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Actualizacion

Reconstruccion de tejidos y organos
utilizando ingenieria tisular

Dres. GERMAN F. FALKE* y ANTHONY ATALA*

Ingenieria tisular: conceptos generales

Se conoce como ingenieria tisular al area cien-
tifica interdisciplinaria cuyo fundamento esencial
es el uso de células vivas, manipulacién del entor-
no extracelular, creacion de sustitutos biolégicos y
su consecuente implantacion en el cuerpo. Es la
intencion de esta ciencia reparar, reemplazar,
mantener o mejorar la funcion particular de un
organo o tejido.

La pérdida total o parcial de tejido, como asi
también la pérdida de la funcién de un 6rgano, es
uno de los mas graves y costosos problemas de
salud de un ser humano. Actualmente, la cirugia
reconstructivay trasplantoldgica es el arma funda-
mental para la atencion de estos pacientes. La
utilizacion de 6rganos para trasplantes usualmen-
te se ve limitada por la baja cantidad de donantes.
Anualmente un gran nimero de pacientes muere
en listas de espera y muchos otros no llegan
siquiera aintegrarlas. Esta creciente necesidad de
organos, llevo a los investigadores a utilizar célu-
las vivientes autélogas para la reconstruccién de
organosy tejidos. La ventaja de esta nueva tecno-
logia eslade evitar laterapéuticainmunosupresora.

Tratar la pérdida de funcion de los tejidos y
organos ha sido preocupacién continua de los inves-
tigadores, habiéndose intentado a través de los
cuatro procesos basicos: trasplantes, injertos
autologos, protesis y regeneracion tisular.

Introduccion
Eltérminotissue engineering (ingenieriatisular)
fue adjudicado a esta disciplina en la primavera de
1987 durante una reunion de la Fundacion Nacio-
nal de Ciencias, pero muchas de las técnicas
utilizadas en ella habian sido desarrolladas en
décadas anteriores.! Laideade laingenieriatisular
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se forjé con la union de la experiencia ganada en
diversos campos, como la biologia celular, la
bioquimica y la biologia molecular y su posterior
aplicacion a la ingenieria de nuevos tejidos. El rol
de laingenieria quimica y biolégica fue fundamen-
tal para la aplicacion racional de los principios de
los sistemas vivientes. La tercer arma de conoci-
miento fue proporcionada por la terapéutica huma-
na brindada por médicos y cirujanos.

Hoy, cientificos de diversas areas (molecular,
celular, bioldgica) colaboran activamente con in-
genieros biomecanicos para desarrollar tejidos
analogos que permiten a los médicos mejorar,
mantener y restaurar la funciéon de un 6rgano.

Matriz extracelular

Por muchos afios se crey6 que la matriz
extracelular era so6lo una superficie de soporte
para los tejidos. Hoy sabemos que es un sistema
dinamico integrado por diversas moléculas y su
organizacion varia con los diferentes tejidos.?3La
matriz extracelular esta compuesta por diversas
moléculas como colageno, glucoproteinas, acido
hialurénico, proteoglicanos, glucosaminoglicanos,
elastina y fibrina, ademas de otras tales como
factores de crecimiento, citoquinas y diversas
enzimas.*Ladinamicainteraccion entre las células
y la matriz extracelular contribuye a la migracion
celular, proliferacion, diferenciacion, forma,
metabolismo y la consecuente muerte celular.

Los tres pilares basicos sobre los cuales se

sustenta la ingenieria tisular para desarrollar re-
emplazos de tejidos son:

1. Prevenirunarespuestainmunolégica, yasea
inflamacion, rechazo o ambas. Idealmente,
si se pudieran manipular células pluripo-
tenciales, una vez diferenciadas éstas en el
medio disminuiran larespuestainmunoldgica.

2. Seranecesario crear el sustrato ideal parala
sobrevida, desarrollo y diferenciacion celu-
lar. La utilizacién de implantes biocompatibles
compuestos por moléculas integrantes de la
matriz extracelular sembradas por células
autélogas sera una estrategia a considerar.



104 ACTUALIZACION

El agregado de factores de crecimiento y
diferenciacion celular incrementara poten-
cialmente la calidad del tejido a reemplazar.

3. Proveer un adecuado medio ambiente para
el desarrollo celular y tisular es crucial para
mantener la funcion celular y el desarrollo
del tejido neoformado.

Transportadores celulares o polimeros

En la biologia normal de los tejidos vivos, las
células se mantienen en un continuo remodela-
miento; de acuerdo a su informacion genéticay a
su entorno forman estructuras e intercambian con
el medio sustancias para su nutricién, intercambio
gaseoso y eliminacion de detritus.

Mediante la utilizacion de sistemas de trasplan-
te celular, las células se ponen en contacto directo
con el segmento del organismo receptor. En esta
situacién muchas células no podran ser incorpora-
das al receptor debido a multiples factores locales.
Aqui entonces surge la necesidad de utilizar diver-
sas sustancias para el transporte celular que per-
mitan a las células subsistir hasta suincorporacion
por el huésped. Estas sustancias son llamadas
polimeros.

Las caracteristicas basicas que un polimero debe
tener para ser utilizado son: alta porosidad, gran
superficie de contacto celular, estructura constante,
forma tridimensional y biocompatibilidad.

