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1.1 Introduccion

La concepcion fundamental de la ingenieria de tejidos parte de la capacidad inherente
del cuerpo humano para curarse a si mismo. Esta capacidad de auto-reparacion y
regeneracion frente a enfermedades o heridas, depende del tejido u érgano y estan
limitadas por el grado de dafio, pérdida de la funcion y del nimero de tejidos involucrados.
El proceso de reparacion, sin embargo, ha mejorado en gran medida gracias a los avances
en la tecnologia médica (Chen, Liang, & Thouas, 2012). Por ejemplo, en el campo de la
cirugia reconstructiva, se han generado soluciones basadas en trasplante de tejido
xenogénico (origen animal), prétesis y manipulacion localizada de sitios de lesion a nivel
celular y molecular, en conjunto con los enfoques convencionales de reconstruccién a
partir de tejido alogénico (origen en otro paciente humano) y autogénico (origen en el
mismo paciente) (Artico et al., 2003).

El trasplante de drganos se convirtié en una terapia viable en 1954, cuando Joseph
Murray y John Merrill realizaron satisfactoriamente el primer trasplante de rifion
entre gemelos monocigéticos (Merrill, Murray, & Harrison, 1956). El campo crecid
rapidamente, y el nimero y tipo de érganos a ser trasplantados se incrementaron
dramaticamente. Actualmente, corazon, pulmon, higado, rifién, pancreas, células de los
islotes, cornea, hueso, médula 6sea, piel, ovario, testiculo, nervio, oido medio e intestino
estan clinicamente disponibles para trasplante (Patrick, Mikos, McIntire & Langer, 1998).
Dado que el nimero de procedimientos de trasplante realizados se encuentra limitado
por el pequeiio numero de donantes de 6rganos disponibles, los cirujanos han empezado
a desarrollar procedimientos alternativos.

La ingenieria de tejidos es un campo de investigacion multidisciplinario que involucra
biologia celular y molecular, ciencias de los materiales, biorreactores, bioingenieria,
medicina, entre otras, que apuntan a mejorar o reemplazar funciones biologicas (Ueda,
2011). Laingenieria de tejidos se conecta con la practica médica mediante terapias basada
en células. Los enfoques predominantes incluyen métodos de recoleccion y expansion de
tejidos vivos in vitro, asi como el disefio de los biomateriales y andamios que proporcionan
el soporte estructural adecuado para el tejido de interés. Cuando un tratamiento médico
se enfoca predominantemente en la regeneracion de los tejidos vivos in vitro o ex vivo
utilizando métodos de biotecnologia, la cirugia reconstructiva pasa a denominarse
ingenieria de tejidos (Bell, 2000).

Uno delos objetivos mas importantes de este campo es el disefio de los biomateriales que
soporten las células, y de las moléculas de sefializacién que permitan la regeneracion del
tejido, que lleve a una alternativa de trasplante de érganos y a la posterior reconstruccion
de tejidos. Las investigaciones y desarrollos en esta area han aumentado en los ultimos 40
afnos (ver Figura 1y Figura 2), dada la urgente necesidad de alternativas a tratamientos
meédicosrelacionados condafosopérdidasdetejidos, cancer,enfermedades degenerativas,
entre otras (Chen et al., 2012; Langer & Vacanti, 1993).
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Figura 1. Distribucién por afio de niumero de articulos publicados relacionados
con la ingenieria de tejidos
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Figura 2. Distribucién por pais de nimero de articulos publicados relacionados
con la ingenieria de tejidos
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1.2 Historia

Desde su concepcion en la década de 1980, el campo de la ingenieria de tejidos
ha presentado un importante crecimiento en términos de conocimiento, interés y
aplicaciones. El término “ingenieria de tejidos” fue introducido en el area médica en
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1987, y un afo después fue acordada la siguiente definicidn: “La ingenieria de tejidos es
la aplicacion de principios y métodos de la ingenieria y las ciencias de la vida a través del
entendimiento fundamental de la relacion entre estructura y funcion en tejido mamifero
normal y patoldgico y el desarrollo de substitutos biol6gicos para restaurar, mantener, o
mejorar funciones” (Ulrich Meyer, 2008; Schultheiss, Bloom, Wefer & Jonas, 2000).

El surgimiento de la ingenieria de tejidos esta estrechamente relacionado con el
desarrollo de la medicina (prétesis, cirugia reconstructiva, medicina de trasplantes,
microcirugia) y la biologia (biologia celular, bioquimica, biologia molecular, genética). Las
primeras protesis humanas que suplieron las necesidades comunes fueron las piernas
de madera o mecanicas y las protesis dentales. El francés Ambroise Paré (1510-1590)
describi6 en su trabajo Dix livres de la chirurgie (Hunter, 1771; Paré, Baker, Cecil &
Johnson, 1634), medidas para reconstruir dientes, narices y otras partes del cuerpo. Uno
de los métodos mas comunes en el siglo XVIII para reemplazar dientes fue el trasplante
homologo (mismo tejido de pacientes diferentes). John Hunter (1728-1793) fue pionero en
sutrabajonosolo anivel clinico (afirmé que los dientes trasplantados podrian durar varios
afios) sino también experimental (realizando trasplantes en animales), estableciendo asi
las bases para un enfoque cientifico en la medicina de trasplantes (Ulrich Meyer, 2008).

Uno de los hitos en la vision moderna de la ingenieria de tejidos fue el uso de injertos
de piel. Los injertos de piel estan muy relacionados con el trabajo del famoso cirujano
Johann Friedrich Dieffenbach (1792-1847), quien realiz6 experimentos con trasplantes
de tejidos y, en 1822, present6 sus resultados con trasplantes de plumas, cabello y piel en
aves y mamiferos (Dieffenbach, 1822). Dieffenbach es uno de los fundadores modernos de
la cirugia plastica y reconstructiva y también puede ser considerado como un practicante
temprano en la medicina de trasplantes.

Los principales avances en el uso clinico de injertos de piel fueron otorgados a Heinrich
Biinger, primero en trasplantar con éxito piel aut6loga (Biinger, 1823) y a Jaques Reverdin
(1842-1929), quien uso6 pequefios islotes de injerto. Posteriormente, Esser (1877-1946)
realizd injertos mas grandes en reconstrucciones de heridas faciales utilizando material
de impresion dental estéril, inventado y vendido por el Dr. Charles T. Stent (Schultheiss
et al., 2000; Bloom, Clayman, & McDougal, 1999). Los injertos de piel se convirtieron en
la primera forma ampliamente utilizada de la ingenieria de tejidos, inicialmente como
un autotrasplante y mas recientemente como aloinjertos y xenoinjertos, estos ultimos
utilizados en gran parte como apdsitos estériles para quemaduras (Pruitt, 1997).

El esclarecimiento de los mecanismos biolégicos que representaban el destino de los
trasplantes fue proporcionado por el trabajo de R. Virchow (1821-1902), quien en su Cellular
pathologie (1858), confirmé que la regeneracion de tejidos depende de la proliferacién celular
(Virchow, 1858). Su trabajo condujo no solo a la investigacion de la cicatrizacion de los tejidos
a través de los efectos celulares, sino también al cultivo de células fuera del cuerpo (in vitro,
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sugerido por primera vez por L. Loeb en 1897 (Loeb, 1897)). C.A. Ljunggren y . Jolly por su
parte, fueron los primeros investigadores que intentaron cultivar células fuera del cuerpo
(Ljunggren, 1898; Jolly, 1903). El gran avance en el cultivo de células in vitro fue alcanzado
por R. G. Harrison (1870-1959), quien demostro el crecimiento activo de las células cultivadas
(R. G. Harrison, 1907, 1910). Desde ese momento, la biologia celular y especialmente el cultivo
de células in vitro, se convirtié en la base de lo que puede considerarse la ingenieria de
tejidos clasica. El cultivo celular in vitro llevé al trasplante de células y subsecuentemente
a la ingenieria de tejidos moderna junto a la medicina regenerativa, todo esto conectado
directamente con la microcirugia (Fell, 1972).

