Se reposicionan los tejidos y se sutura con material reabsorbible

e Se aplica gentamicina en crema en toda la zona

e Se aplica Clindamicina 600 mg IM, y Diclofenac 75 mg IM

e Se coloca cuello isabelino

Se traslada el conejo a la jaula de recuperacion, y posteriormente a su jaula de permanencia

Durante los siguientes cinco dias se suministrara acetaminofén en gotas

e Se suministrara alimento y agua ad libitum

7. Se recuperan las muestras y se realizan caracterizaciones bioldgicas ( Histoquimica,
inmunohistoquimica)

8. Se realizan estudios de microscopia electrdnica de barrido

9. Se analiza la informacién mediante un software para procesamiento de imagenes

RECURSOS

Recursos disponibles
Laboratorios: En la Universidad del Valle se cuenta con laboratorios de quimica, ingenieria de
materiales, histologia, y cultivos celulares; lo que va a permitir que los andamios y células sean

procesados y caracterizados adecuadamente.

Recurso humano: Todos los investigadores vinculados a la propuesta tienen formacion de

postgrado, asi como una amplia experiencia y experticia en las actividades a desarrollar segin el
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rol y fase de vinculacidon lo cual se convierte en una garantia que los procesos serdn

realizados con rigurosidad cientifica

Recursos necesarios

Personal:

5 Investigadores, (Contrapartida Univalle)

1 Profesional con posgrado, medio tiempo, por 3 afios, (recursos convocatoria)

6 profesionales con pregrado, medio tiempo, por 2 afios, (recursos convocatoria)

Materiales: (Recursos convocatoria)

Insumos varios para laboratorios de Quimica e Ingenieria de materiales Insumos
varios para Laboratorio de Histologia e inmunohistoquimica Insumos varios para
Laboratorio de cultivos celulares

Anticuerpos y medios de cultivos

Materiales para los procedimientos quirdrgicos

Servicios técnicos: (Recursos convocatoria)

Caracterizaciones quimicas y fisicas
Servicio de Microscopia confocal
Servicio microscopia electrdnica

Servicio de Bioterio Universidad del Valle

Servicio de Bioterio universidad ICESI
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Equipos

Equipos varios para laboratorio de Quimica

Equipos varios para laboratorio de Ingenieria de Materiales

Equipos varios para laboratorio de Histologia Equipos varios para laboratorio de Cultivos celulares

Equipos para cirugia 6sea

PROGRAMA DE TRABAJO:

Ver capitulo 9.
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5.6. LINEA DESARROLLO DE CEMENTOS ACRILICOS MODIFICADOS CON CAPACIDAD DE
ESTIMULAR REGENERACION OSEA Y MEJORAR LA FIJACION DE PROTESIS ORTOPEDICAS

GRUPOS DE INVESTIGACION Y ENTIDADES PARTICIPANTES

Materiales Compuestos — GMC (cédigo COL0007533 — Categoria Al)

El Grupo de MATERIALES COMPUESTOS de la Escuela de Ingenieria de Materiales pertenece a la
Facultad de Ingenieria, de la Universidad del Valle en Cali (Colombia). El grupo es categoria Al, el
maximo escalafon del organismo de Ciencia y Tecnologia de Colombia, COLCIENCIAS (convocatoria
2010). Asi mismo, el grupo Materiales Compuestos hace parte del Centro de Excelencia en Nuevos

Materiales, CENM con sede en la Universidad del Valle.

Este grupo fue creado en el afio 1986 y trabaja bajo la direccidn de la Dra. Ruby Mejia de Gutiérrez y
fue el gestor del Plan de pregrado en Ingenieria de Materiales de la Universidad del Valle, que hoy
cuenta con aproximadamente 300 estudiantes, asi como del programa de Maestria y de Doctorado
en Ingenieria Area de Enfasis de Ingenieria de Materiales, este Gltimo dio inicio en agosto del 2001, y
a la fecha cuenta con diecisiete (17) egresados. La participacién del GMC contribuydé a que el
programa de doctorado de la Escuela de Ingenieria de Materiales fuera condecorado con el primer
puesto en el premio de la Asociacién Iberoamericana de Posgrado AUIP a la calidad del Posgrado v el

Doctorado en Iberoamérica (2010).

En general, la investigacidon del grupo se centra en el desarrollo de materiales compuestos de base
cerdmica o polimérica, particulados, fibrorreforzados y materiales compuestos de aleaciones
metadlicas, con el objetivo de obtener propiedades de desempefio que superen a los materiales
tradicionales o materiales alternativos que contribuyan a la solucién apropiada de problemas
tecnoldgicos y ambientales. Incluye en estos desarrollos, el uso ecolégico de los desechos,
subproductos y coproductos generados en los procesos de produccién agricola, minera, industrial y

domiciliara.
En el grupo se crean los semilleros y jovenes investigadores a partir de los programas profesionales

de pregrado en Ingenieria, especialmente la de Materiales, se impacta el medio asociando la

investigacion con las necesidades del sector productivo y se logra la insercién internacional a
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través de la produccién cientifica y la participacién en redes académicas y de investigadores. El
grupo cuenta con relaciones colaborativas con investigadores y grupos de diferentes instituciones en
Espaia, Estados Unidos, Australia, Reino Unido y algunos paises de Latinoamérica, con los cuales ha

desarrollado actividades conjuntas.

Directora:Ruby Mejia De Gutiérrez.
Doctor en Ciencias Quimicas, Universidad Complutense De Madrid, Espafia.

ruby.mejia@correounivalle.edu.co

Lineas de Investigacion:

1. Nuevos Materiales Compuestos y Materiales Alternativos

2. Activacién Alcalina y Geopolimerizacion

3. Valoracion y utilizacién de desechos en la produccion de materiales

4. Corrosion y Durabilidad de Materiales

En la linea de Nuevos Materiales Compuestos y Materiales Alternativos, el grupo ha realizado hasta
el momento cuatro investigaciones relacionadas con aplicaciones en biomateriales, donde se ha
trabajado con cementos éseos acrilicos con aplicacidon en la fijacidon de prétesis ortopédicas asi como
también en el desarrollo de andamios para regeneracidon de tejidos duros y blandos, basados en
polimeros sintéticos como el acido polilactico y la policaprolactona principalmente. En estos
materiales se han llevado a cabo ensayos de caracterizacidn fisico- quimica, térmica y mecanica,
ademas de pruebas en condiciones In Vitro e In Vivo; consolidandose a partir de estos proyectos:
Trabajos de Grado de Pregrado, Tesis de Maestria, articulos publicados en revistas indexadas y
ponencias en congresos nacionales e internacionales especializados.

Responsable: José Herminsul Mina Hernandez, Ph.D.

Sintesis y Mecanismos de Reaccion en Quimica organica - SIMERQO (cddigo COL0016345
— Categoria A)

En la Universidad del Valle se venia trabajando desde 1997, en diversos proyectos de sintesis
guimica y mecanismos con los cuales se formaron estudiantes de Maestria y de Doctorado como

también estudiantes del Pregrado de Quimica.
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En el afio 2000 se configurd el grupo SIMERQO con la participacién de profesores de la
Universidad del Valle, y docentes de la Universidad de Caldas y de la Universidad del Cauca,

egresados del Programa de Doctorado de la Universidad del Valle; actualmente tiene clasificacion A.

Durante la existencia formal del grupo se han formado en la Universidad del Valle cuatro
nuevos doctores en el area de Quimica Orgdnica, 12 Magisteres y numerosos estudiantes de
pregrado que han realizado sus trabajos de grado al interior del grupo, se cuenta también con una
amplia produccién intelectual en articulos en revistas internacionales y nacionales indexadas,
presentacién de ponencias en eventos Nacionales e Internacionales, y ademads tiene una

patente registrada.

En conjunto con los grupos Materiales compuestos y Biomateriales dentales, y en convenio con
la Fundacion CIEO / Universidad Militar Nueva Granada de la ciudad de Bogotd, se cred y desarrollo

la sublinea de investigacion en Biopolimeros para regeneracién dsea.