La funcién de un polimero es dirigir el creci-
miento celular, ya sea de los tejidos adyacentes o
de las células sembradas en él. Para esto, el
polimero debe proveer una adecuada adhesion
celular, favorecer la proliferacion y diferenciacion
celular y, en ciertos casos, favorecer la migracion
celular. Hay muchos materiales biocompatibles
que pueden ser utilizados como polimeros, sin
embargo, los biodegradables son preferidos debi-
do a que el rol del polimero usualmente es
temporario. Los polimeros biodegradables propor-
cionan un sustento celular hasta que las células
son capaces de secretar su propia matriz
extracelular.

El 4cido poli-L-lactico (PLLA), el acido lactico-
co-glicolico (PLGA) y el acido glicolico (PGA) son
una linea de polimeros biocompatibles de degra-
dacion por simple hidrélisis y aprobados porla FDA
(Food and Drug Administration) para ciertas apli-
caciones (Fotografia 2 B).>" Entre los polimeros
naturales mas ampliamente utilizados estan las
matrices de colageno acelulares obtenidas, proce-
sadas, desecadas y esterilizadas de muy diversas
formas.®?
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Angiogénesis

Angiogénesis es el crecimiento de nuevos va-
sos sanguineos. Como terapéutica, lainduccion de
la angiogénesis puede revertir condiciones de
isquemia tisular. Actualmente se conocen varios
tipos de factores de crecimiento: factor de creci-
miento de los fibroblastos (FGF), factor de creci-
miento del endotelio vascular (VEGF), factor de
crecimiento plaquetario (PDGF), factor de creci-
miento transformador de células beta (TGF-B) y
osteonectina (ON).*!* Mucho se necesita investi-
gar aun en cuanto al rol que juegan los factores de
crecimientoy las citoquinas en los tejidos normales
y los tejidos remodelados. El gran progreso de los
ultimos afios en este campo fue el haberlos identi-
ficado, aislado, clonado y caracterizado. Lo mas
importante hasta el momento es que estas molécu-
las juegan un importante rol en el proceso normal
que transcurre desde la injuria hasta la reparacion
de los tejidos. En el campo de la ingenieria tisular,
la induccion de la vascularizacion podra rescatar
tejido necrético, favorecer lainfiltracién del polimero
o transportador celular y perfundir efectivamente
los nuevos tejidos. Por lo tanto, una terapéutica
angiogénica eficaz en el lugar del implante tendra
el potencial de proveer los nutrientes necesarios
para desarrollar el nuevo érgano o tejido.12

Piel

La piel, el 6rgano mas grande del organismo,
fue el primero en ser desarrollado utilizando técni-
cas de ingenieria tisular. También fue la primera
aplicacion clinica de esta nueva disciplina y hasta
hoy, lamas ampliamente utilizada. A comienzos de
los afios 80, células autdlogas fueron utilizadas
para el reemplazo de piel.*®* Queratinocitos
autdlogos, tomados por una pequefia biopsia qui-
rdrgica de una zona no lesionada, fueron cultiva-
dosy expandidos in vitro y posteriormente sembra-
dos sobre las lesiones de estos pacientes. Otros
investigadores simultaneamente utilizaron polime-
ros como vehiculo paraimplantar estas células. En
1981, una dermis artificial fue creada con compo-
nentes basicos de la matriz extracelular, como
colagenoy glucosaminoglicanos, cubiertos por una
membrana de silastic. Este sistema, inicialmente
acelular, favorece la migracion celular con su con-
secuente vascularizacion. El silastic previene la
pérdida de liquidos y protege el crecimiento celu-
lar.1

Otro sistema utilizado para la generacion de la
piel, es un doble cultivo conformado por células de la
dermisy de la epidermis sembradas en una matriz de
colageno.’s Debemos citar que estos productos son
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técnicamente fabricados con células alogénicas.
Aparentemente estas células, fibroblastos y
queratinocitos, no provocarian respuesta inmuno-
I6gica del huésped.®® La posible explicacion a este
fendomeno seria que las células de la capa inferior de
la piel, la dermis formada por fibroblastos diploicos
en su mayoria, presentan un potencial de prolifera-
cion celular alto y no poseen en su superficie expre-
sion de antigenos de leucocitos humanos (HLA-DR)
por lo cual no estimularian la reaccion inmune del
huésped.t-1

Otra de las técnicas utilizadas ha sido el empleo
de matrices de poliglactina, componente natural de
la matriz extracelular, sembradas con fibroblastos
obtenidos a través del procesamiento de prepucio
neonatal humano removido quirargicamente.® Este
producto actualmente ha sido utilizado en estudios
clinicos en humanos con aparente buen resulta-
do.*

La ventaja de utilizar tejido humano normal obte-
nido y procesado por diversas técnicas de cultivo in
vitro es que desarrolla un tejido efectivo, seguro y
constante, capaz de ser utilizado en amplios seg-
mentos lesionados del organismo.

Actualmente se estan desarrollando diversas
etapas de investigacion clinica utilizando piel obte-
nida y desarrollada por ingenieria tisular para tra-
tamiento de quemados severos o Ulceras cronicas
en piel. Los resultados hasta el momento muestran
un gran potencial para el reemplazo de piel ofre-
ciendo una nueva alternativa para el tratamiento
de estos pacientes.