Alexis Carrel (1873-1944) es considerado el fundador de los trasplantes de o6rganos
modernos, gracias a su trabajo relacionado con los métodos de anastomosis vascular (Carrel,
1902)(Witkowski, 1979)(Carrel & Burrows, 1911). La cirugia microvascular fue realizada
principalmente en trasplantes de 6rganos y cirugia plastica, y gracias a su técnica fueron
trasplantados posteriormente drganos completos. E Ullman y J.P. Merrill estan directamente
relacionados conlos avances enlamedicina de trasplantesy fueron los primeros en trasplantar
un rifién en animales (Ullman, 1902) y en gemelos idénticos, respectivamente (Merrill et al.,
1956). El éxito de la medicina de trasplantes, ya sea en células, tejidos u 6rganos depende
en gran medida del estado inmunolégico del injerto y el huésped, lo que continua siendo un
aspecto critico en todas las aplicaciones de ingenieria de tejidos y medicina regenerativa
(Ulrich Meyer, Handschel, Wiesmann & Meyer, 2008).

Eltérmino “ingenieria de tejidos”, como se utiliza hoy en dia, se introdujo en la medicina hacia
1987. Los primeros afios de la ingenieria de tejidos moderna se basaron en el estudio celular
y los métodos para el cultivo de tejidos. W.T. Green llevo a cabo una serie de experimentos en
la década de 1970, para generar cartilago utilizando una técnica de cultivo de condrocitos
en combinacién con un “andamio de hueso”. A pesar de su incapacidad para generar nuevo
cartilago, establecid el principio tedrico-practico para conectar las células con andamios
(Ulrich Meyer, 2008). Las innovaciones con este método fueron introducidas por Burke y
Yannas en colaboracién con el Hospital General de Massachusetts y el Instituto Tecnolégico
de Massachusetts (MIT por sus siglas en inglés), quienes generaron piel mediante el cultivo de
fibroblastos dérmicos y queratinocitos en andamios proteicos, que fueron luego usados para
la regeneracion de heridas por quemadura.

El trabajo y conversaciones entre el Dr. Joseph Vacanti del hospital de nifios de Boston
y el Dr. Robert Langer del M.I.T, dieron comienzo a esta nueva disciplina biomédica entre
instituciones, graciasasuarticulo publicado enlarevista Science (Robert Langer & Vacanti,
1993); tiempo después, un gran numero de centros en todo el mundo concentraron sus
esfuerzos de investigacidn en este campo. La ingenieria de tejidos fue llevada al plano
publico a través de un programa realizado por la British Broadcasting Corporation - BBC
en donde fue abordado el tema de ingenieria de tejidos de cartilago, que incluia imagenes
del ahora famoso “ratén con el oido humano” (Vacanti, 2006). Esto ayudé a trasladar
la idea y la visidn de generar nuevos tejidos u drganos del mundo imaginario al mundo
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real. Desde entonces, la ingenieria de tejidos ha sido considerada una de las tecnologias
biomédicas mas prometedores (Wadman, 2007). En la Figura 3 se detalla una linea de
tiempo con los sucesos mas importantes para la creacion de la ingenieria de tejidos,
obtenidos principalmente de registros norteamericanos.

Figura 3. Linea de tiempo del desarrollo de la ingenieria de tejidos en Estados Unidos de América

Ensayos en lesiones de médula espinal: Aprobacidn de
la FDA a Geron Corp (OPC derivadas de hESC).

El presidente de EEUU, Barack Obama, levanta la
restriccidn para trabajar en células madre embrionarias
impuesta por su predecesor. Higados bioartificales
XENOGENicos e vuelven rutinarios.

Implante de segmento de trdquea a partir de tejido
descelularizado.

2014

2009

2008

Creacion de células madre pluripotentes inducidas de
células adultas de piel. Organogénesis alcanza el punto
de equilibrio. Ventas anuales de Apligraf por 5600M. Mas
de un millén de pacientes tratados mediante Ingenieria

de Tejidos; actividad econdmica del sector aumenta

cinco veces desde 2002: ventas por $1300M.

2007

Se publica articulo en Lancet de una vejiga con
tecnologia de Ingenieria de Tejidos. Se lanza Proteus
Venture Capital Fund, el primer fondo dedicado a la
Ingenieria de Tejidos.

Organogénesis emerge de la banca rota. Carticel se
vuelve rentable
Se aprueba matriz de regeneracion dérmica de Integra
Lifesciences para tratamiento de quemadruras graves.
Aprobacidn de la FDA al injerto dseo Infuse de
Medtronic. Organogénesis se declara en bancarota.
Pérdida de 800 empleos de tiempo completo en la
industria (EEUU). El capital de las compafiias cae de
$2500M a $300M. Higado bicartificial de Circe supera la
fase lIl. FDA no garantiza resultades. Incremento de
42% en firmas gue trabajan en células madre. Acufian
el término Medicina Regenerativa.

George Bush prohibe el financiamiento para la
investigacion de células madre embrionarias.

La revista Time denomina la Ingenieria de Tejidos como
2000 el Hottest Job del futuro. Se gastan al afio $580M en
1+D (EEUU)

FDA aprueba Apligraft, el primer producto alogénico de

1998 la Ingenieria de Tejidos. Se aislan células madre

embrionarias humanas.

La FDA aprueba Carticel, un implante de cartilago
1997 autdlogo. TransCyte se convierte en el primer producto
de Ingenieria de Tejidos aprobado por la FDA.

Se funda la Sociedad de Ingenieria de Tejidos. hoy en
dia llamada Sociedad Internacional de Ingenieria de
Tejidos v Medicina Regenerativa, TERMIS (por sus

siglas en inglés).
Se invierte $3.5 billones en Ingenieria de Tejidos
alrededor del mundo, 90% a partir de fondos privados.

2006

2005-2004

2002

200

1996

1990

Finales de | El término Ingenieria de Tejidos aparece en la literatura,
1980 se comienza el trabajo en el area en Massachusetts.

Fuente: Place, Evans & Stevens, 2009.
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1.3 Principios basicos

El término ‘ingenieria de tejidos’ fue acuiiado por Y. C. Fung en 1987, pionero de la
biomecanicay biomédica, y se desarrollé como una alternativa al trasplante tradicional de
organos, debido ala escasez de estos o rechazo inmunolégico por parte de los pacientes. La
ingenieria de tejidos es definida como la “ciencia del disefio y fabricacién de nuevos tejidos
para el restablecimiento funcional de 6rganos alterados y la sustitucion de estructuras
dafiadas por traumatismos o enfermedades” (Robert Langer & Vacanti, 1993).

Un ingeniero de tejidos debe comprender la relacion entre la estructura y la funcién de
las células, tejidos y 6rganos, asi como combinar conocimientos de biologia, materiales,
ingenieria y cirugia (Caplan, 2000). Como bi6logo debe estar familiarizado con las claves
moleculares, quimicas, bioldgicas, y con eventos celulares relacionados con la formacion
de tejidos y 6rganos; como un cientifico de materiales, debe estudiar las propiedades de
los tejidos y disefiar tejidos substitutos que concuerden con las propiedades del tejido
nativo; como ingeniero, debe disefiar biorreactores que soporten el crecimiento de tejido
in vitro y desarrollar modelos predictivos que describan las propiedades dinamicas del
mismo (e.g. propiedades mecdanicas); y familiarizarse con procesos quirurgicos tales como
trabajos con moléculas bioactivas, conocimiento de diferentes tipos de células, disefio de
tejidos que puedan acelerar el proceso de curaciéon al momento de ser implantado, asi
como idear estrategias de tiempos y optimizacién (L. L. Y. Chiu, Chu, & Radisic, 2011).