La responsabilidad del grupo en el macro proyecto se centra en la obtencidon de insumos para la
fabricacion de andamios (acido polilactico, acido poliglicolico, quitosano, policaprolactona,etc.); asi

como las caracterizaciones quimicas correspondientes.

Responsable: Héctor Fabio Zuluaga, Ph.D.

Tejidos Blandos y Mineralizados — TEBLAMI (c6digo COL0074759 — Categoria A)

Ya presentado en la Linea de Andamios Oseos.

Biomateriales en Odontologia
Ya presentado en la Linea de Andamios OSeos

Farmacologia-Univalle

Ya presentado en Lineas anteriores.

ANTECEDENTES

El uso de cemento éseo de Polimetacrilato de metilo es el método mas comun y exitosamente usado
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para fijar los implantes ortopédicos a los huesos (Slanea, Vivancob, Meyerd, Lynn, y Squirec, 2014).
Sin embargo, el Polimetacrilato de metilo (PMMA) es un material que ha sido poco utilizado en el
campo de la regeneracién o6sea, debido principalmente a los problemas asociados a su
citotoxicidad y elevada temperatura de polimerizacién; siendo éstas caracteristicas precisamente las
gue restringen su campo de aplicacion, a pesar de las ventajas tecnoldgicas y econdmicas que éste
material exhibe (Lewis, M, 1997). Por estas razones, el uso de los cementos éseos acrilicos
convencionales se encuentra limitado a la fijacion de proétesis, donde vale la pena resaltar que el
cirujano debe preestablecer los problemas eventuales de aflojamiento del implante, debido a la
generacién de interfases deficientes: cemento/hueso y cemento/protesis (Magnan, Bondi, Maluta,

Samaila, Schirru, & Dall’Oca, 2013).

De acuerdo a la necesidad de mejorar el desempefio de los cementos O&seos acrilicos
empleados en la fijacion de proétesis articulares y/o dentales, en la ultima década, la mayoria de
investigaciones se han dirigido a desarrollar formulaciones de cementos &seos que
presenten un comportamiento biocompatible y osteoconductivo (regeneracion dsea), ademas de un
buen desempeno mecanico. En este sentido, se encuentra que se incorporan cargas bioactivas como
la hidroxiapatita y el quitosano (Seok Bong, Young lJick, Taek Lim, Su A, & In Hee, 2004), también se
ha modificado la fase sélida de los cementos mediante la combinacién de diferentes rellenos
bioactivos y biodegradables como el trabajo realizado por (Lopes, Garcia, Fernandes, y
Fernandes, 2013), que afaden poli (3-hidroxibutirato) (PHB) o su del cemento dseo desde las
primeras semanas al realizar pruebas en modelos animales y mediante cultivo celular,
respectivamente. Por otro lado, se ha trabajado con particulas vy fibras con las que se busca
mejorar tanto el comportamiento mecanico como la respuesta bioldgica al tener estos refuerzos
altos médulos de elasticidad y superficies que al estar en contacto con los fluidos corporales
promueven la regeneraciéon del tejido dseo; (Kotha, Li, McGinn, y Schmid, 2006) reporté que la
adicién de fibras cortas de titanio tratadas térmicamente puede mejorar la resistencia mecanica de
estos compuestos y ademds al realizar un tratamiento térmico a la fibra se precipita una fase que
al estar en contacto con fluidos corporales ayuda a depositar osteoblastos, ademas en el trabajo

realizado por (Slanea, Vivancob, Meyerd, Lynn, y Squirec, 2014), asi mismo se ha investigado el uso

de nanoparticulas de silice mesoporosas, donde han sefialado que se obtuvieron mejoras tanto en la
resistencia como en el mdédulo a la compresién. Finalmente, nuevos métodos de preparacion del
compuesto de cemento 6seo como la fabricacidn de estructuras porosas (andamios porosos) a base

de Metacrilato de metilo y quitosano oligosacdrido también se han desarrollado, como una ruta
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gue garantiza la deposicion celular y ademds se plantea que el compuesto puede llegar a
presentar buenas propiedades mecdnicas al ser el PMMA un material rigido que brinda un buen

soporte como andamio para regeneracion de tejido dseo (Han, Guiping, y Nie, 2011).

Por otra parte, en la Universidad del Valle con el apoyo del Centro de Investigacién cientifica de
Yucatdn (CICY), el equipo de trabajo que ha venido investigando en la tematica de Desarrollo
de cementos acrilicos modificados con capacidad de estimular regeneracién dsea y mejorar la
fijacién de prétesis ortopédicas, se caracteriza por su caracter interdisciplinar en el que cada grupo
de investigacion desde su campo de conocimiento ha aportado al estado actual de la
investigacién que ha permitido la formacién de un profesional a nivel de pregrado en Quimica
(Trochez, 2012), ocho Ingenieros de Materiales (Galindez, 2014; Castafo y Arango, 2013; Lozano,
2012; Vanegas y Tejada, 2012; Gutiérrez y Montenegro, 2006), asi como dos Magister en Ingenieria
Area de Enfasis en Ingenieria de Materiales de la Universidad del Valle (Valencia, 2009; Espafia,
2013) y una Joven Investigadora (Lozano 2013; Lozano, 2014) en el marco del programa Jévenes
Investigadores financiado por COLCIENCIAS. De igual manera, los avances conseguidos a partir del
trabajo de los estudiantes han repercutido en presentaciones en congresos internacionales y la
publicacion de articulos cientificos en revistas indexadas. Desde el punto de vista cientifico hasta
ahora se ha conseguido la preparacion de cementos dseos acrilicos funcionalizados con co-
monodmeros alcalinos y 4acidos adicionados con cargas bioactivas y su correspondiente
caracterizacién en una primera etapa de Laboratorio a partir Fourier-FTIR, Difraccién de Rayos X-
DRX, Microscopia Electréonica de Barrido-SEM, Resonancia Magnética Nuclear-RMN, Granulometria
Laser, etc.), térmicos (Calorimetria Diferencial de Barrido-DSC, Analisis Termogravimétrico-TGA,
Analisis Dinamicomecanico-DMA), mecanicos (Tension, Flexién, Compresion, Impacto, Fatiga) y
biolégicos (Inmersién en Fluido Bioldgico Simulado); alcanzandose también una etapa preliminar a
nivel Preclinico donde se ha conseguido evaluar diferentes formulaciones de cementos dseos
acrilicos implantado el material en conejos usados como modelos animales. Es importante resaltar
que dentro de los méritos alcanzados, el equipo de trabajo cuenta con el primer puesto del
Concurso Nacional Otto de Greiff en su versién 18, donde el Trabajo de Grado “Formulacidn y
preparacion de cementos dseos activos adicionados con Quitosano, para protesis ortopédicas y/o
dentales” gand en la categoria Tecnologias Apropiadas, basandose este proyecto en algunos

resultados de las etapas de Laboratorio y Preclinica trabajadas en el proyecto.

Finalmente, a continuacién se listan algunos de los productos adicionales a los Trabajos de Grado
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con que cuenta el equipo de investigacidon proponente, que se sustentan en la interdisciplinariedad

de los grupos participantes:

Proyectos de Investigacion

José Herminsul Mina, Héctor Fabio Zuluaga, Carlos Humberto Valencia. Preparacion vy
Caracterizacion de cementos 6seos acrilicos bioactivos para usar en protesis ortopédicas.

Convocatoria interna 2010. Universidad del Valle. Codigo SICOP C.I. 2625.

Jose Herminsul Mina, Héctor Fabio Zuluaga, Manuel Cervantes Uc, Juan Valerio Cauich. Preparacién
y caracterizacion de cementos 6seos acrilicos para usar en técnicas de regeneracidon dsea.

Convocatoria 555 Bilateral Colombia-México. Cédigo SICOP: Cl 9628. CT0907-2012.

Publicaciones en Revistas Indexadas

Karen Lozano, José Herminsul Mina, Héctor Fabio Zuluaga, Carlos Humberto Valencia, Mayra Eliana
Valencia. Influencia de la incorporacién de un co-mondmero alcalino e hidroxiapatita en las

propiedades de cementos dseos acrilicos. Dyna, afo 80, No. 181, p. 153-162. (2013).