Pancreas

Hay mas de 100 millones de pacientes portadores
de diabetes mellitus en el mundo.?? En pacientes con
diabetesinsulinodependientes hay una marcada dis-
minucion en el nimero de células beta de los islotes
de Langerhans en el pancreas.? La utilizacién con-
vencional de insulina no puede reemplazar la normal
regulacion de la glucemia realizada por el pancreas.
Diversos grupos de estudio sugieren que estas fluc-
tuaciones en la administracion de insulina tendrian
una activa repercusion en las complicaciones de la
diabetes como nefropatia, retinopatiay neuropatia.?®

En los préximos afios, la esperanza del tras-
plante de islotes de Langerhans no sélo eliminara
la aplicacion diaria de insulina, sino que también
disminuira las complicaciones asociadas a esta
enfermedad.?* El trasplante de estas estructuras
conllevala utilizacion de drogas inmunosupresoras
gue pueden exponer al paciente a serias complica-
ciones, como cancer, infecciones, fallo renal y
osteoporosis.®?” Ademas, muchas de estas dro-
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gas, como glucocorticoides y ciclosporina, produ-
cen un deterioro en la funcidn de las células beta
transplantadas dependiente de la dosis.?33°En los
ultimos afos han sido desarrollados y utilizados
varios sistemas de aislamiento inmunolégico. Con
la utilizacion de técnicas de microencapsulacion
celular, sustancias de bajo peso molecular como
nutrientes, oxigeno, electrolitos, secreciones de
productos celulares, pueden pasar a través de la
microcapsula mientras que células inmunoldégicas,
anticuerpos y otras sustancias mediadoras del
rechazo de injertos no pueden hacerlo debido a su
alto peso molecular. Varios investigadores han
logrado microencapsular células beta, logrando
buenos niveles de glucemia.?*3? Este descubri-
miento abre una nueva expectativa a este grupo de
pacientes, dado que no sélo permite trasplantar
células alogénicas sinrespuestainmunologica sino
que también permite trasplantar células xeno-
génicas con similares resultados.

Lim y Sun fueron los primeros en utilizar
microcapsulas a comienzos de los afios 80.% Des-
de entonces, muchas modificaciones producidas a
la técnica de microencapsulaciéon mejoraron nota-
blemente su biocompatibilidad. Estas modificacio-
nes lograron incrementar dramaticamente la dura-
cion del islote celular microencapsulado, mostran-
do efectiva funcion en roedores diabéticos por mas
de un afio.** Shoing y col., informaron regulacién
del nivel de glucosa en sangre por 172 dias en
perros diabéticos.* Utilizando esta misma tecnolo-
gia, un paciente con diabetes tipo | logré mantener
adecuados niveles de glucemia por un periodo de
9 meses sin requerir insulina.?®

El trasplante de células productoras de insulina
microencapsuladas, inicialmente demostrado en
roedores y recientemente informado en animales
mayores, se encuentra hoy cerca de ser una varia-
ble real como terapéutica humana. En un futuro
cercano deberan programarse estudios clinicos
con mayor nimero de pacientes.

La utilizacion de estos sistemas transportado-
res de drogas tendréa aplicacion, en un futuro cer-
cano, en el tratamiento de diversas patologias
como cancer, hemofilia, fallo hepatico y enferme-
dad de Parkinson, entre otras.??

Vasos

Numerosas son las indicaciones para la utiliza-
cion de proétesis vasculares. Ateroesclerosis avan-
zada, aneurismas, fistulas arteriovenosas para
hemodidlisis y traumatismos, son soélo algunos
ejemplos. Tanto el desarrollo de hiperplasia
seudointimal (subintimal) primaria como la trombo-



106 ACTUALIZACION

sis condicionan la utilidad del injerto.%” La trombo-
sis de cualquier injerto puede ocurrir en tres eta-
pas. La primera etapa o temprana es la que ocurre
dentro de los 30 dias y generalmente es de causa
técnica (mala eleccion del injerto, mala realizacion
de las anastomosis, mala eleccion del vaso donan-
te o receptor, etc.). Una segunda etapa, que com-
prende desde los 30 dias a los 18 meses, es la
debida a hiperplasia intimal y es la base de trabajo
futuro para el éxito de los injertos y la disminucién
de trombosis de los mismos. La tercera etapa es
luego de los 18 meses y esta relacionada con la
progresion del proceso ateroesclerético.

La continua busqueda de una proétesis vascular
ideal comenz6 en 1952, cuando Voorhees introdu-
jo el Vinyon N, que le permitié reparar correcta-
mente 17 aneurismas de aorta y uno popliteo.®
Muchos investigadores continuaron intentando el
desarrollo de protesis biocompatibles. Actualmen-
te polietilen-tereftalato (Dacron) y politetra-
fluoretileno (ePTFE) son las prétesis vasculares
mas ampliamente utilizadas.®* Esta comprobado
gue, tanto el Dacron como ePTFE, producen una
reaccion con proteinas del suero y los globulos
rojos.* Experimentos en animales han logrado
probar un aumento de niveles de tromboxanoy, en
consecuencia, una disminucion de plaquetas lue-
go de un afio de implantes de prétesis de Dacron.*
Otros estudios probaron que hay una mayor adhe-
sidn plaquetaria a los injertos.*? Es sabido que los
neutroéfilos y los monocitos estan relacionados con
la viabilidad del parche. Los neutrofilos activados
liberan radicales libres que disminuyen o inhiben la
endotelizacion del injertoy, paralelamente, favore-
cerian su degradacion.*®

En respuesta a estos problemas, diversos in-
vestigadores propusieron el tratamiento previo del
injerto con albumina, diversos geles y colageno
buscando asi disminuir su porosidad. La impreg-
nacion con antibioticos disminuy6 la colonizacion
bacteriana.*

En 1978, la utilizacion de sembrado de células
endoteliales sobre injertos de Dacron y Teflon,
demostré en animales una disminucién de la
adhesividad plaquetaria y aumento de la resisten-
cia a la colonizacion bacteriana.*® Pero estos estu-
dios no pudieron reducir la hiperplasia seudointimal
de las anastomosis realizadas.* Los resultados de
estudios clinicos a largo plazo no pudieron demos-
trar grandes diferencias en la comparacion de
prétesis de Teflon sembradas con células endo-
teliales y no sembradas.*” Otros estudios demos-
traron que la técnica de doble siembra de células
endoteliales disminuy6 la adhesién plaquetaria en
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los by-pass femoro-popliteos por un periodo de
tres afos.*® Posiblemente la mayor densidad de la
siembra celular lograda con esta técnica sea la
resultante de la aparente mejoria clinica.