El punto basico de la ingenieria de tejidos es la utilizacién de células vivas cultivadas
en el laboratorio, que son posteriormente cargadas en nimero suficiente sobre andamios
para la implantacién, permitiendo a los cirujanos manipular el medio ambiente local del
tejido y proporcionando una alternativa fisioldgica con mejor y mas rapida recuperacion
(H. Chen & Hu, 2006). Las células son cultivadas en una matriz natural (e.g. colageno)
para simular el entorno de las células en los tejidos, o cualquier otro tipo de soporte o
estructura tridimensional que imite la estructura de un érgano. En general, la esencia
de la ingenieria de tejidos es proporcionar sefiales fisicas y quimicas en andamios
degradables bioactivos para guiar el anclaje y diferenciacion celular en tejidos funcionales
tridimensionales (Griffith & Naughton, 2002).

Desde que Langer y Vancanti publicaron en 1993 las primeras bases de la ingenieria
de tejidos (Robert Langer & Vacanti, 1993), esta se ha convertido rapidamente en un
extenso campo de investigaciéon con estudios, que van desde la creacién de sustitutos
para piel hasta el desarrollo de tejido cardiaco funcional. La ingenieria de tejidos en piel,
sistema nervioso, sistema osteomuscular (hueso, médula espinal, cartilago), sistema
cardiovascular (vasos sanguineos, valvulas cardiacas y miocardio), epitelio corneal,
estan dentro de las muchas areas de investigacion actuales de la ingenieria de tejidos
(L. L. Y. Chiu et al, 2011). Los primeros tejidos en ser exitosamente reconstruidos
mediante técnicas de ingenieria fueron la piel y el cartilago, razén por la cual los avances
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mas significativos se han dado en estas dos aplicaciones. Otros tejidos como los vasos
sanguineos o el miocardio son mas dificiles de disefiar e incorporar en tejido nativo, ya
que contienen multiples tipos de células, una estructura 3D compleja ademas de una alta
densidad celular (L. L. Y. Chiu et al., 2011).

Existen tres enfoques principales de la ingenieria de tejidos: el primero consiste en
implantar células recién aisladas o cultivadas que pueden ser manipuladas de acuerdo
con las necesidades especificas de un paciente para el tratamiento del tejido lesionado
antes de la implantacion. La segunda estrategia reside en estimular in situ la regeneracion
tisular implantando andamios o inyectando sustancia de tejido inductor en el tejido
lesionado. Para este método se requiere la purificaciéon de las moléculas que inducen el
tejido, asi como la seleccion de métodos de entrega apropiados (por ejemplo, liberacion
controlada, factores solubles). Finalmente, el tercer enfoque consiste en la incorporacion
de células y biomoléculas en andamios, que son llevados a un biorreactor, para cultivar
in vitro en su interior, logrando el disefio de tejidos con cierto grado de funcién antes
de ser implantados (Robert Langer & Vacanti, 1993). En el caso ideal, las células crecen
y comienzan a crear tejido dentro del andamio. Una vez el andamio es implantado en el
cuerpo, soportalafuncion, proliferacion o diferenciacion celulary permitelainfiltracion de
vasos sanguineos a la vez que se va degradando. Idealmente, el andamio debe degradarse
completamente después de que las células se diferencian en el tejido deseado y el tejido
comienza a realizar su propia funcién (L. L. Y. Chiu et al,, 2011).

En resumen, la ingenieria de tejidos requiere (ver Figura 4):

- Una fuente celular expandible en nimero
- Un andamio adecuado para el tipo especifico de tejido
- Bioreactores que imiten el ambiente corporal

Figura 4. La ingenieria de tejidos envuelve la integracién de células con andamios seguido de un cultivo
in vitro o in vivo, para crear reemplazos funcionales de un érgano dafiado

-Material sintélice o natural
-Biocompatible
-Esiruetura: fibras o poros que
imiten la matrz extracalular
-Modificaciones: factores de
crecimiento, paplidos de
adhasion, cllocinas, ADN
-Adecuadas propledades
mecanicas

-Células madre células
ambridnicas .
-Células madre del
carddn umbilical
-Células madre adultas
-Células aisladas da
tajido

Implanwcmﬂ | Inyeccién Estimulacian

Estatico Agitacidn

Perfusién Rotacion Elsctrica | pacanica

Quimica

Fuente: elaboracion del autor.
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Este libro esta disefiado para dar al lector una introduccidn a estos temas y mostrar el
desarrollo de las principales aplicaciones.

1.4 Tipos de células usadas en ingenieria de tejidos

El elemento clave de laingenieria de tejidos esla célula funcional. Las funciones celulares
dependen del sistema especifico y envuelven una o mas de las siguientes caracteristicas:
secrecion de matriz extracelular, asociacion de las células entre si, biosintesis y secrecion
de proteinas en respuesta a estimulos especificos. Los requerimientos generales para
utilizar células en la ingenieria de tejidos son (Nerem & Sambanis, 1995):

- Capacidad de expansion: la funcién celular debe ser mantenida por un periodo
suficiente

- Biodisponibilidad: deben estar disponibles en cantidades suficientes

- Biocompatibilidad: no deben causar reacciones inmunes adversas

1.4.1 Clasificacion por fuente
Las fuentes celulares pueden ser autdlogas, alogénicas, o xenogénicas.
1.4.1.1 Células autdlogas

Estas células son obtenidas del mismo individuo al que seran reimplantadas, por lo
que tienen menos problemas relacionados con rechazo o transmisién de patdgenos. Sin
embargo, en algunos casos pueden no estar disponibles, como los casos de enfermedades
genéticas, personas muy enfermas o de edad avanzaday pacientes que sufren quemaduras
graves. En estos casos, las células aut6logas no estan disponibles en nimero suficientes
para establecer lineas celulares ttiles. Adicionalmente, existe el riesgo de infeccion y
dolor en el sitio de extraccidon (Ueda, 2011). Fuentes comunes de células auto6logas son la
médula dsea y el tejido adiposo, ya que contienen células madre mesenquimales (MSCs)
y se pueden diferenciar en varios tipos de tejidos como hueso, cartilago, grasa y nervio
(Psaltis, Zannettino, Worthley & Gronthos, 2008).

1.4.1.2 Células alogénicas

Estas células son aisladas de otro paciente. Comparandolas con las células autdlogas, las
células alogénicas tienen una probabilidad mas alta de causar reacciones inmunologicas.
Sin embargo, en casos donde las células autdlogas no estén disponibles, estas células
son una buena alternativa. Las células mesenquimales del estroma, ademas de ser una
fuente celular aut6loga, también han sido usadas como fuente celular alogénica (Psaltis
et al., 2008). Las células alogénicas han sido utilizadas para el tratamiento de ulceras
en la piel, diabetes y enfermedades del higado (Griffith & Naughton, 2002). Por ejemplo,
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los fibroblastos dérmicos de prepucio humano han sido utilizados para la ingenieria
de tejidos de la piel (Muhart, McFalls, Kirsner, Kerdel & Eaglstein, 1997)(Hirt-Burri,
Scaletta, Gerber, Pioletti & Applegate, 2008); células humanas de cordén umbilical han
sido usadas para fabricar conductos pulmonares humanos con morfologia y propiedades
mecdanicas similares a la arteria pulmonar (Hoerstrup et al., 2002). Aparte de la reacciéon
inmunolégica, existen dilemas éticos relacionados con la obtencidn de células madre
embrionarias (CME), una fuente comin de células alogénicas. El financiamiento en la
investigacion de CME fue prohibido en EEUU durante la administracion de George W.
Bush (2001). Posteriormente, en 2009, la administraciéon de Barack Obama levanté la
restriccion. Esto generd un retraso importante, de casi un decenio, en el desarrollo de
terapias celulares basadas en CME (L. L. Y. Chiu et al., 2011).