Mayra Eliana Valencia, José Herminsul Mina, Héctor Fabio Zuluaga, Manuel Cervantes Uc, Juan
cementos dseos para vertebroplastia. Revista Ingenieria y Competitividad , Vol.14 No. 1, p.51 -

62, (2012).

Presentaciones en Congresos Nacionales e Internacionales

Luis Vanegas Molina, Duvan Trochez, Tejada Jefferson, José Herminsul Mina, Carlos Humberto
Valencia, Héctor Fabio Zuluaga. Sintesis y caracterizacién de fosfatos calcicos para su
utilizacion como carga, en la preparacidén de cementos dseos bioactivos. VI congreso internacional

de Materiales. Bogota, Colombia, Noviembre de 2011. Presentacién oral.

Karen Lozano, Jose Herminsul Mina., Héctor Fabio Zuluaga, Carlos Humberto Valencia. Obtention
and in vivo evaluation of funcionalizated acrylic cement for bone tissue regeneration.XXI

International Materials research Congress. Cancun, México. August. 2012. Presentacidn Poster.

Mayra Eliana Valencia, Jose Herminsul Mina, Héctor Fabio Zuluaga, Juan Valerio Cauich,

Manuel Cervantes Uc. Injectability of acrylic bone cements for vertebroplasty prepared with
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aminomethacrylates. 22nd European Conference on Biomaterials. The anual conference of the
European Society of Biomaterials, Laussane, Switzerland, September 09 — 11, 2009. Presentacion

Poster.

Claudia Espana, Jose Herminsul Mina, Héctor Fabio Zuluaga, Carlos Humberto Valencia. In vivo and
in vitro evaluation of modified acrylic cement with silanized hydroxyapatite for bone tissue
regeneration. XXII International Materials Research Congress. Symposium: Biomaterials for medical

applications, Cancun — México, de Agosto 11 — 15, 2013. Presentacidn Poster.

Jovenes Investigadores

Lozano Nieva Karen Jessenia. Proyecto: Preparacién y caracterizacion de cementos éseos acrilicos
bioactivos para usar en proétesis. Convocatoria Nacional para Jévenes Investigadores e Innovadores

2012.

Lozano Nieva Karen Jessenia. Proyecto: Obtencién y caracterizacion de hidroxiapatita a partir de
hueso vacuno para su aplicacion como biomaterial. Convocatoria Nacional para Jévenes

Investigadores e Innovadores 2013.

Premios

Primer puesto concurso Nacional Otto de Greiff a los mejores Trabajos de Grado Version 18 de

2014 en la Categoria Tecnologias Apropiadas, por la tesis “Formulacién y preparacidon de cementos
Oseos activos adicionados con quitosano, para aplicacién en protesis ortopédicas y/o dentales”
realizado por las estudiantes Castafio Gordillo Angélica y Arango Gutiérrez Isabel Cristina, bajo la

direccion del profesor José Herminsul Mina Hernandez.

DESARROLLO ACTUAL

Los avances que se tienen actualmente en la tematica asociada con el desarrollo de cementos éseos
acrilicos para fijacion de proétesis, se han obtenido a partir de investigaciones preliminares
relacionadas a proyectos de investigacidon de convocatorias internas de la Universidad del Valle y de
movilidad en el marco de convocatorias bilaterales financiadas entre Colciencias de Colombia vy
Conacyt de Meéxico, aqui se ha trabajado principalmente en las etapas de Laboratorio vy

Preclinica, donde en la primera de ellas se han efectuado ensayos de caracterizacion mecanica
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(flexion, tensidon, impacto, compresidn), fisicoquimica (Infrarrojo por Transformada de Fourier-FTIR,
Difraccion de Rayos X-DRX, Resonancia Magnética Nuclear- RMN, Microscopia Electrénica de
Barrido-SEM, Granulometria Laser, etc.), Térmica (Calorimetria Diferencial de Barrido, Analisis
Termogravimétrico, Analisis Dinamicomecanico- DMA) y Bioldgica (Inmersién en Fluidos Bioldgicos
simulados) en el material. A partir de esta primera etapa de laboratorio se han disefiado
formulaciones de cementos dseos con cargas bioactivas y co-mondmeros alcalinos y acidos,
llegando a optimizar algunas de éstas, que posteriormente se definieron como susceptibles de ser
evaluadas en una siguiente etapa Preclinica. En este sentido, en dicha etapa Preclinica posterior, se
han adelantado implantaciones de diversas formulaciones del cemento acrilico en biomodelos

(conejos), registrandose avances importantes en la formacidn de tejido éseo al interior del material.

DESARROLLO A LOGRAR CON EL PROYECTO

A partir del desarrollo del proyecto, en un trabajo a 36 meses, se estableceran formulaciones de
cementos 6seos acrilicos basadas en un componente sdélido (polimetacrilato de metilo, iniciador,
agente radio opaco, cargas bioactivas) y uno liquido (metacrilato de metilo, co-mondémero,
iniciador) de manera similar a como lo emplean actualmente los cirujanos en la fijacién de protesis
articulares, con la diferencia fundamental basada en que las formulaciones desarrolladas en la
presente investigacidn se caracterizaran por su capacidad para promover la regeneracién désea e
incrementar la fijacion de dichas protesis que pueden ser ortopédicas y/o dentales. Para llegar al
alcance planteado como un desarrollo futuro, se Propone el uso de co-mondémeros alcalinos y la
inclusion de cargas bioactivas entre las que se destacan vidrios bioactivos (vidrio a base de
silicato), quitosano y fosfatos cdlcicos, estos Ultimos se pretenden obtener a partir de hueso de
ganado vacuno, como un valor agregado del proyecto de investigacion. Asi mismo, un avance
significativo con respecto a los estudios previos se asocia a la implementacion de pruebas de uso en
las que se evaluaran directamente los cementos para la fijacion de protesis en cerdos a usar como
biomodelos, destacdndose que ya se tienen resultados previos en conejos y esta experimentacion
complementaria permitird consolidar la etapa Preclinica y estar cerca de una etapa Clinica que se

podria llevar a cabo posteriormente en otra investigacion.

Las actividades a desarrollar en la investigacion abarcan la preparacion de los cementos déseos
acrilicos a partir del planteamiento de disefios experimentales estadisticos, en los que previamente
se incluirdn los factores de estudio y el tipo de analisis mds idoneo. Posteriormente, se efectuaran

las pruebas de laboratorio tipicas a partir de ensayos mecanicos, fisicoquimicos, térmicosy
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bioldgicos, siendo estos ultimos de biocompatibilidad y viabilidad celular, para asi seleccionar las
formulaciones que cumplan con los estandares de interés (ISO 5833) y pasar a la etapa Preclinica
en la fijacion de prétesis en los biomodelos para tener resultados directos de la prueba de uso

del material. Se realizardn en total 100 actividades representadas en los ensayos descritos

anteriormente.

METODOLOGIA.

Revision bibliografica

La busqueda bibliografica se realizara al nivel de bases de datos nacionales, internacionales e
Internet, articulos diversos publicados en revistas, normas, participaciones en workshops,
seminarios y relaciones con otros investigadores. Esta revisién se mantendra a lo largo del proyecto
y se elaborard una base de datos que sirva de soporte para el posterior analisis y discusién de

los resultados experimentales.

Seleccion y caracterizacion de los materiales

Con base en la revisidén bibliografica se han escogido los materiales mostrados en la Tabla
siguiente; sin embargo es factible que a lo largo del proceso de investigacién se requieran

otros materiales y/o reactivos no relacionados en dicho listado.