Otros autores han dirigido sus esfuerzos a
transfectar células endoteliales para lograr que
produzcan un aumento en la secrecién de factores
de crecimiento endotelial.*® Esto resulté en aumen-
to de la proliferacién celular. Otros factores de
crecimiento ampliamente utilizados, capaces de
inducir la angiogénesis in vitro e in vivo son: factor
de crecimiento de los fibroblastos (FGF) y factor de
crecimiento del endotelio vascular (VEGF).%°

Las proétesis biodegradables de Vycril, un
copolimero de acido poliglicoico (PGA), fueron
utilizadas en la creacion de nuevos vasos.* Infor-
mes iniciales mostraron como complicacion dilata-
ciones aneurismaticas en estos nuevos tejidos.
Estudios sucesivos utilizaron otros polimeros, como
polidioxanona, intentando disminuir el tiempo de
degradacion del polimero.®? La eficiencia de un
polimero esta basada en el balance entre su rapida
reabsorcion, promoviendo una consecuente infiltra-
cion celular del mismo, desarrollando un tejido.
Para lograr una buena induccion del crecimiento
tisular antes de una significativa reabsorcion del
polimero, los investigadores han combinado el uso
de varios biomateriales reabsorbibles y no
reabsorbibles. Otros estudios utilizaron la combi-
nacién de los materiales reabsorbibles buscando
lograr estabilidad del injerto mientras el nuevo
tejido se va desarrollando. Hasta el momento el
uso de estos sistemas no ha sido aplicado en
humanos.

Prétesis cardiacas

Las valvulopatias cardiacas son habitualmente
tratadas con reemplazos vasculares o bioprotesis.
La utilizacion de valvulas mecanicas se asocia a
flujo turbulento y requiere terapia anticoagulante
de por vida.%*%* A comienzos de los afios 60, se
informaron valvulas tisulares realizadas con peri-
cardio autdlogo. Resultados desafortunados lleva-
ron a los investigadores a utilizar valvulas
heterélogas®® previamente tratadas con una breve
inmersion en glutaraldehido. Esto produce una
reaccion en el colageno de la prétesis que disminu-
ye la solubilidad y la inmunogenicidad del implan-
te.% Otra manera de abordar este problema es el
desarrollo de véalvulas cardiacas con técnicas de
ingenieria tisular. En estudios experimentales de-
sarrollados en ovejas, células endoteliales vy
miofibroblastos aut6logos fueron sembrados en
polimeros de acido poliglicolico conformando una
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prétesis. Estas protesis autdlogas fueron utiliza-
das para reemplazo de la valvula pulmonar con
buenos resultados en un periodo de 8 semanas.%
Este método aun esté lejos de poder ser utilizado
en humanos, pero es un punto de partida para el
desarrollo de una nueva terapéutica.

Intestino

El sindrome de intestino corto se caracteriza
por malabsorcion y malnutricidon secundaria a las
resecciones masivas de yeyuno, ileon y colon.

Los sintomas clinicos son muy variados y van
desde diarreas intratables, esteatorrea, pérdida de
peso, deshidratacion, malnutricién, hipovitaminosis
y anemias, entre otros.*® Las causas se pueden
agrupar de acuerdo a la edad de los pacientes. Entre
las congénitas podemos citar atresias intestinales
multiples, aganglionosis extensas (enfermedad de
Hirschprung), gastrosquisis y peritonitis meconial.
De las adquiridas en el periodo neonatal, la
enterocolitis necrotizante y los vélvulos intestinales
tienen también el potencial de desarrollar intestino
corto. Ennifios y adultos son causas de esta afeccion
el trauma abdominal, la enfermedad de Crohn, la
enteritis porirradiaciony las enfermedades vasculares
gue comprometen los vasos mesentéricos.*

Se consideran con sindrome de intestino corto
alos nifios con intestino completo de 10 a15cmde
yeyuno-ileon con valvulaileocecal 0 25a 40 cm sin
valvulaileocecal. La adaptacion intestinal que pro-
ducen estos pacientes demora aproximadamente
2 afios.®%1 Fendmenos tales como hiperplasia de
la mucosa intestinal, agrandamiento de las
vellosidades intestinales, criptas mas profundas y
aumento del diametro intestinal, son algunos ejem-
plos de estos mecanismos de adaptacion.®2-64

La sobrevida de estos pacientes se debe, sin
duda, a las continuas mejoras que se implementan
en la nutricién parenteral total, ya sea la realizada
en el hospital o en la casa de los pacientes.®
Complicaciones relacionadas con los catéteres,
tales como infecciones, trombosis o mal funciona-
miento, aumentan la frecuencia de re-hospitali-
zaciones de estos nifios.®® Problemas hepaticos,
colestasis, colelitiasis, mal funcionamiento del hi-
gado, cirrosis y desmineralizacion osea, llevan a
un 50% la mortalidad de los nifios en nutricion
parenteral total.®”

Se han desarrollado numerosas técnicas qui-
rdrgicas novedosas para aumentar la superficie de
absorcion intestinal de estos pacientes. También
son ampliamente utilizadas las sustancias para
disminuir la motilidad intestinal. Nuevas técnicas,
como la creacion de valvulas ileocecales, el creci-
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miento de células neointestinalesy el trasplante de
intestino, son algunas de las que ofrecen una
nueva esperanza para el tratamiento de estos
pacientes.