1.4.1.3 Células xenogénicas

Estas son aisladas y tomadas de un donante de especie diferente. Aunque las células
de otras especies animales pueden ser una fuente fiable y abundante de células para
la ingenieria de tejidos, siguen siendo una fuente celular controversial debido a los
patoégenos que pueden ser transmitidos a los humanos. El uso de tejidos animales en
humanos puede causar una infecciéon zoonética y rechazo inmunolégico, y en algunos
casos puede presentar una limitada capacidad funcional (Edge, 1998). La infeccion
zoonotica se refiere a la transmisidon de retrovirus enddgenos pertenecientes a las
células animales donadas al huésped humano. El rechazo inmunolégico se presenta
por la alta concentracion de anticuerpos de origen animal que son traspasados a los
humanos. Los injertos realizados con células xenogénicas tienen capacidad funcional
limitada debido a su poca habilidad para sobrevivir al rechazo inmunlégico. Sin
embargo, injertos de piel de cerdo han sido implantados en pacientes humanos
inmunosuprimidos (Schumacher et al., 2000) y otros tipos celulares para el
tratamiento de enfermedades como Huntington y Parkinson (Fink et al., 2000), y la
diabetes (Groth, 1994). La ingenieria de tejidos plantea la descelurarizacién como otra
forma de evitar rechazos inmunoldgicos por injertos xenogénicos, valvulas de origen
porcino y bovino han sido utilizadas por ejemplo para el tratamiento de defectos en
el corazén, especialmente en reemplazo de valvulas cardiacas (Steinhoff et al., 2000)
(Bertipaglia et al., 2003)(Schoen, 2005).

1.4.2 Clasificacion por nivel de diferenciacion

Las células también se pueden dividir de acuerdo con su nivel de diferenciacion en (i)
células especificas de tejido diferenciado, (ii) células progenitoras, y (iii) células madre.
Las células madre pueden ser subcategorizadas en células madre embrionarias (CMEs) y
células madre adultas. Todos estos tipos pueden proceder de células autélogas, alogénicas
0 Xenogénicas.
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1.4.2.1 Células especificas de tejido

Estas son obtenidas como células primarias de tejido neonatal o adulto, su principal
beneficio es que no necesitan diferenciarse en el tipo de célula especifica para el tejido
que se esta disefiando. Esto les proporciona una ventaja para la ingenieria de tejidos,
puesto que las células ya tienen funciones propias (por ejemplo, el cardiomiocito late
espontaneamente). Ademas, las células diferenciadas a menudo tienen marcadores de
superficie y asi una poblacién purificada se puede conseguir con relativa facilidad. Sin
embargo, las célulasespecificas detejidoamenudo sonlimitadas en nimero, especialmente
para pacientes humanos y en la mayoria de los casos tienen menor capacidad para
proliferar en comparacion con las células madre o progenitoras (L. L. Y. Chiu et al.,, 2011).

1.4.2.2 Células progenitoras

Estas tienen la habilidad de diferenciarse en un tipo especifico de célula y son guiadas
para diferenciarse en el tipo de célula necesaria. En comparacion con las células madre,
las células progenitoras tienen un potencial de expansion mas limitado. Las células
progenitoras se obtienen a partir de organismos adultos, su funcién normal dentro del
cuerpo es sustituir las células dafiadas o muertas durante la lesién de los tejidos mediante
la diferenciacion en células especificas, moviéndose hacia el tejido dafiado. También
juegan un papel importante en el mantenimiento de la sangre, la piel y los intestinos. Las
células progenitoras pueden ser diferenciadas antes de ser utilizadas en la ingenieria de
tejidos (L. L. Y. Chiu et al., 2011).

1.4.2.3 Células madre

Son células inmaduras, primarias o indiferenciadas capaces de hacer copias idénticas
de si mismas y tienen la habilidad de diferenciarse en tipos de células especificas de los
tejidos en funcién de las sefales ambientales (Jukes et al., 2008)(Polak, Mantalaris, &
Harding, 2008a). Las células madre pueden ser aisladas de varios tejidos y crecer en
placas de cultivo celular; con este ambiente de auto-renovacion, las células madre pueden
ser estimuladas facilmente y mantenerse durante varias semanas, meses o incluso afios,
resultando en una amplificacién considerable, que en términos de la terapia celular y
la ingenieria de tejidos es extremadamente util (Polak et al., 2008a). Sin embargo, en el
cuerpo humano las células madre se dividen con relativa poca frecuencia, permaneciendo
inactivas o latentes durante periodos prolongados hasta que reciben el conjunto apropiado
de sefiales para iniciar y detener la division. Este estricto control de auto-renovacion in
vivo es necesario paraasegurarse de que estas células no se dividen indeterminadamente,
haciendo que haya demasiado tejido y puedan convertirse en células cancerigenas (Polak
et al., 2008a). Es a causa de dichas propiedades que estas células son una fuente celular
interesante para los ingenieros de tejidos (Van Blitterswijk et al., 2008).
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El potencial de diferenciacion de una célula madre se clasifica de la siguiente forma:

- Las células madre totipotentes tienen la habilidad de contribuir en la formacion de un
organismo entero. Esta restringido al 6vulo fecundado o cigoto.

- Las células madre pluripotentes pueden formar la mayoria de los tipos de células de un
organismo incluyendo las tres capas germinales, pero no los tejidos de la placenta o el
cordon umbilical. Cuando estas células son llevadas a un cultivo celular son llamadas
células madre embrionarias.

- Las células madre multipotentes tiene la habilidad de formar multiples tipos de células
dentro de un tejido en particular.

Lo que determina la potencia de las células madre depende de su contenido de genes
apropiados para activarse o desactivarse y del ambiente en el cual la célula madre esté
localizada (Polak et al., 2008a).

Las células madre se pueden dividir en dos grupos principales: células madre
embrionarias y células madre adultas. Las células madre embrionarias no existen
en el cuerpo. Estas se derivan de la masa celular interna del blastocisto antes de la
implantacién, y han sido obtenidas a partir de diferentes especies, incluyendo ratones,
primates no humanos y seres humanos (G. R. Martin, 1981)(]. A. Thomson et al., 1995)(].
A. Thomson et al., 1998). Estas células pueden generar cualquier tipo celular en todas las
tres capas primarias germinales por lo cual se dice que son pluripotentes y no totipotentes
(Smith, 1991)(Keller, 2005)(Keller, 1995)(Trounson, 2006). Como existen solo durante
un corto periodo, el proceso de aislamiento es critico. Es importante destacar que las
lineas humanas de CME se obtuvieron en 1998, proporcionando una oferta ilimitada de
todos los tipos de células somaticas para la ingenieria de tejidos (J. Thomson, Marshall
& Trojanowski, 1998). Estas células se han utilizado para diferenciarse en diversostipos
celulares incluyendo precursores de queratinocitos (Ji, Allen-Hoffmann, de Pablo, &
Palecek, 2006), células similares al epitelio corneal (Ahmad et al.,, 2007), neuronas
(Schuldiner et al.,, 2001), cardiomiocitos (Caspi et al., 2007), células osteogénicas (Kim et
al., 2008), condrocitos (Koay, Hoben & Athanasiou, 2007) y hepatocitos (Agarwal, Holton
& Lanza, 2008).

Las células madre adultas (CMA) se encuentran en muchos tejidos del cuerpo. Estas se
dividen y se diferencian para reponer el suministro de células diferenciadas que mueren
como parte del “ciclo de vida” natural del tejido o para reparar el tejido dafiado. Los
tejidos como la sangre, la piel, el higado, el intestino y los huesos se renuevan y reparan
casi constantemente, y si bien la capacidad de mantener y reparar los tejidos disminuye
con los afios, el hecho de vivir por varias décadas demuestra claramente la capacidad
de renovacion de las CMA (Polak et al., 2008a). En el cuerpo, las CMA suelen distinguir
a un tipo celular particular y estas se asocian generalmente con el tejido en el que se
encuentran. En este sentido, las CMA se consideran células multipotentes. Sin embargo,
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varias lineas de investigacion experimental presentan evidencia que sugiere las CMA
como pluripotetes de la siguiente forma:

- Células madre de la medula espinal se han diferenciado en células nerviosas y células
madre del cerebro se han diferenciado en células sanguineas (Polak et al., 2008a).