Ensayos de Posible lugar de
Material Parametro a observar
caracterizacion adquisicion
Sefiales de los protones
RMN _
Metacrilato de metilo (MMA) metoxilo Merquimica
FTIR Enlaces Caracteristicos
Viscosimetria Peso Molecular
Polimetacrilato de metilo Nictone
Granulometria Tamafio de particula
Co-mondmeros Ficha técnica Composicion Merquimica
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Metacrilato del 2-(dietilamino
Ficha técnica Composicion Merquimica
etilo), (DEAEM)
Iniciador (Peréxido de benzoilo) | Ficha técnica Composicion Merquimica
Acelerador (N, N-dimetil p-
Ficha técnica Composicion Merquimica
toluidina, (DMPT))
FTIR Enlaces Caracteristicos
Cargas bioactivas Merquimica
Granulometria Tamafio de particula
Agente radio opaco Granulometria Tamafio de particula Merquimica
Industrias
Vdastagos de acero quirargico
Ficha técnica Composicion Metalicas San
y/o Titanio
Pedro

Planteamiento de Disefios experimentales

En esta investigacion el propdsito principal es evaluar la influencia de diferentes variables especificas
sobre las propiedades de los cementos dseos, en este sentido se plantea el trabajo con superficies
de respuesta buscando que el modelo resulte adecuado para maximizar o minimizar algunas de las
propiedades mds relevantes de dicho material. El planteamiento particular de los factores e
intervalos de estudio dependera de los trabajos de grado que se adelantardn en el marco de la

investigacion.

Obtencion y caracterizacion de fosfatos calcicos a partir de hueso de ganado Vacuno

En primer lugar, los huesos frescos se deberan cortar en trozos mas pequefios y se limpiaran bien
para eliminar la mayoria de las impurezas adherentes. Después, se colocaran a hervir en agua
destilada durante 30 minutos para desengrasar y facilitar la eliminacion de los tejidos y la médula
Osea; este procedimiento se repetira dos veces con agua fresca. Luego, cada didfisis, que es la
porcién central o cuerpo de un hueso largo, se debe cortar transversalmente en rodajas de 1,5 cm
de espesor y el hueso poroso o trabecular en el interior se retirard cuidadosamente para obtener

solamente muestras de hueso compacto (Figueredo, 2010).

Posteriormente, las muestras de hueso se sumergiran en etanol al 70% v/v, seguido de un lavado
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con agua destilada para desengrasarlas en su totalidad. A continuacidn, se introduciran en peréxido
de hidrégeno (30% v/v) durante al menos 48 h, cambiandose la disolucion de manera constante ya
gue ésta se satura. Por Ultimo, se almacenardn las muestras en una disolucidon de formaldehido (4%
v/v) a 4 °C. Antes de su uso, los especimenes se deberan enjuagar a fondo con agua destilada y

posteriormente se secardn en un horno de vacio a 50 2C durante 3 dias (Figueredo, 2010).

La hidroxiapatita natural se obtendra después de la calcinaciéon de las muestras de huesos entre
los 700 y 1200 °C, durante 18 horas, bajo atmosfera oxidante (aire). Estas temperaturas fueron
seleccionadas tras un analisis preliminar en la literatura, puesto que la composicion quimica es
estable y las muestras de hueso se componen principalmente de hidroxiapatita por encima de los
700 °C (Figueredo, 2010). Sin embargo, es importante resaltar que uno de los objetivos de esta
investigacidén es establecer la temperatura a la cual se puedan obtener composiciones estables y
estructuras favorables para un buen comportamiento bioactivo de la Hidroxiapatita de origen
animal. Por ultimo, después de la calcinacién, las muestras se deberdn colocar dentro de un

desecador a temperatura ambiente y se dejarse enfriar de manera natural.
Preparacion de los cementos dseos

La preparacidn de los cementos dseos acrilicos se iniciara con el proceso de mezclado manual entre
la fase sdlida y la fase liquida de cada formulacidon, manteniendo constante una relacion

2:1. A su vez, la fase sdlida estard constituida por PMMA, como polimero base, peréxido de
benzoilo (PBO) como iniciador, sulfato de bario como agente de contraste y mezclas de
hidroxiapatita y fosfato tricalcico, como refuerzo bioactivo. Asi mismo, el componente liquido estara
formado por metacrilato de metilo (MMA) como mondmero base y dimetil p-toluidina (DMPT),
como activador. Finalmente, con base en los resultados reportados por Valencia (2009), se
seleccionaran como co-mondmeros: el metacrilato del 2-dimetilamino etilo (DMAEM), el
metacrilato del 2-dietilamino etilo (DEAEM) y el acrilato del 2-dietilamino etilo (DEAEA), con el fin
de tener cementos dseos funcionalizados. En el estudio se mantendra constante la proporcion del
peréxido de benzoilo en la fase sélida y el tipo y cantidad de agente activador (DMPT al 2,5 %

p/p) en la fase liquida.

Caracterizacion fisico-quimica, térmica y mecanica de los cementos dseos
Ensayos de Curado
Estos ensayos se efectuaran introduciendo las mezclas de cemento en un molde de teflén con un

didmetro de 10 mm y una altura de 15 mm, tal y como se ha reportado en la literatura (Sabino

194



et al., 2004). El molde serd colocado previamente en un bafio de temperatura controlada a dos
valores diferentes: 23 y 37 °C. El primer valor de temperatura se elige teniendo en cuenta la
norma ISO 5833, mientras que el segundo dato se selecciona con el fin de tener una mayor
aproximacién del comportamiento in vivo, usando como referencia la temperatura promedio del
cuerpo humano. El calculo de los tiempos de curado y de la temperatura mdxima alcanzada se

realizara de acuerdo a lo establecido en el estandar de la norma ISO 5833.

Propiedades Mecdnicas

De conformidad con lo estipulado en la norma ISO 5833 para cementos éseos acrilicos, los ensayos
mecanicos a realizar seran los de compresion y flexion; para el desarrollo de ambas pruebas, las
muestras se conformaran a partir del moldeo por compresién del cemento éseo usando una prensa
hidraulica y moldes de tefldn con las dimensiones normalizadas. Los especimenes de ensayo para la
prueba de compresidn seran cilindros de 6 mm de didmetroy 12 mm de altura, estas probetas se
deberan acondicionar durante una semana a 25°C, antes de ser ensayadas. Las muestras se
evaluardn en una maquina de ensayos universales marca Tinius Olsen modelo H50KS, con una
celda de carga de 10 kN y una velocidad de cabezal de 20 mm/min. Para la prueba de flexidn en
cuatro puntos, se ensayaran probetas de 75 mm de largo, 10 mm de ancho y 3 mm de espesor, a
una velocidad de cabezal de 5 mm/min. Al igual que en el caso anterior, las probetas seran
acondicionadas durante una semana, a temperatura ambiente, antes de hacerse los ensayos.
Aunque la norma ISO 5833 no hace referencia al ensayo de tensién, en el presente estudio esta
prueba se efectuard con el fin de tener resultados de caracterizacién complementarios del material,

el ensayo se realizara de conformidad con la norma ASTM D638.

Temperatura de transicion vitrea (T,)

Esta prueba se realizara colocando las muestras de cemento (10 mg aprox.) en charolas de aluminio,
las cuales posteriormente se calentaran a un intervalo de temperaturas entre 20 y

180°C, a una rapidez de 10 °C/min, en un Calorimetro Diferencial de Barrido DSC. La T, se calculard
considerando el punto medio de la transicion de la muestra, en el momento en que se presente un
cambio en la linea base del termograma. Esta determinacién se hara durante la segunda corrida de

calentamiento.

Determinacion de la cantidad de monémero residual

Para esta prueba, los cementos seran disueltos en cloroformo deuterado y el monémero residual de
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MMA serd calculado mediante la integracidon de las sefales de los protones metoxilo del MMA
y del PMMA. Para lo anterior, se utilizard un equipo de Resonancia Magnética Nuclear. El ensayo se

realizara a las muestras después de su acondicionamiento a temperatura ambiente por una semana.

Evaluacion del peso molecular

El peso molecular promedio en peso (Mw) se determinard por la técnica de cromatografia de
permeacioén en gel (GPC, por sus siglas en inglés). Las muestras se obtendrdn por disolucion de

100 mg de cemento en 4 ml de THF (Tetrahidrofurano), grado HPLC. El peso molecular se estimard a
partir del tiempo de retencién, usando una curva de calibracion derivada de estdndares de
Poliestireno (PS) monodispersos. En este sentido, los valores de los pesos moleculares de los
cementos éseos se reportardn como equivalentes de poliestireno. Adicionalmente, se efectuaran
ensayos de Viscosimetria para la determinacion complementaria del peso molecular promedio
viscoso de los cementos; aqui con ayuda de un viscosimetro Ubbelhode y un bafio termostatico
para el control de la temperatura, se encontrard inicialmente la viscosidad intrinseca [n] de las
muestras previamente filtradas. Posteriormente con el valor tedrico de las constantes k y a para
polimetacrilato de metilo en tetrahidrofurano a 25°C y utilizando la viscosidad intrinseca, se
estimard el peso molecular mediante la ecuacion de Mark-Houwink-Sakurada; de manera

similar como lo hicieron Gutiérrez y Montenegro (2006).