Los pasos a cumplir en la formacién de neoin-
testino por ingenieria tisular involucran: obtencion
de material intestinal, aislamiento de enterocitos,
sembrado de enterocitos en el polimero adecuado
y su consecuente implante del polimero como
reemplazo de un segmento intestinal.®®

Se han llevado a cabo diversos experimentos en
animales (hamsters, ratas, cerdos, conejos y pollos)
utilizando ingenieria tisular. Inicialmente se ha logra-
do aislar y expandir enterocitos. Estos fueron sem-
brados en polimeros cilindricos e implantados en
ratones atimicos (sin capacidad de respuesta
inmunolégica). Luego de 72 dias, el 86% de los
tejidos desarrollé buen crecimiento celular, lo cual
fue confirmado histolégicamente.®® Todavia resta
mejorar lamotilidad de estos neointestinos, como asi
también lograr una aceptable funcién absortiva del
mismo. Mucho falta por desarrollar en esta area pero
sera una posible alternativa en el futuro cercano.

Higado

El trasplante hepatico, es actualmente la mejor
terapéutica para el tratamiento del fallo hepatico.
Sin embargo, la escasa oferta de donantes, suma-
da al constante aumento de la demanda de pacien-
tes, ha llevado a investigadores a desarrollar nue-
vas técnicas utilizando el trasplante celular como
una terapéutica alternativa.

En modelos experimentales se utilizé el aisla-
miento de hepatocitos para su empleo en diversos
sistemas, como biorrectores extracorpéreos o im-
plantados en sistemas de microencapsulacion, para
el tratamiento de la insuficiencia hepatica.”®™
Hepatocitos de una gran cantidad de animales pue-
den ser aislados, expandidos y sembrados en diver-
sos transportadores celulares.” Hasta el momento
no se ha podido lograr sobrevida funcional a largo
plazo de estas células.

La microencapsulacién de hepatocitos en una
matriz tridimensional de colageno cubierta por una
membrana semipermeable, mostré recuperacion
de la funcidn hepética en modelos animales de
ratas Gunn, logrando disminuir los niveles de
bilirrubina a largo plazo.” Ademas, se comprobd
gue los hepatocitos microencapsulados y
criopreservados presentan similar funcion a los
frescos.’ Hasta hoy no hay estudios clinicos utili-
zando estos procedimientos, debido tal vez a la
limitacién de la funcionalidad de estas técnicas y
de la viabilidad celular (6 a 8 semanas). El nimero
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de hepatocitos viables puede ser estimulado con la
utilizacion de sustancias que tienen directa rela-
cion con su mitosis, tales como el factor de creci-
miento epidérmico (EGF).”*7 La utilizacion de
hepatocitos fetales demostré que estas células
tienen un gran potencial proliferativo, varias veces
superior al de los hepatocitos adultos.”"®

Otros estudios han desarrollado técnicas de
sembrado directo de hepatocitos sobre diversos
polimeros e implantados intraperitonealmente en
laraiz del mesenterio con posterioridad. En anima-
les, hepatocitos trasplantados han logrado produ-
cir albimina y otros metabolitos. También se logré
disminuir la bilirrubina y mejorar la depuracion de
urea.”

Biorreactores hepaticos, también conocidos
como higados bioatrtificiales, utilizan cultivos pri-
marios de hepatocitos o lineas celulares hepéaticas
especificas. Hasta hoy, hay tres sistemas basicos:
1) membranas multiperforadas sembradas con
hepatocitos que actian como dializadores, 2) fi-
bras capilares semipermeables multiperforadas y
3) sistemas de hemoperfusion.

Estudios recientes relacionan la sobrevida de
los hepatocitos en directa proporcion al polimero
utilizado.”™ Se han utilizado diversos sistemas
tridimensionales de sembrado celular buscando
incrementar la adhesion celular, tales como matri-
ces de acido polilactico y esponjas conformadas
por derivados de carbohidratos (polistireno). A
pesar de que la secrecion inicial de albumina de
estas células fue baja, variando el tipo de polimero
se logr6 incrementar significativamente su
excrecion celular. La morfologia tipica de los
hepatocitos se vio parcialmente alterada mostran-
do los mismos una forma redondeada.” Estudios
mas recientes, utilizando ratas del tipo Lewis, han
logrado mantener hepatocitos en cultivo y con
buena adhesidn celular por un periodo de un afio
utilizando un polimero a base de alcohol tipo
polivinilo. Este es, tal vez, el mayor tiempo informa-
do de mantenimiento de hepatocitos trasplantados
en un sistema vivo.® Queda aln pendiente demos-
trar con mayor eficiencia y rigor cientifico su fun-
cion al cabo de un afio.

A pesar de las diversas tacticas utilizadas en la
formacion de tejido hepatico con técnicas de inge-
nieria celular, sigue siendo un desafio lograr tejido
hepatico funcional y capaz de ser implantado debi-
do a la complejidad de su funcionamiento y los
distintos grupos celulares que lo integran. Se ha
visto que los hepatocitos son capaces de repoblar
el polimero utilizado, pero debemos encontrar el
polimero tridimensional adecuado que permita el
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desarrollo de este tejido.