- Celulas madre de la médula espinal se han usado en ensayos clinicos para ayudar a
promover la reparacion del tejido cardiaco dafiado después de un ataque al corazon
(Milica Radisic et al., 2008).

- Laexpresionde genesy proteinas asociados con pluripotencialidad han sido detectados
en algunas CMA (Schmidt et al., 2004).

1.5 Biomateriales en ingenieria de tejidos

Las células, los andamios y los factores de crecimiento son los tres materiales claves
para la ingenieria de tejidos (Ikada, 2006b). Las células a menudo son implantadas o
cultivadas en una estructura sintética capaz de soportar la formacion de tejido en tres
dimensiones (estructuras llamadas tipicamente andamios) (H. Patel, Bonde & Srinivasan,
2011), conjunto que es cultivado in vitro y finalmente implantado en el cuerpo como
una proétesis cuando se encuentra terminado (C. Liu, Xia & Czernuszka, 2007)(Rabkin &
Schoen, 2002).

Los andamios (en inglés scaffolds) proporcionan un armazén y un respaldo inicial
que facilita el anclaje, la migracion y diferenciacién celular; sirven como soporte para
las células, los factores de crecimiento u otras biomoléculas; permiten la difusién de
nutrientes celulares y productos expresados; forman la matriz extracelular (la cual es la
encargada de proveer la integridad estructural del tejido) y ejercen influencia mecanica
y bioldgica para modificar el comportamiento de la fase celular (Agrawal & Ray, 2001)
(Sachlos & Czernuszka, 2003). Es pues de vital importancia para el andamio imitar la
estructuray propiedades de los tejidos humanos ya que asilograra dirigir de mejor forma
el proceso de formacion de tejido a nivel macroscépico.

Un andamio ideal deberia cumplir con las siguientes caracteristicas (Chan & Leong, 2008):

- Proporcionar un volumen vacio para la vascularizacién, la formacién de nuevo
tejido y la remodelacidn, con el fin de facilitar la integracion del tejido huésped tras
la implantacién. Los biomateriales utilizados deben ser procesados de tal forma que
den una estructura suficientemente porosa, que permita el transporte eficiente de
nutrientes y metabolitos sin comprometer significativamente la estabilidad mecanica
del andamio. Los biomateriales, ademas, deberan también ser degradables tras la
implantacién, a una velocidad equivalente a la de la produccién de matriz extracelular
por el nuevo tejido en desarrollo.

- Proveer apoyo a las células exdgenas o endogenas, para unir, crecer y diferenciarse, tanto
durante el cultivo in vitro como al momento de la implantacién in vivo. Los biomateriales
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usados para fabricar los andamios deben ser compatibles con los componentes celulares de
los tejidos disefiados y con las células enddgenas en el tejido huésped.

- Interactuar activamente con los componentes celulares de los tejidos disefiados, y asi
facilitar y regular su actividad. Los biomateriales pueden activar sefiales biologicas
que pueden mejorar la adhesiéon celular o sefiales fisicas (como la topografia), que
pueden influir en la morfologia y alineacion celular. El andamio puede servir también
como un vehiculo de suministro o depoésito para sefiales exdgenas estimuladoras de
crecimiento, tales como factores de crecimiento que lleven aacelerarlaregeneracion. En
este caso especifico, los biomateriales tienen que ser compatibles con las biomoléculas
y susceptibles a una técnica de encapsulacién para la liberacion controlada de estas.

- Proporcionar estabilidad mecanica y de forma para defectos que pueda tener el
tejido. Las propiedades mecanicas intrinsecas de los biomateriales utilizados para
andamios o sus propiedades de post-procesamiento deben coincidir con el del
tejido del huésped.

Las propiedades mecdnicas, eléctricas y Opticas del material pueden ser controladas
cambiando las propiedades fisicas y quimicas del andamio. Las propiedades deseadas del
biomaterial dependeran del tejido a ser reemplazado o reparado (L. L. Y. Chiu et al., 2011).

1.5.1 Propiedades
1.5.1.1 Resistencia mecanica

Unos de los atributos mas importantes de los andamios es la resistencia mecanica. En
general, los andamios deberan tener integridad mecanica para resistir la manipulacion
durante el trasplante y adicionalmente, deben ser soporte mecanico durante la
regeneracion tisular. Los andamios, especialmente para el disefio de tejido 6seo, deben
ser capaces de resistir la carga mecanica para promover su crecimiento. Para pacientes
pediatricos, losandamios también deberdn someterse a cambios estructurales y biologicos
acorde con el desarrollo del infante (Ulrich Meyer et al., 2008).

1.5.1.2 Velocidad de degradacion

El andamio debe ser soporte para el crecimiento celular, ser un depdsito de matriz
extracelular y después degradarse ante la presencia de tejido vivo que lo sustituye. En
consecuencia, la velocidad de degradacion de los andamios depende de la velocidad
de regeneracion del tejido a ser reemplazado. Generar degradaciéon por medio de
productos puede interferir con el crecimiento celular o llevar a inflamacién. Asi,
cualquier producto debe ser no-téxico y removible. Por ejemplo, el acido polilactico
(PLA) es un biomaterial biodegradable cominmente usado que se degrada para formar
acido lactico, el cual se encuentra naturalmente y puede ser facilmente removido del
cuerpo (L. L.Y. Chiuetal,, 2011).
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1.5.1.3 Porosidad

Este es un factor muy importante que promueve la proliferaciéon y diferenciacién
celular. La regeneracién de tejido in vivo y la generacion de tejido ex vivo podrian ser
logradas usando andamios con estructuras porosas 6ptimas. El tamafio de las estructuras
porosas no solo mejora el flujo de fluidos a través del andamio sino que también permite
el crecimiento vascular interno (in vitro, como también después de trasplantes in vivo) y
el transporte de nutrientes y metabolitos (Ulrich Meyer et al., 2008). Para una adecuada
infiltracién celular es necesario contar con alta porosidad. Por el contrario, los andamios
con menor tamano de poro no solo proveen soporte para el crecimiento del tejido sino que
también son preferidos en la diferenciacion celular (L. L. Y. Chiu et al., 2011). Por ejemplo,
un tamafio de poro entre 0.8-8 pm permite la penetraciéon de células huésped (Freed et
al., 2006), mientras que para una buena vascularizacion es necesario un tamano de poro
menor a 250 um (Laschke et al., 2006).

Todas las propiedades del biomaterial deberan permitir que el andamio se pueda
conformar en diferentes geometrias, segin se requiera para la regeneracion apropiada de
tejido (M. Patel & Fisher, 2008). Por ejemplo, los andamios con forma de cubo o disco son
usados en hueso, los andamios con forma de tubo son usados para reemplazo de nervio,
traquea y vasos sanguineos y los andamios planos son usados para la piel, intestino e
higado (L. L. Y. Chiu et al., 2011).

1.5.2 Propiedades bioldgicas

Adicionalmente a las propiedades de los materiales, los andamios deben ayudar a las
células a obtener funciones biolégicas adecuadas. Los andamios deben ser biomiméticos y
similares ala matriz extracelular del tejido areemplazar. Lo masimportante, los andamios
deben causar minimas reacciones inmunoldgicas y de cuerpo extrafio. Deben guiar las
células para que crezcan en tejido 3D, permitir la adhesion, supervivencia, proliferacion,
diferenciacién, migracion y organizacion celular tanto en ambientes in vitro como in vivo.
Los andamios también deben conducir a una apropiada morfologia celular y produccién de
matriz extracelular por parte de las células. Por ejemplo, para tejido nervioso, de crnea
y del miocardio, la organizacion y alineacidn celular juegan un papel importante debido
a que sin esta, la funcién del tejido no se desarrolla adecuadamente (C. Liu et al., 2007).