Caracterizacion In Vitro de los cementos dseos

Determinacion de la citotoxicidad

De acuerdo a la guia del kit de Roche, se determina el porcentaje de citotoxicidad de cada uno de

los compuestos analizados, siguiendo el modelo presentado en la siguiente ecuacion:

Lectura Muestra — Control Bajo

9 de Citotoxicidad = - X 100 Ecuacion 1.
& Control Alto — Control Bajo
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Determinacion de la viabilidad (Expresion fenotipica)

Con el objetivo de evaluar la viabilidad de las células que estan en contacto con los cementos 6seos,
se determinara la expresién de fosfatasa alcalina y osteocalcina, como proteinas caracteristicas del
fenotipo osteoblastico, las determinaciones se realizaran a los 2, 10, 25, y 40 dias. Se tendran cinco

muestras por cada tipo de cemento, para cada periodo.

Etapa preclinica (Determinacion de la respuesta biolégica de los cementos 6seos)
El protocolo ético para esta investigacion debera ser aprobado por el comité de ética animal de
la facultad de Salud de la Universidad del Valle. Esta investigacion serd de tipo

experimental-descriptivo y se realizarad en cuatro fases:

Etapa pre-quirdrgica (modelo animal)

Se seleccionaran como sujetos experimentales cerdos criollos colombianos, (variedad casco de
mula), machos, con una edad de 12 meses. Los animales seran obtenidos en la granja de la

Universidad Nacional de Colombia en Palmira, Valle del Cauca.

Se emplearan en total 26 cerdos, se utilizaran dos para realizar ensayos clinicos y refinar la técnica
quirurgica, y los otros 24 seran divididos aleatoriamente en dos grupos, uno control y otro
experimental; cada uno formado por 12 animales. Los animales del grupo control seran intervenidos
para una cirugia de remplazo total de cadera, y la prétesis serd cementada con un material
comercial. Asi mismo, los animales del grupo experimental, también seran intervenidos
para una cirugia de reemplazo total de cadera, pero la prétesis serd cementada con el material

experimental. Cada grupo serd dividido en 2 subgrupos, compuesto cada uno por 6 animales.

Se tendra un Control 1 (C1), y Control 2 (C2). Al C1 se le realizardn estudios de histoquimica e
inmunoquimica, y al C2 pruebas de biomecanica. De igual manera, se tendra un Experimental

1 (E1), y Experimental 2 (E2). Al E1 se le efectuaran estudios de histoquimica e inmunoquimica, y al
E2 pruebas de biomecanica. El criterio para calcular el nimero de animales sera estadistico,
ya que 6 es el nimero minimo por subgrupo que permitird hacer inferencia. Siguiendo la norma ISO
10993-6 8.5.3 (Animals and Implantation), se evaluaran las condiciones de salud de los animales
mediante toma de registros de temperatura corporal, peso, consumo de alimentos; y se realizaran
observaciones acerca del comportamiento de los animales, tales como: acicalamiento,

mantenimiento del hdbitat, posiciones en reposo y alerta.
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Los animales seran estabulados en la granja de la Universidad Nacional, o en una granja comercial
adscrita a la misma. Se tendra supervision permanente de un Médico veterinario y/o Zootecnista. Se
manejard una dieta equilibrada que permita mantener a los animales en un peso normal,

evitando el sobrepeso.

Etapa quirurgica

Los animales seran pesados para determinar las dosis de los medicamentos anestésicos. Se aplicaran

las dosis necesarias para obtener el nivel de sedacién deseado.

Para lograr la sedacion adecuada, se utilizara la técnica de inmovilizaciéon farmacolégica, mediante

inyecciéon intramuscular en la region femoral posterior.

Como medicamentos anestésicos se utilizara Maleato de Acepromacina, (Tranquilan), 0.1 mg por
kilogramo intramuscular. Oxilacina al 2 %, (Xilasyn), 0.2 mg intramuscular; y Ketamina 0.1 mg por

Kilogramo intramuscular.

Una vez sedado el animal, se posiciona en decubito lateral sobre la mesa de cirugia.
Serasurara la zona del gluteo derecho y del fémur derecho, para exponer la piel, se desinfectara con

una sustancia antiséptica, (lodopovidona en solucidn), se ubicara la zona para acceso quirurgico.

La articulacién de la cadera se abordara latero-cranealmente. La incision de la piel se inicia
comenzando dorsal y caudal al trocanter mayor, curvandose sobre el borde craneal del fémur vy
extendiéndose distalmente hasta la mitad de aquel. Se retrae la piel, y se incide la fascia lata a lo

largo del borde craneal del biceps femoral.

Se retrae el biceps femoral caudalmente para permitir la incisién de la capa profunda de la fascia
lata, y se continla a través del tabique intermuscular, entre el borde craneal del gluteo superficial y

el tensor de la fascia lata. El tensor de la fascia lata se retrae cranealmente.

El gluteo profundo se expone reflejando dorsalmente los gluteos superficial y medio y se incide en
forma de L, la incision comienza perpendicular a las fibras musculares en la insercidn tro- cantérica y
continta en este plano 1 a 3 cm, segun el tamafio muscular, para luego seguir en forma paralela a las

fibras musculares hasta el borde acetabular.

El origen de los musculos vasto medial y lateral en el canto del trocdnter mayor se toma como

marca para la incision de la capsula articular y se contintia ventralmente a lo largo de su in- sercion
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en el cuello femoral. La exposicion puede mejorarse por tenotomia de una porciéon del tendén
gluteo profundo cerca del trocanter, conservando suficiente tenddn sobre el hueso para permitir

la sutura.

El fémur se rota externamente dislocando la cabeza femoral de la cavidad acetabular. Se
procede a retirar el ligamento de la cabeza para facilitar la completa rotacion externa. Siguien- do la
marca de la guia se procede a la osteotomia de la cabeza femoral, tomando los debidos recaudos
para no “tocar” el trocanter mayor y la insercidn de los gluteos en él. Para lo cual se utiliza una sierra

oscilante.

La cabeza femoral se toma con pinzas éseas y se rota para exponer la porcidon ventral del
cuello, donde generalmente se conserva una adherencia de la capsula articular que se incide para

completar la exéresis.

La mejor reconstruccién del “off set” y de la posicion en el plano transverso del fémur se consi- gue
mediante la ostectomia baja, a nivel del trocdnter menor. En el plano sagital, la ostectomia a este
nivel mejora la posicion del implante, pues minimiza el dngulo entre la linea sagital de é- ste y la del

hueso y, de este modo, disminuye la posibilidad de tipping.

Para exponer correctamente el acetdbulo, el fémur debe orientarse retrayendo su seccidn pro- ximal
hacia caudo-lateral. El fresado de la cavidad acetabular es uno de los pasos criticos de este
procedimiento. La determinacién del tamafo de la fresa y, consecuentemente, del dida- metro del

acetabulo prostético a implantar se preseleccionan a partir de las imagenes radio- graficas.

El acetabulo debe fresarse hasta la visualizacién incipiente de la cortical medial; esto es necesario
para asegurarnos una eficiente cobertura dorsal y un buen soporte medial. La profun- didad del
fresado se considera suficiente cuando la transicién entre el hueso cortical medial y el esponjoso se

hace manifiesta.

Luego, se perforan 3 orificios alrededor del borde dorsal, craneal y caudal del acetabulo para
permitir una mejor penetracién del cemento. El fémur se rota 90° y se eleva el extremo proxi- mal
utilizando un Hohmann ubicado inmediatamente distal a la fosa trocantérica sobre la superficie

caudal del fémur.