Recientemente, diversos tipos de sistemas
hepaticos artificiales han sido aprobados por la
FDA para iniciar estudios clinicos en humanos,
buscando evaluar su utilidad y actividad biol6gi-
ca.®

Cartilago

Actualmente se utilizan dos tecnologias en la
formacion de cartilago a través de la ingenieria
tisular: trasplante de injertos osteocondralesy tras-
plante de condrocitos. En trabajos realizados con
el trasplante de injertos osteocondrales, resulta-
dos iniciales mostraron problemas de rechazo in-
munoldgico.8? A raiz de estos estudios, otros auto-
res utilizaron cartilagos xenograficos o allograficos
con una breve inmersion en glutaraldehido antes
de ser implantados.®® La intencidon es que este
tejido sirva y actie como matriz para la regenera-
cion tisular ulterior en el sitio de implante. Los
segmentos premoldeados de periostio han sido
ampliamente utilizados en diversos tipos de ciru-
gias reconstructivas. Un ejemplo es la formacion
de sistemas de fijacion traqueal con segmentos de
periostio obtenidos del mismo paciente, con bue-
nos resultados.®

El trasplante de condrocitos, es otra de las
técnicas utilizadas. El primer informe del aisla-
miento de condrocitos fue realizado por Smith en
1965.%> El implante de condrocitos en diversos
sistemas inicialmente tuvo baja sobrevida celular.
La experiencia evolutiva mostré que la alta densi-
dad celular favorece la condrogénesis, optimizando
la interaccion entre la célula y el sustrato. El tras-
plante de condrocitos ha sido realizado por dos
formas: la inyeccion directa de células o la implan-
tacion de matrices sembradas por células.

En 1977, Green reporté experimentos iniciales
en los que sembré condrocitos sobre una matriz
Osea estérily, luego de serimplantados en ratones
atimicos (sin capacidad de respuesta inmuno-
l6gica), formaron tejido cartilaginoso.®® Tiempo
después, areas cartilaginosas de diversas articula-
ciones fueron experimentalmente reparadas con la
utilizacion de condrocitos aut6logos. Se comprobo
proliferacion de condrocitos, 48 hs después del
implante y a las 8 semanas el defecto estaba
completamente reparado.®® Experimentos simila-
res mostraron que condrocitos alogénicos e
isogénicos cultivados en un gel de colageno de-
mostraron ser Utiles para reparar defectos
osteocondrales en ratas. A las 12 semanas, los
ocho defectos tratados con cartilago isogénico
fueron reparados, en comparacion con solamente
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cuatro de los ocho tratados con cartilago
alogénico.® Diversos sistemas de transporte de
condrocitos han sido utilizados: polimeros sintéti-
cos como PGA, &cido polilactico (PLA), gel de
agarosa y otros.8° Los polimeros conformados
por PGA y sembrados con condrocitos lograron
formar tejido luego de ocho semanas in vitro.®
Estos polimeros permiten la diferenciacion, respe-
tando la morfologia y manteniendo el fenotipo celu-
lar. Los polimeros conformados por PLA y sembra-
dos con condrocitos, pudieron ser utilizados con
tejido para el reemplazo de defectos cartilaginosos
articulares creados en conejos.** Similares estudios
realizados en conejos pero con una alta densidad de
sembrado celular lograron resultados muy significa-
tivos, probando la potencial capacidad reparativa
articular que presenta este tejido (Fotografia 1).9? A
partir de estos interesantes estudios se avanzo6 a
una etapa clinica de la aplicacion de condrocitos,
utilizandose en 23 pacientes con defectos articula-
res en el cartilago de la articulacion de larodilla. La
mayoria de ellos mostré una mejoria radiologica y
14 mostraron una mejora clinica luego de 2 afios
del implante.®

Organos genitourinarios

El sistema genitourinario esta expuesto a una
gran cantidad de injurias que comienzan en el
momento en que el feto se desarrolla. Ademas de
las anormalidades congénitas, otras enfermeda-
des, como cancer, trauma, infecciones, pueden
producir dafio a veces irreversible de diversos
organos del sistema genitourinario y eventualmen-
te requerir reconstruccion quirurgica.

Ante la falta de tejido urolégico nativo muchas
veces se utilizan diversos tejidos para reparar
distintos segmentos urolégicos. La utilizacion de
piel y colgajos cutaneos para la reconstruccion de
hipospadias y de segmentos de tubo digestivo
(colon, intestino delgado, estbmago) para la am-
pliacion vesical, son s6lo algunos ejemplos.** La
utilizacion de tejidos autélogos no urolégicos para
las reconstrucciones urolégicas aparece como una
mejor alternativa, a pesar de los posibles efectos
adversos. La utilizacién de intestino en las amplia-
ciones vesicales puede ocasionar alteraciones
metabolicas, infecciones, perforaciones, urolitiasis,
aumento de la produccion de moco y posibilidad de
malignizacion en algunos pacientes.® También se
ha explorado la utilizacion de materiales sintéticos
como otra alternativa. Las protesis mas comun-
mente utilizadas en urologia son de silicona.
Esfinteres urinarios artificiales, prétesis peneanas
y siliconas para la correccion del reflujo
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vesicoureteral son algunos ejemplos.°¢-%¢ Sustan-
cias como el teflon, que durante cierto tiempo fue
ampliamente utilizado para la correccion del reflujo
y la incontinencia, han tenido que ser sustituidas
debido a severos trastornos de biocompatibilidad y
migracion local del producto.