Estudios recientes se han enfocado en el uso de andamios que suministren una guia
celular por contacto para mejorar la alineacién celular (Sachlos & Czernuszka, 2003).
Adicionalmente, el uso de factores de crecimiento y estimuladores de angiogénesis en
andamios permiten la liberacién de factores bioquimicos que promueven actividades
celulares similares al crecimiento. Los métodos utilizados para la liberacion de factores
de crecimiento y otras moléculas bioactivas utilizando andamios incluyen la adsorcion
fisica, la liberacién controlada y la quimica covalente (L. L. Y. Chiu et al., 2011).
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1.6 Fabricacion de andamios
1.6.1 Tipos de andamios para aplicaciones en ingenieria de tejidos

Los andamios para ingenieria de tejidos pueden ser categorizados en: (i) fibrosos, (ii)
porosos e (iii) hidrogeles.

1.6.1.1 Fibrosos

La importancia de los biomateriales fibrosos es que su estructura y diametro de
fibra pueden afectar el comportamiento celular y que el tamafio de poro de la matriz
fibrosa regula la organizacion celular. Sin embargo, este tipo de variables son de dificil
control y caracterizacion (T. Ma, Li, Yang & Kniss, 2000). Los andamios fibrosos pueden
imitar facilmente la matriz extracelular nativa, la cual consiste en proteinas fibrosas en
nanoescala estructurales y adhesivas como el colageno, elastina, fibronectina y laminina
(Z. Ma, Kotaki, Inai & Ramakrishna, 2005). En el cuerpo humano, la membrana basal
es una estera de 40-120 nm hecha de colageno tipo IV y nanofibras de laminina que se
encuentra debajo de laminas de células epiteliales o endoteliales para separarlos de los
tejidos conectivos. Algunas matrices poliméricas de nanofibras pueden ser sintetizadas
para tener estructuras fisicas similares a las proteinas fibrosas en la matriz extracelular
nativa (L. L. Y. Chiu et al., 2011).

1.6.1.2 Porosos

Los andamios porosos han demostrado ser muy efectivos en el crecimiento celular para
la creacion de tejidos funcionales. Los materiales porosos proveen un area de superficie
grande para la adhesién celular (Heijkants et al., 2008). La porosidad de los andamios y la
interconectividad de los poros dentro de los andamios son importantes para la infiltracién
de células huésped y la neovascularizacidn, al igual que para soportar la proliferacion y
diferenciacién celular (Chun, Kim & Kim, 2008).

1.6.1.3 Hidrogeles

Los hidrogeles son geles hechos de cadenas de polimeros que se hinchan en soluciones
acuosas. Pueden ser naturales o sintéticos y se fabrican mediante la formacién de una
red de polimero unido covalentemente (Ratner, Hoffman, Schoen & Lemons, 2004). Son
considerados mecanicamente estables, facilmente deformables y que contienen al menos
dos componentes: un sélido coloidalmente dispersado con cadenas largas y ramificadas
y un liquido dispersante (mayormente agua)(Ulrich Meyer et al., 2008). E1 componente
solido forma una red tridimensional que es estabilizada por interacciones fisicas o
quimicas entre las moléculas individuales.
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Los hidrogeles funcionan sélo como soportes celulares, apoyando el crecimiento
tridimensional de las células. Deben ser biocompatibles para evitar la interferencia con la
proliferaciény el crecimiento de células adheridas. El material hidroéfilo debe proporcionar
un ndamero suficiente de sitios de adhesion tal que permita el contacto estrecho entre las
células y el material. La mayoria de los hidrogeles deben ser quimicamente modificados
introduciendo ligandos de adhesion celular para cumplir este fin (Ulrich Meyer et al.,
2008). Los hidrogeles de origen natural se componen principalmente de polisacaridos,
tales como agarosa, alginato, xiloglucano, metilcelulosa, acido hialurénico y quitosano.
Los hidrogeles sintéticos son principalmente de metacrilato o redes de polietileno a base
de glicol (Nisbet, Crompton, Horne, Finkelstein & Forsythe, 2008).

Existen diferentes métodos para fabricar andamios, algunos de ellos son: evaporacion
de solvente/lixiviacién de particulas, Inversion de fase/lixiviaciéon de particulas, auto-
ensamblado molecular, tecnologia de fabricacidn textil, espumado por gas, separacion
de fases, emulsificacion/liofilizacién, prototipado rapido y electrohilado, descritas
brevemente a continuacion.

e Evaporacion de solvente/lixiviacion de particulas (Solvent casting/particulate leaching)
Este método es cominmente utilizado para la preparacién de los andamios. Los
andamios producidos por esta técnica se han utilizado en una multitud de estudios
de hueso y cartilago con resultados favorables (Kelly & Prendergast, 2006). Este
método, descrito por primera vez por Mikos et al. en 1994, se basa en la dispersion
de minerales (por ejemplo, cloruro de sodio, tartrato de sodio y citrato de sodio) o
particulas organicas (por ejemplo, sacarosa) en una solucion de polimero. El proceso
de dispersion se realiza cominmente utilizando el método de separacién de fases para
producir estructuras porosas (Ulrich Meyer et al., 2008). Sin embargo, a pesar del
método ser usado especialmente para fabricar andamios de poliacido-L-lactico (PLLA)
y poli-lactico-co-glicélico (PLGA) con relativa facilidad de fabricacion, tiene algunas
desventajas inherentes, tales como el posible uso de disolventes altamente téxicos
(Cheung, Lau, Lu & Hui, 2007), 1o que limita la produccion de andamios delgados (Byrne,
Lacroix, Planell, Kelly & Prendergast, 2007) y deteriora las propiedades mecanicas
(Cheung et al., 2007).

e Inversion de fase/lixiviacion de particulas (Phase inversion/particulate leaching)

Este método es relativamente cercano a la técnica de evaporaciéon de solvente. La
diferencia radica en que en lugar de permitir que el solvente se evapore, en esta
técnica, la pelicula se coloca en agua y la inversion de fase posterior hace que el
polimero sea precipitado (T. M. G. Chu, Orton, Hollister, Feinberg & Halloran, 2002).
La principal ventaja para los propdsitos de ingenieria de tejidos en comparaciéon con
el método de evaporacidn de solvente es que se evita el depodsito de cristales y por
lo tanto, permite la producciéon de andamios mas gruesos. Desde un punto de vista
técnico se ha demostrado que usando la inversion de fase, los andamios mejoran la
interconectividad y la morfologia (Ulrich Meyer et al., 2008).
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e Auto-ensamblado molecular (molecular self-assembly)

La técnica estd mediada por una combinacién de enlaces no covalentes, tales como
puentes de hidrdégeno, interacciones electrostaticas, interacciones hidrofébicas y
fuerzas de van der Waals (Zhang, 2003). Las biomoléculas como péptidos y proteinas se
auto-ensamblan en estructuras especificas. Del mismo modo, estructuras moleculares
diversas pueden ser fabricadas por auto-ensamblaje de péptidos, proteinas y lipidos.
Estas mallas tienen altos volimenes vacios y fibras con didmetros similares a los de las
células, es decir: 10-20 um (Freed et al., 2006).

e Tecnologia de fabricacién textil (Textile fabrication)