Se perfora el canal femoral siguiendo la abertura utilizada para la guia de corte, para lo cual se

emplean una fresa quirdrgica o broca del mismo didmetro del tallo a implantar.

La fresa debe estar perfectamente alineada y centrada en el canal medular; en esta posicidn,
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apuntara exactamente a la fosa intercondilea

Para iniciar el labrado del canal medular se utiliza una fresa cénica. Esta debe poseer una pun- ta
roma para poder trabajar sobre el calcar sin temor de perforar la cortical hacia distal. La fresa se

usa para remover parte del hueso esponjoso.

Una vez finalizada la preparacién, se coloca el tallo de prueba de la medida indicada para veri- ficar y
corregir el labrado del canal. Este debe permitir la colocacién del tallo en posicién n- eutra. La

ubicacidn en anteversidn provocara un acortamiento relativo en el largo del cuello.

Posicionamiento y colocacion del cotilo. Se debe retraer caudalmente el fémur a fin de expon- er
correctamente el acetdbulo ya preparado. Hay que tener especial cuidado de no dafar el fé- mur

gue ya ha sido fresado.

Tanto los musculos gliteos como la capsula articular se retraen dorsalmente, mientras que la

porcion incidida del gluteo profundo y el tensor de la fascia lata se reflejan cranealmente.

Se procede al lavado y posterior succidn de la cama acetabular con solucion salina. Se utiliza un

cotilo de prueba con el propdsito de determinar el tamafio que mejor se adapte a cada caso

particular.

Se prepara el cemento quirdrgico que corresponda (comercial o experimental), con antibiético,

cuidando de conservarlo en una fase semiliquida a fin de facilitar su “inyeccion”.

Primero, se deposita el cemento con la precaucién de no colocarlo directamente dentro del o- rificio

labrado en el cuerpo del ilion, sino cerca de él.

Se coloca el cotilo en el posicionador y se lo orienta respecto a la tuberosidad isquidtica y la cresta
iliaca; esos puntos anatdémicos, unidos mediante una recta imaginaria, permiten situar el

dispositivo en forma paralela.
Una vez orientado correctamente, el cotilo debe ser presionado sobre la cama acetabular.

El cirujano debe visualizar el cotilo en forma tridimensional para comprender la posicidon que é- ste
debe adoptar. Primero, debe comprobar la orientacién principal; luego, la vista ventral con ligera
anteversidn; y finalmente, la barra vertical orientada en forma paralela a una linea i- maginaria entre

las tuberosidades isquidticas.

Es fundamental conservar una buena cobertura dorsal del cotilo posicionado.
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El colocador se remueve una vez que el fraguado del cemento le da suficiente cosistencia.

Posicionamiento y colocacion del tallo femoral. El fémur vuelve a rotarse externamente y el
extremo proximal se eleva mediante un Hohmann. El canal femoral se lava y seca muy bien para

eliminar restos de sangre y fluidos.

Se prepara una nueva dosis de cemento y se inyecta en el canal medular, comenzando lo mas
profundo posible y ascendiendo hasta rozar el borde. Un canal medular promedio requiere de

12 a 14 cc. El exceso de cemento se remueve con un elevador peridstico.

Se inserta manualmente el tallo alineado con el eje axial del fémur, procurando que el extremo de la

protesis permanezca centrado.

Una vez colocado el tallo, se procede a seleccionar la cabeza con el largo de cuello que mejor se
adapte al caso particular. Para esto se utilizan las esferas de prueba, comenzando con la de cuello

medio, y aumentan- do o disminuyendo la medida, segln corresponda.

Se reduce la articulacién y se comprueba su estabilidad en movimientos extremos. Cuando se ha
determinado la imposibilidad de luxacién, la cabeza de prueba se remplaza por la correspo- ndiente
definitiva. Para fijarla debidamente, se utiliza el impactor de cabeza femoral, el cual se golpea

suavemente con el mazo, unas 5 a 6 veces.

Una vez acoplada la cabeza, se reduce dentro de la cavidad acetabular y se vuelve a evaluar el rango

de movilidad y laxitud.

Cierre y consideraciones finales

La cdpsula femoral se cierra con suturas reabsorbibles O o 2-0. El origen del vasto medial se sutura a

la parte craneal del gliteo profundo al que previamente se le colocaron 2 puntos.

Se utilizan puntos continuos en la insercién del tenddn de la fascia lata en distal y se continda en
direccion proximal a lo largo de la parte craneal del gluteo superficial. La capa superficial de la fascia
lata en distal, y la fascia glutea en proximal se cierran junto al borde craneal del biceps femoral con

puntos continuos. El resto de los planos se suturan rutinariamente.

Se aplicard un  antibidtico tépico, (Gentamicina en crema) y aplicara Clindamicina Intramuscular,
(600.000 mg) y Tramadol Intramuscular en dosis ajustadas al peso. Después del segundo dia, se

aplicard desinfectante tépico Curagan NL®, (Cipermetrina - Violeta de genciana) para proteger
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la zona quirdrgica.

Eutanasia. El encargado de desarrollar esta parte del componente ético sera el Médico veterinario,
se realizard por sobredosis de barbituricos, inicialmente se aplicard un exceso de sedante, (2 mg de
Maleato de Aceptomicina IM), luego se aplicaran 5 mg de Pentobarbital sédico (tramadol®)

intravenoso, en los espacios vertebrales cervicales.

Recuperacion y preparacion de las muestras implantadas

Después de 90 dias, se hard diseccidon del hueso fémur derecho, donde se implanté la prétesis, y se
introducira en un recipiente rotulado con el nimero del animal y el cdodigo del subgrupo (C1, C2,
E1l 0 E2), en una solucidon fijadora (Formol Buferado o glutaraldehido segun corresponda al

tipo de estudio). Las muestras se trasladaran inmediatamente al laboratorio para su procesamiento

Las muestras para estudios histoldgicos serdn enviadas a laboratorio de Histologia de la

Escuela de Ciencias Bdsicas con la solicitud de realizar los estudios histoquimicos e

Inmunohistoquimicos, las muestras para pruebas biomecdnicas se llevaran al laboratorio de

pruebas mecanicas de la Escuela de Ingenieria de Materiales para su analisis.

Andlisis histoquimico e inmunohistoquimico. Se realizardn cortes transversales de 1 mm para

estudiar las interfaces entre el hueso y el cemento dseo, y entre el cemento dseo y la protesis.

En las interfaces, en el cemento y en la superficie de la protesis se tratara de identificar evidencia de
actividad osteoblastica y osteoclastica, asi como respuestas inflamatorias ante el material
cementante, para esto se haran estudios de histomorfometria con un Microscopio Optico, con focal

y un Microscopio Electrénico de Barrido.

También se realizaran pruebas de histoquimica e inmunohistoquimica para identificar fibras

colageno, osteocalcina, fibronectina, vimectina, fosfatasa alcalina y fosfatasa acida.

Pruebas biomecdnicas. Se realizaran pruebas de resistencia al zafado de las protesis implantadas en
los animales. Para tal efecto, se tomardn muestras del hueso conteniendo la prétesis cementada y se
embeberd por el mismo lado del hueso en una resina epdxica consiguiendo obtener un area
transversal rectangular. Finalmente, los especimenes de ensayo basados en muestras del grupo
experimental y el grupo control serdan ensayados en una Maquina Universal de Ensayos Tinius Olsen
modelo H50KS. En la mordaza inferior del equipo se sujetaran las muestras por el lado de la resina,

y con la mordaza superior se agarrara el extremo sobresaliente de la protesis implantada. Con el
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ensayo se registraran los datos de carga contra desplazamiento necesarios para la extraccién de la
protesis y a partir de estos se estimara el nivel de adhesion mediante el cdlculo de Ia

resistencia cortante interfacial siguiendo el modelo propuesto por Kelly & Tyzon.
Procesamiento de la informacion y andlisis de resultados

Los estadisticos descriptivos empleados en el texto para datos cuantitativos continuos seran los
pardmetros habituales de media y desviacién tipica (DE). Por tener muestras de tamafio 6, no se
podrd asumir normalidad por el teorema de limite central, por lo tanto la normalidad de los datos se
comprobara mediante la prueba de Kolmogorov- Smirnoff, utilizando el paquete estadistico SPSS

para Windows V 9.0 (SPSS Inc, Chicago, Il).