Unade las limitaciones iniciales de la aplicacion
de técnicas de ingenieria tisular en el area
genitourinaria se debié a la dificultad de lograr el
crecimiento de grandes cantidades de tejido
genitourinario. En los dltimos tiempos se ha logra-
do obtener, expandiry desarrollar células uroteliales
humanas a partir de una pequefia biopsia quirdrgi-
ca, en un medio de cultivo especifico formado por
la asociacion de diversos metabolitos vitales para
el desarrollo celular.®

La sustancia utilizada como transportador celu-
lar es sumamente importante para la reconstruc-
cion de tejidos urolégicos. Estudios desarrollados
previamente han demostrado que la utilizacién de

oy P s

FotocraFia 1: Desarrollo de cartilago por ingenieria
tisular in vivo. Tincién con azul de toluidina
(Reduccion de 210X).
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sustancias artificiales (teflon y silicona), utilizadas
como estructuras de soporte intravesical, tienen
una accion litogénica.® Otros investigadores han
utilizado injertos homélogos y heter6logos de
duramadre. Estos provocan diversos problemas
clinicos debido a que, con el paso del tiempo,
reducen la superficie vesical reparada, disminu-
yendo la capacidad vesical total. La utilizacion de
implantes de intestino autdélogo desmucosado
mantiene sus buenas propiedades, pero con el
tiempo la mucosa intestinal invariablemente vuel-
ve a crecer. La utilizacion de submucosa vesical
como soporte natural fue inicialmente planteada
en 1961, resurgiendo en la actualidad esta posibi-
lidad para el reemplazo vesical.?%101 | a submucosa
intestinal también fue propuesta como material para
la ampliacién vesical.’2 Ninguno de los materiales
propuestos, sintéticos y naturales, incluyo la utiliza-
cion de células. La mayoria de ellos mostré adecua-
dos resultados histolégicos, no funcionales.

Los investigadores han logrado crear tejidos
uroldégicos en animales, con la combinacién de
materiales biodegradablesy células. En un estudio
conducido en perros se obtuvo urotelio y musculo
liso vesical a través de una minima biopsia quirdr-
gica. Los tejidos obtenidos fueron expandidos in
vitro y sembrados en polimeros biodegradables de
acido poliglicélico. Estas estructuras fueron
tubulizadas y luego utilizadas para la reconstruc-
cion del uréter.’®® Con una estrategia similar a la
previamente lograda para la reconstruccion del
uréter se logroé la reconstruccion de vejiga. En un
estudio en perros sabuesos con técnicas de inge-
nieria celular se realiz6 una cistectomia amplia y
se reemplazo este segmento con la fabricacion de
una neovejiga, con células autélogas; se compro-
bo histologia, capacidad y funcién vesical normal,
por mas de 11 meses luego de la implantacion.*®
Resultados similares fueron obtenidos utilizando
la matriz de colageno de la vejiga sembrada con
células autdlogas (Fotografia 2).1°>1% |a interac-
cion célula-polimero permite que las estructuras
mantengan la formay el volumen vesical deseado
en comparacién con la utilizacion de polimero
acelular.

Otros tejidos uroldgicos pasibles de ser recons-
tituidos con ingenieria tisular son el cuerpo caver-
nosoy el clitoris. Estudios iniciales lograron aislar,
expandir y sembrar células del musculo liso del
cuerpo cavernoso y sembrarlas en polimeros de
PGA. Un segundo paso fue el doble sembrado
celular utilizando células del musculo liso del cuer-
po cavernosoy la inclusion de células endoteliales
sembradas en polimeros similares.’®” Un tercer
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paso utilizé las mismas lineas celulares pero sem-
bradas en polimeros bionaturales constituidos por
la matriz de colageno del cuerpo cavernoso. Esto
recientemente nos permitio desarrollar tejido cor-
poral con organizacion similar al tejido normal.

La reconstruccién de tejido renal a través de la
ingenieriatisular, continta siendo un gran desafio.
Diversos investigadores han explorado la posibili-
dad de aislar y expandir células renales in vitro y
sembrarlas en polimeros tridimensionales, inten-
tando lograr una organizacion celular, e implantan-
dolas in vivo. Estos estudios han logrado obtener
un fluido semejante a la orina. Diversas lineas de
investigacion han propuesto el implante de células
renales en polimeros especiales de polisul-
fatos.1%81% Esos polimeros son fibras multiper-
foradas sembradas con células renales y endote-
liales. En el liquido obtenido de este filtrado se
demostré un transporte activo de sal y agua. A
través de la biologia molecular, con técnicas simi-
lares se intentd modificar genéticamente a estas
células, antes de sembrarlas, para aumentar su
productividad.