Es una técnica usada para fabricar mallas de fibras no tejidas. El principio parte de
que fibras continuas con micro-diametros pueden ser producidas extruyendo un
polimero disuelto o una solucién de polimero a través de una hiladora y dibujandola
mecanicamente en una bobinadora, o una serie de bobinadoras, para asi ser colectados
en un carrete. El diametro de la fibra es determinado por la razén de extrusion y la
velocidad de los bobinadores con una tasa constante para alcanzar el didmetro
uniforme y las fibras continuas. La extrusion afecta la cristalinidad del polimero,
ademas de la fuerza mecanica y el comportamiento de degradacion (Van Blitterswijk
et al., 2008). Mallas no tejidas compuestas de fibras de acido poliglicélico (PGA) han
sido utilizadas en la regeneraciéon de tejidos de cartilago, tendén, intestino, vasos
sanguineos y valvulas cardiacas. Sin embargo, estos andamios no tejidos tienen baja
resistencia mecanica y un tamafio de poro irregular (P. X. Ma, 2004).

e Espumado por Gas (Gas foaming)

La técnica de espumado por gas permite la formacién de solvente libre en materiales
porosos a través de la generacion de burbujas con gas dentro del polimero. Los
polimeros moldeados pueden ser presurizados con un gas (tipicamente CO2) hasta que
el polimero es saturado. La liberacion de la presion resulta en crecimiento y nucleacion
de las burbujas de aire dentro del material. Estas burbujas alcanzan hasta 100 pm. Sin
embargo, la interconectividad es necesaria para las estructuras celulares y no siempre
se alcanza a niveles altos. Esta técnica se puede combinar con lixiviacién de particulas
para mejorar la interconectividad entre los poros (Van Blitterswijk et al., 2008)(Harris,
Kim & Mooney, 1998).

e Separacion de fases (phase separation o freeze drying)
Este esuno de los métodos mas ampliamente utilizado parala preparacién de andamios
porosos y parte del principio de la induccién térmica. En este, se baja la temperatura de
la solucion para inducir la separacion de fases de la solucién de polimero homogénea.
El mecanismo de separacion de fase puede ser liquido-liquido desmezclado, el cual
genera fases liquidas con diversas cantidades de polimero. Por otra parte, cuando la
temperatura esta lo suficientemente baja para permitir que la solucién se congele,
el mecanismo de separacion de fase seria solido-liquido desmezclado, el cual forma
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fases de polimeros concentrados y solventes congelados (Ikada, 2006d). Mediante el
ajuste de la concentracion del polimero, usando diferentes disolventes o variando la
velocidad de enfriamiento, la separacion de fases podria ocurrir a través de diferentes
mecanismos, lo que resulta en la formacion de estructuras con diferentes morfologias.
La técnica por separacion de fases es uno de los métodos mas ampliamente utilizados
para producir matrices con mas de 90% de porosidad. Los tamafios de poro dependeran
de la tasa de crecimiento de cristales de hielo durante el proceso (Ikada, 2006d).

o Emulsificacidon/liofilizacién (Emulsification/freeze-drying)

Esta técnica es usada para la fabricacion de andamios altamente porosos. El método de
procesado consiste en la creacién de una emulsiéon por homogenizacién de una solucion
de polimero (en un disolvente organico) mezclado con agua y enfriada rapidamente
la emulsién para bloquear la estructura en estado liquido y retirar el disolvente y el
agua mediante liofilizacion. Esto resulta en un polimero sé6lido con una porosidad de
90-95%. Una desventaja de esta técnica es la estructura de poro cerrado en la matriz
resultante, impidiendo la proliferacion y migracion celular (Whang, Thomas, Healy &
Nuber, 1995)(Nam & Park, 1999)(M. Patel & Fisher, 2008).

e Prototipado rdpido (Rapid prototyping)

Esta técnica permite la produccién de estructuras de andamiaje ordenadas externa
e internamente. Las principales ventajas de esta técncia con resepcto a las técnicas
convencionales son: la posibilidad de fabricar estructuras externas e internas definidas
para andamios, el proceso de fabricacion es controlado por ordenador mejorando
la exactitud del proceso y la eventual agrupacion de los andamios con las células. El
prototipado rapido es un método que no solo puede individualizar los defectos de la
geometria externa e interna, sino que también puede prever en el futuro el control de
andamios nanoestructurales anisotrépicos (Ulrich Meyer et al., 2008).

e FElectrohilado (Electrospinning)
Este proceso, patentado por Formhals en 1934, ha ganado popularidad en los ultimos
diez afos y ha sido usado en ingenieria de tejidos vascular, 6seo, nervioso y de tendon
(Braghirolli, Steffens & Pranke, 2014). La técnica de electrospinning proporciona un
mecanismo para la producciéon de andamios fibrosos, ya sea de polimeros sintéticos
o naturales, alta porosidad, una amplia distribucion de diametros de poro, una alta
relacion de volumen por superficie de area y similitudes morfoldgicas con las fibras
de colageno natural (Rogina, 2014). Los diametros de las fibras estan en el intervalo
de varios micrémetros hasta menos de 100 nm. El proceso de electrospinning es
una técnica de hilado de fibras accionado por un campo electrostatico de alto voltaje
utilizando una solucién polimérica o liquida. La fisica subyacente a esta técnica se
basa en la aplicacion de una fuerza eléctrica, especialmente cuando en la superficie
de la gota del polimero se supera la fuerza de tension superficial y un chorro cargado
es expulsado. Como el disolvente se evapora, la densidad de carga aumenta en las
fibras, resultando en un chorro inestable, que se extiende sobre las fibras mas de un
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millén de veces. Las variables que controlan el comportamiento del chorro de fluido
electrificado durante electrospinning se puede dividir en las propiedades del fluido y
parametros de operacion. Las propiedades relevantes de los fluidos son la viscosidad,
conductividad, constante dieléctrica, punto de ebullicién y tensiéon superficial. Los
parametros de funcionamiento incluyen el flujo, potencial eléctrico generado y la
distancia entre la punta emisoray el colector llamado “air gap” (L Bosworth & Downes,
2011). El producto final del electrospinning generalmente consiste en redes de fibras
interconectadas al azar con tamafio submicrométrico. Los andamios nanofibrosos
formados con electrospinning poseen una estructura similar a la matriz extracelular
convirtiéndolos en una promesa para la ingenieria de tejidos (ver Figura 5) (Mitchell &
Davis, 2011)(Pawlowski, Barnes, Boland, Wnek & Bowlin, 2011).

Figura 5. Proceso esquematico del electrohilado
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1.7 Bioreactores

Los biorreactores son la herramienta primaria para imitar el ambiente fisiol6gico que
proporcione a los constructos basados en células, estimulos relevantes que faciliten y
organicen la conversion de un cultivo celular dentro de un fenotipo de tejido especifico
(Freshney, Obradovic, Grayson, Cannizzaro & Vunjak-Novakovic, 2007). Durante las dos
ultimas décadas, los biorreactores han evolucionado la investigacion de la ingenieria
de tejidos, a través de disefios que representan el funcionamiento de tejidos biolégicos
in vitro (por ejemplo piel, tendones, vasos sanguineos, cartilago y hueso) y de sistemas
que soportan investigaciones que relacionan la funcién celular y el desarrollo de tejidos
(Ulrich Meyer et al., 2008).

Los biorreactores proporcionan un lugar central en el que convergen factores de
crecimiento, citoquinas, estimulos eléctricos, mecanicos y topograficos necesarios para
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estimular el ensamble de los tejidos (Freed et al.,, 2006)(I. Martin, Wendt & Heberer,
2004). En teoria, cada parametro puede ser modificado para estudiar su influencia en el
crecimiento de diferentes tejidos y en las propiedades finales del constructo regenerado
(Bilodeau & Mantovani, 2006).