Los test de hipdtesis que se manejaran seran los de Mann-Whitney para las comparaciones entre
grupos independientes, al ser mas potente que la prueba de la mediana para detectar diferencias
entre dos grupos. El nivel de significacion estadistica se establecera con un error tipo |, igual o

inferior a 0,05.

PROGRAMA DE TRABAIJO

Ver capitulo 9.

RECURSOS DISPONIBLES

Laboratorios: En la Universidad del Valle se cuenta con laboratorios de quimica, Ingenieria de
Materiales, histologia, y cultivos celulares; lo que va a permitir que los cementos &seos

acrilicos sean procesados y caracterizados adecuadamente.

Recurso humano: Todos los investigadores vinculados a la propuesta tienen formacién de posgrado,
asi como una amplia experiencia y experticia en las actividades a desarrollar segun el rol y fase de
vinculacién, lo cual se convierte en una garantia que los procesos seran realizados con rigurosidad

cientifica.

RECURSOS NECESARIOS

Materiales

Los materiales y reactivos incluidos en este item se requieren para la preparacion de las diferentes

formulaciones de cementos &seos acrilicos propuestas en la investigacion. Asi mismo, se
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incluyen

medicamentos y elementos a implantar.

Metilmetacrilato (MMA)

Metacrilato del 2-(dimetilamino etilo), (DMAEM)

los sujetos de prueba (cerdos y conejos) con sus correspondientes alimentos,

Metacrilato del 2-(dietilamino etilo), (DEAEM) Acrilato

del 2-(dietilamino etilo), (DEAEA) Perdxido de benzoilo

N, N-dimetil p-toluidina, (DMPT)

Sulfato de bario

Polimetilmetacrilato

Vidrios bioactivos

Quitosano

Vastagos de acero quirurgico y/o titanio

Fosfatos de Calcio

Sujetos de prueba (con alimentos y jaulas)

Medicamentos

Servicios

Los servicios planteados en este apartado

se asocian a ensayos de caracterizacion

fisicoquimica, térmica, mecanica y biolégica en los cementos dseos acrilicos y los elementos

implantados en los sujetos de prueba. Asi mismo, se incluyen servicios como el del Bioterio del ICESI

y la participacidn de profesionales que van a asistir en los procesos de cirugia para la implantacién y

en la seleccidon y mantenimiento de los biomodelos.

Ensayos Mecanicos (tension, compresion, flexion)

Ensayos Térmicos (curado, DSC)

Ensayos de Cromatografia de permeacion en Gel
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Resonancia magnética nuclear (RMN)

Microscopia Electrénica de Barrido (SEM)

Ensayos Viscosimétricos

Exdmenes histoldgicos y microfotografias

Imagenes radiograficas

Asesoria Veterinario

Manejo Bioterio (encargado de animales)

Cirujano Ortopedista

Sala de Cirugia

Equipos

Los equipos que se van a adquirir con rubros del macroproyecto se requieren para adelantar la
metodologia experimental propuesta y son necesarios para la preparacion y caracterizacién de los
cementos 6seos acrilicos y los fosfatos cdlcicos, asi como también para apoyar el proceso de
cirugia de los biomodelos.

Equipo radiografico: Se necesita para asistir la cirugia de implantacién de los biomodelos

Sistema de medicién de temperaturas de curado: Se requiere para cuantificar la exotermia de los

cementos 6seos acrilicos

Equipo para esterilizacidon: Se requiere para la esterilizaciéon de los reactivos, materiales y

cementos dseos acrilicos a emplear en la experimentacion

Horno: Se empleard para los tratamientos térmicos de los huesos de ganado vacuno que se

emplearan para la obtencién de los fosfatos calcicos

Molino Criogénico: Se requiere para la molienda de los huesos de ganado vacuno que se

emplearan para la obtencién de los fosfatos calcicos

Marmita: Se necesita para los procesos de coccidn de los huesos de ganado vacuno que se
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emplearan para la obtencién de los fosfatos calcicos

Refrigeradores: Se requiere para el almacenamiento de los reactivos que se deben almacenar a baja

temperatura

Equipo para analisis Dinamico-Mecanico (DMA): Se empleara el equipo para la caracterizacién en

condiciones dindmicas de los cementos éseos acrilicos

Campana de extraccidén: Se necesita la campana para el adecuado manejo de los reactivos y

preparacion de los cementos éseos acrilicos

Salidas de Campo

Se solicita este rubro para efectuar salidas de campo con el fin de comprar y supervisar el

manejo de los sujetos de prueba

Personal

5 Investigadores, (Contrapartida Univalle)

1 Profesional con posgrado, medio tiempo, por 2 afios, (recursos convocatoria)

2 profesionales con pregrado, tiempo completo, por 2 afios, (recursos convocatoria)

Viajes

México-Colombia (Un Investigador del CICY de México en estancia en Colombia por 10 dias)

Colombia — México (Un profesional del proyecto en estancia de un mes en el CICY de México)

Colombia — México (Un investigador del proyecto en estancia de 15 dias en el CICY de México)

Congreso Internacional (Dos profesionales del proyecto)

Congreso Nacional (Dos profesionales del proyecto)

Actividades a realizar y plazos

Primer Afio

e  Seleccion y compra de equipos, materiales y reactivos
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e  Obtencidn y caracterizacién de fosfatos cdlcicos a partir de hueso de ganado Vacuno
e  Preparacion de los cementos éseos acrilicos
e  Etapa Laboratorio (Caracterizacion Fisicoquimica, Térmica, Mecdanica y Biolégica de los

Cementos Oseos Acrilicos)

Segundo Afio

e  Preparacién de los cementos dseos acrilicos

e  FEtapa Laboratorio (Caracterizacion Fisicoquimica, Térmica, Mecéanica y Bioldgica de los
Cementos Oseos Acrilicos)

e  Caracterizacion In Vitro de los cementos éseos

e  Etapa pre-quirurgica (modelo animal)

e  Etapa quirurgica

Tercer Ao

e Determinacién de la respuesta bioldgica de los cementos (recuperacion de las
muestras, estudios histoldgicos, histoquimicos, inmunoquimicos y de microscopia electrénica de
barrido)

e  Andlisis de resultados

OBJETIVOS DE LA LINEA DE CEMENTOS OSEOS

Objetivo General

Desarrollar cementos dseos acrilicos, funcionalizados con co-monémeros y refuerzos
bioactivos, que puedan promover la regeneracidn ésea e incrementar la fijaciéon de protesis

ortopédicas.

Objetivos Especificos

e Formular cementos &seos con baja exotermia variando su composicién tipica con la
incorporacion de mondmeros funcionalizados y refuerzos bioactivos
e Estudiar la influencia de la modificacion de los monémeros y la incorporacion de las cargas

bioactivas, en las propiedades de los cementos dseos, a partir de la caracterizacion térmica y
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mecanica en especimenes normalizados.

e Evaluar el comportamiento bioactivo de los cementos 6seos desarrollados, mediante estudios
de crecimiento celular e histomorfométricos, llevados a cabo a partir de evaluaciones en
condiciones in vitro e in vivo.

e Determinar el nivel de unién del cemento dseo a partir de evaluaciones mecanicas de

pull out en prétesis previamente fijadas en modelos animales.
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6. IMPACTO AMBIENTAL DEL PROYECTO