La incontinencia de orina, como asi también el
reflujo vesicoureteral, son afecciones muy comu-
nes en el sistema genitourinario. La primera es el
resultado de la debilidad o deficiencia de la
musculatura del cuello vesical. El reflujo vesi-
coureteral primario es el resultado de una deficien-
cia congénita de haces musculares longitudinales
submucosos que produce un flujo urinario anémalo
desde la vejiga hacia el sistema urinario alto. Estas
dos patologias son pasibles de ser tratadas con
técnicas endoscopicas utilizando diversos agentes
(colageno, teflon, etc.) para aumentar la resisten-
cia local. La sustancia ideal para la correccién
endoscopica de estas patologias sera la que sea
capaz de ser inyectada, no produzca reaccion
antigénica, no migre, mantenga un volumen esta-
bley sea segura para suuso en humanos. El aporte
de laingenieria tisular a esta area ha sido de suma
importancia. Estudios in vivo a largo plazo han
logrado utilizar condrocitos en suspension sem-
brados en un gel especifico. Otro experimento
realizado en cerdos permitio la inyeccion de con-
drocitos autdlogos para tratamiento del reflujo
vesicoureteral con excelentes resultados, dado
que todos los animales curaron su reflujo.'°

Recientemente, la primera aplicacion de inge-
nieria tisular basada en una terapéutica celular,
fue utilizada en el Hospital de Nifios de Boston. La
utilizacion de condrocitos autélogos expandidos y
sembrados en un gel especifico y posteriormente
inyectados en el espacio subureteral para el trata-
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miento de reflujo vesicoureteral es hoy una reali-
dady serealiza en este hospital.*'* Desde 1998, en
varios centros de Estados Unidos se estan desa-
rrollando estudios clinicos utilizando esta técnica
para el tratamiento de la incontinencia. La realiza-
cion de neovejigas por ingenieria tisular ha comen-
zado a ser aplicada en un grupo reducido de
pacientes. La utilizacion de matrices de colageno
para la reconstruccion uretral de hipospadias seve-
ras también se esté aplicando hoy en humanos con
buenos resultados.***? Mucho falta todavia por in-
vestigar en esta nueva disciplina, pero hoy es una
alternativa real para el tratamiento de pacientes.

Ingenieria tisular fetal

La utilizacién de ingenieria tisular con tejido fetal
es un area nuevay fascinante de la ingenieria tisular
que busca reparar defectos congénitos, ya sea
intrattero o en el posparto inmediato utilizando teji-
dos autologos. El objetivo fundamental seré obtener
una biopsia de tejido fetal a través de un procedi-
miento minimamente invasivo mediante técnicas de
cirugia fetal abierta o bien, la implementacion de
procedimientos tales como la fetoscopia, cultivo de
las distintas lineas celulares y desarrollo de tejidos
fetales in vitro, para su posterior aplicacion in vivo
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(Grafico 1). Nuestro laboratorio, pionero en esta area
y uno de los po-cos en el mundo que desarrolla la
investigacion sobre el tema, ha informado en anima-
les la correccion de defectos congénitos tan
invalidantes como la extrofia vesical utilizando teji-
dos autélogos.*®* Se han evaluado diferentes lineas
de crecimiento de células fetales: endodermo,
mesodermoy ectodermo. Hemos logrado desarrollar
diversaslineas celulares: queratinocitos, fibroblastos,
condrocitos, musculo estriado, musculo liso vesical y
urotelio fetal.'*4 Las células fetales presentan un
amplio potencial reproductivo, lo que se traduce en
una mayor velocidad de crecimiento celular. Recep-
tores especificos de membrana obtenidos de células
fetales serian los responsables de este fendmeno.**
Es interesante destacar que receptores similares y
con iguales mecanismos de accion han sido aislados
en varias lineas de células tumorales.*** Informes
iniciales probaron la utilizacion de técnicas de inge-
nieria tisular fetal para la reparacion de defectos
urogenitales y dérmicos.13115
Lacorreccionintrauterinadel mielomeningocele
con diferentes técnicas de ingenieria tisular es otra
de las lineas de desarrollo de nuestro grupo. Es
sabido que la correccion intrauterina del mielo-
meningocele mejora el desarrollo neuroldgico del
feto-bebé, no habiéndose encontrado hasta el pre-
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FoTtoGRAFiA 2: Reconstitucion de vejiga constituida por células uroteliales y musculares autélogas con la utilizacion de

ingenieria tisular. Analisis histolégico, tincion con hematoxilina y eosina a los 6 meses de implantada la neovejiga. A)

Vejiga normal en un canino. B) Polimero sin células. C) Tejido vesical realizado con ingenieria tisular. Nétense ambos

tipos celulares (urotelio y musculo liso vesical) con adecuada organizacion estructural (Reduccion 140X). Cortesia Dr.
Atala y Nature Biotech, 1999.
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sente el material ideal para su correccion.'** Se
han probado diversas maneras de corregir esta
patologia con colgajos musculares, parches de
peritoneo, utilizacidon de piel materna, entre otras
técnicas.** Estudios iniciales desarrollados en
nuestro centro nos permiten pensar en la utiliza-
cion de matrices bionaturales de colageno (tipo IlI-
IV) como posible material para la correccion
intradtero de esta patologia.t*4

La obtencion de condrocitos a través de fetos-
copia o bien por cirugia fetal a cielo abierto nos
permitio desarrollar cartilago hialino fetal, el cual
fue utilizado parareemplazo de defectos traqueales
creados, logrando sobrevida a largo plazo de los
animales tratados.

Musculo estriado fetal obtenido con técnicas
similares fue utilizado para la confeccién de mus-
culo fetal in vitro y su utilizacion ulterior para el
reemplazo de musculos cervicales.

La utilizacion de células fetales humanas obte-
nidas de fetos humanos abortados naturalmente
como terapéutica de distintas patologias neuro-
I6gicas, como la enfermedad de Parkinson, abrio
un amplio debate ético en Estados Unidos, lo que
motivo una legislacion especifica sobre el tema.
Por el momento, los resultados clinicos de la utili-
zacion de estas células se presentan como promi-
sorios. O
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