La gestidn integrada del proyecto de Investigacién y Produccidon de tejidos, érganos y biodispositivos
para uso en medicina regenerativa cuenta con procesos cuyo objetivo es asegurar el desarrollo y
manejo de investigacién y aplicacidn de tecnologias emergentes para el sector de la salud publica,
lo cual afecta directamente sistemas econdmicos, sociales y culturales, maximizando el bienestar de
la poblacién y el estado econdmico de las entidades prestadores de salud, sin embargo no
compromete directamente a los ecosistemas ambientales. Este proyecto cuenta con la
intervencidn de diversos drganos interventores que garantizan la calidad de los desarrollos y
productos como son comités de ética para desarrollos de medicina en pacientes, y también comités
de ética para pruebas en animales, y con el INVIMA, y todos los permisos se diligencian en su debido
momento, sin embargo no actla directamente con entidades que garanticen la sostenibilidad del
medio ambiente. Indirectamente el impacto sobre el ambiente es positivo ya que contribuird con
estrategias que permitan mejorar la calidad de vida de las personas y la poblacién colombiana, con
posibilidad de ser replicadas en otros contextos de la geografia nacional. Los hallazgos de este
trabajo, ademds de ser respuesta a una preocupacion creciente de la sociedad, generaran nuevos
datos e ideas para la continuidad del programa estratégico de investigacion en la medicina
regenerativa y bajo el cual se ha logrado unir diversidad de instituciones del suroccidente

colombiano.
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7. DECLARACION DE PERTINENCIA SOCIAL

Los resultados de este trabajo constituiran un aporte al desarrollo humano sostenible a través del
mejoramiento de la salud publica y en la capacidad de desarrollo y apropiacidn tecnoldgica de
recursos para aplicacién y desarrollo de laboratorios y centros de investigacidn para asi crecer la
inversion en salud del suroccidente colombiano, contribuyendo al mejoramiento de la calidad de
vida de las poblaciones afectadas en la regién y que son objeto de estudio y aportando a la
construccién de una conciencia y sensibilidad en torno a la salud publica y sus multiples desarrollos.
Por la metodologia participativa, sobre la base del macroproyecto de medicina regenerativa, los
resultados del proyecto no solo serdn producto del didlogo de saberes de los diferentes actores sino
que éstos tendrdn una apropiacion del conocimiento resultante que podra ser usado en la situacién

especifica del respectivo actor.

211



8. PRESUPUESTO

SGR Sistema General' de Regalias

Regalias para la Ciencia, la Tecnologia y 1a Tnnovacion

RESUMEN DEL PRESUPUESTO

RESUMEN
CONTRAPARTIDA CCONTRAPARTIDA SGR
UNIVALLE ICESI u. FUDACION VALLE DEL LILI TOTAL DE CONTRAPARTIDA " TOTAL
Efectivo
Especie Efectivo Efectivo Especie Efectivo Especie Efectivo Especie Efectivo
RUBROS
01.| Talento humano $ 590.376.960,00 | $ - 400.000.000,00 | $ - $ 400.000.000,00 | $ - S 400.000.000,00 | $ - $ 1.790.376.960,00 | $ 1.196.400.000,00 2.986.776.960,00
2.|Equipos y software $ 7.554.416.007,00 | $ - 600.000.000,00 | $ - $ 600.000.000,00 | $ - S 600.000.000,00 | $ - $ 9.354.416.007,00 | $ 2.004.325.349,00 11.358.741.356,00
03.|Capacitacién y participacién en eventos $ - $ - - $ - $ - $ - S - $ - qs 134.000.000,00 134.000.000,00
04.|Servicios tecnologicos y pruebas $ 12.000.000,00 $ - - I3 - s - s - 1$ - |s - s 12.000.000,0¢ $ 693.780.400,00 705.780.400,00
insumos y doct
05. $ - $ - - $ - $ - $ - S - $ - qs 2.272.829.651,00 2.272.829.651,00
Proteccion de conocimientoy divulgacion
06. - 1s - - s - s - s - 1$ - 13 - qs 360.000.000,00 360.000.000,00
Gastos de viaje
07. $ - |s - - |s - |s - 1s - 1$ - |s - 93 138.670.000,00 138.670.000,00
Infraestructura
08, $ - 1s - - s - s - s - 8 - 13 - qs - -
Administrativos
09. $ - |s - - |s - |s - 1s - 1$ - s - qs 800.000.000,00 800.000.000,00
Supervision
10. $ - 1s - - s - s - s - 1$ - 13 - qs 400.000.000,00 400.000.000,00
11/ Otros $ - 13 - - s - s - s - s - 13 - 93 - -
TOTAL $ 8.156.792.967,00 | $ - 1.000.000.000,00 | $ - $ 1.000.000.000,00 | $ - $ 1.000.000.000,00 | $ - $ 11.156.792.967,00 | $ 8.000.005.400,00 19.156.798.367,00

CONVENCION

NANOMATERIALES S 761.168.269,00




9. CRONOGRAMA

CRONOGRAMA Ao 1 Afio 2 Afio 3
Lineas de investigacion Actividades Trimestres | Trimestres | Trimestres
1(2(2|4(1|2|2[|4|1|2|2|4

PROYECTO DE QUIMERIZACION EN ORGANOS,
TEJIDOS, CELULAS Y USO DE BIODIPOSITIVOS

Consecucion elementos y reactivos

Desarrollo de Biodispositivos para almacenamiento celular
islotes

Quimerizacién Pancreas/ extraccion Islotes

Ensayos de implante Islotes aislados Modelo Animal (Cerdo)

Ensayo de Implante de Biodispositivo Modelo Animal (Cerdo)

Evaluacidon de resultados

Publicacién Presentaciones resultados

Quimerizacion Pulmoén

Trasplante a Modelo animal (cerdo

Seguimiento Clinico Pruebas de Funcién Pulmonar

Evaluacidon de resultados

Publicacién Presentaciones resultados

Resultados Finales Presentacién

APLICACION DE NANOMATERIALES PARA EL
CANCER

Revisidn bibliografica

Analisis y escritura de informes y publicaciones de resultados.

Adquisicién de reactivos, materiales, lineas celulares y
modelos animales

Adecuacion fotobiorreactores

Mantenimiento y establecimiento de los cultivos y sub-
cultivos de lineas tumorales y sanas.

Manejo de modelos animales

Estudio del mecanismo de muerte celular

Estudio del transporte del nanomaterial hacia la célula




Induccién de cancer

Tratamiento con nanocompuestos y radiacidn ultravioleta de
tumores.

DESARROLLO DE ANDAMIOS POLIMERICOS
OSTEOINDUCTIVOS PARA APLICACION EN
REGENERACION OSEA

Compra de equipos e insumos

Sintesis 'y caracterizacién de d4cido polilactico vy
policaprolactona

Extraccion y caracterizacién de quitosano obtenido a partir de
quitina

Elaboracién de los andamios poliméricos

Caracterizacion fisico-quimica, térmica y mecanica de los
andamios poliméricos

Obtencién del cultivo primario de osteoblastos

Compra de biomodelos

Caracterizacion del cultivo primario ( Fenotipificacion)

Ensayos de crecimiento celular con osteoblastos en los
andamios

Estudios de citoinmunohistoquimica y de microscopia
electrénica de barrido

Implantacién en defectos de tamafio critico en hueso parietal
de rata Wistar

Implantacién en mandibulas de conejo New zealand

Recuperacion de las muestras y estudios histoldgicos,
histoquimicos, inmunoquimicos y de microscopia electrénica
de barrido

Andlisis de resultados

CARDIOMIOCITOS

Estandarizacion de la técnica quirlrgica para inducir el infarto
de miocardio por ligadura de la arteria coronaria
descendente izquierda en cerdos

Obtencién, expansién y diferenciacion in vitro de células




madre mesenquimales de la médula dsea del cerdo

Estandarizacion de la técnica quirdrgica para implantar el
tratamiento celular en el corazén infartado

Control periédico de los animales (pruebas bioquimicas y
fisiolégicas) para analizar el comportamiento del corazén en
respuesta al implante

Evaluacion de resultados

Publicacidon Presentaciones resultados

CEMENTO OSEO

Revisidn bibliografica

Seleccion y compra de equipos, materiales y reactivos

Planteamiento de Disefos experimentales

Obtencién y caracterizacion de fosfatos célcicos a partir de
hueso de ganado Vacuno

Preparacion de los cementos dseos acrilicos

Etapa Laboratorio (Caracterizacion Fisicoquimica, Térmica,
Mecdnica y Bioldgica de los Cementos Oseos Acrilicos)

Caracterizacion In Vitro de los cementos 6seos

Seleccion y compra de biomodelos

Etapa Preclinica (Determinacién de la respuesta bioldgica de
los cementos)

Presentacién informe final

Entrega Productos