Los biorreactores deben satisfacer algunos requisitos basicos en materia de disefio de
ingenieriay principios biol6gicos. Deben involucrar seguridad, fiabilidad, reproducibilidad
y escalabilidad, ademdas de poseer sistemas de control seguros (Portner, Nagel-Heyer,
Goepfert, Adamietz & Meenen, 2005)(H. Chen & Hu, 2006) y deben tener la capacidad para
funcionar asépticamente y proporcionar un entorno estéril para constructos de tejidos.
Deben proveer las condiciones ambientales apropiadas y 6ptimas para la maduracion del
constructo, asi como proporcionar efectivamente los nutrientes esenciales tales como
glucosa, oxigeno y factores de crecimiento y permitir la distribucién y densidad de células
deseadas de todo el constructo (L. L. Y. Chiu et al., 2011).

En general, los biorreactores pueden ser agrupados en dos grandes clases. La
primera consta del biorreactor de ingenieria-tejido, el cual incorpora un entendimiento
cuantitativo de las caracteristicas estructurales y ambientales del tejido dentro de su
disefio total. Estos pueden ser disefiados para regular los microambientes celulares y
facilitar la viabilidad celular de manera completa y uniforme. Algunos requerimientos
claves de los reactores incluyen: (1) mejor respuesta célula-andamio 3D, (2) mejora en la
transferencia de masa, (3) intercambio adecuado de gas para el medio de masa de cultivo,
(4) reposicion periodica del medio gastado, (5) control de pH y temperatura, (6) estimulo
fisioldgico (Obradovic, Martin, Freed & Vunjak-Novakovic, 2003)(G Vunjak-Novakovic,
Obradovic, Martin & Freed, 2002).

La segunda clase de biorreactores estan dirigidos a optimizar las variables
prioritarias del proceso hacia las aplicaciones reales de la ingenieria de tejidos. Ellos son
particularmente ventajosos para economizar las células requeridas y llevar el trabajo del
laboratorio a las aplicaciones reales. Los biorreactores son tipicamente disefiados como
elementos modulares, miniescalares y multi paramétricos. La organizacion espacial
3D de las células no es critica en estos reactores y no son tipicamente células de tejido
especifico. Los sistemas pueden ser usados por ejemplo, para investigar efectos de niveles
de oxigeno o tensiones de cillazamiento en la supervivencia, proliferacion o interaccién de
células en superficies planas y pueden también probar rangos para optimizar condiciones
en pequeias escalas (Freshney et al., 2007).

Algunosdelos problemas mas comunes enlos biorreactores, se asocianalatransferencia
de masa (nutrientes esenciales y moléculas) al constructo. La transferencia de masaocurre
mas a menudo por medio de difusion a través del constructo, pero esto solo es efectivo
en distancias de 100-200 um a densidades celulares fisioldgicamente relevantes (~108
células cm-3)(Portner et al.,, 2005). Varios estudios han demostrado que constructos
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mas gruesos a menudo tienen centros necréticos o acelulares, en gran parte debido a la
hipoxia (Milica Radisic, Deen, Langer & Vunjak-Novakovic, 2005)(Milica Radisic, Malda,
et al., 2006). Los constructos clinicamente relevantes requieren espesores del orden de
milimetros, de donde la difusién por si sola no sera suficiente para la transferencia de
masa de nutrientes a los constructos gruesos. A este respecto se han planteado como
soluciones, el flujo convectivo utilizado a través de biorreactores rotatorios o de perfusion
y el disefo de constructos, que incluyan redes pre-vasculares (Levenberg et al., 2005)
o redes vasculares biomiméticas (Milica Radisic, Park et al., 2006). Asegurarse de que
el constructo entero recibe los nutrientes adecuados, es el eje de funcionamiento de los
biorreactores.

Otros problemas asociados con los biorreactores incluyen la siembra de células
y la estimulacién mecanica, eléctrica o topografica oportuna. Para constructos de
ingenieria de tejidos, las células se siembran a densidades apropiadas y se distribuyen
uniformemente en todo el constructo. El uso de estimulos apropiados para los constructos
bien sembrados, imita mejor el ambiente del tejido nativo y como tal, deberia promover
un mejor ensamblaje del tejido en el biorreactor. La estimulacién mecanica, en forma de
flujo de fluido, estiramiento o compresion, es también una clave para la maduracion del
tejido, ya que todas las células responden a estimulos mecanicos (L. L. Y. Chiu et al., 2011).
Hay varios tipos de biorreactores en uso: algunos son mas genéricos con una amplia
aplicabilidad, mientras que otros tienen aplicaciones mas especificas a los tipos de tejido.
En cualquier caso, la eleccién de un biorreactor depende de los requisitos especificos del
tejido. Es importante tener en cuenta que los diversos tejidos tienen diferentes requisitos,
ya que el cuerpo humano es complejo y posee sefiales microambientales caracteristicas
de cada tejido y 6rgano (L. L. Y. Chiu et al,, 2011).

1.7.1 Sistemas de biorreactores

Desde el punto de vista técnico, los biorreactores pueden ser clasificados de acuerdo
con las propiedades ambientales disefiadas. Los biorreactores conectados a los puertos
y filtros para el intercambio de gases, pueden ser considerados mas “sistema cerrado”
comparado con frascos y platos convencionales. Los “sistemas abiertos”, tal como sistemas
de plato de cultivo, requieren manipulacion manual individual de intercambio de medio,
siembra celular y asi sucesivamente, que en ultima instancia limita su utilidad cuando
altos estandares de fabricacion (tales como usos clinicos) son requeridos.

Los sistemas de biorreactores cerrados ofrecen las mayores ventajas, dado que puede
asegurar la esterilidad y mantener la viabilidad del tejido producido. De la misma forma
pueden ser ajustadas automaticamente la reproducibilidad y la estandarizacion del
proceso, reflejadas en las condiciones de cultivo tales como temperatura, pH, nutrientes
y suministro de oxigeno. Una mejora en los disefios de los biorreactores puede ser
la adicion de dispositivos que lean el estado de maduracion de las células, a partir de
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herramientas de analisis y vigilancia no destructivas de las variables del proceso
relacionadas con el material (respuestas mecanicas, degradacidon), variables biologicas
(conteo celular, diferenciacién celular) y variables metabélicas (pH, concentracién de
oxigeno, concentracion de nutrientes) utiles para ajustar las condiciones de cultivo a las
necesidades del tejido deseado.

Técnicas avanzadas de monitoreo del desarrollo de los constructos tales como medicion
de oxigeno, monitoreo de sustrato, determinacién de flujo, microscopia de fluorescencia,
tomografia micro computarizada, ya han sido introducidas en la fabricacion de varios
productos de ingenieria de tejidos.

1.7.1.1 Biorreactores badsicos

Los discos y frascos de cultivo son el tipo de bioreactor mas simple y mas ampliamente
usado en muchas de las técnicas recientes de ingenieria de tejidos. Su principal ventaja
es su facil manejo y su construccién economica (R. Langer & Vacanti, 1993). Sin embargo,
estos son limitados particularmente al considerar construcciones tridimensionales, como
la de tejido de hueso. La mayor ventaja del cultivo celular en monocapas es que las células
no se limitan en nutrientes y puede alcanzarse una rapida multiplicacién celular con
difusién pasiva, adicionalmente la pequena distancia de difusion en monocapa (menor
de 100-200um) hace que el suministro de oxigeno y nutrientes solubles no sean un punto
critico. Sin embargo, las células creciendo en multiples capas o localizadas en andamios
presentan accesos a substratos, moléculas de sefializacidn, factores de crecimiento y
nutrientes (oxigeno, glucosa, aminoacidos y proteinas) y padecen el aclaramiento por
productos metabolicos del metabolismo (COZ2, lactato y urea), condiciones criticas para
la supervivencia celular (Ulrich Meyer, Meyer, Handschel & Wiesmann, 2009)(Gordana
Vunjak-Novakovic, 2003).

1.7.1.2 Biorreactores complejos

Cuando las células se encuentran en sistemas de andamios mas complejos, el medio
nutritivo, incluso cuando se agita, se limita por lo general a las superficies exteriores o
los poros del andamio. Mas atn, cuando son fabricados constructos multicelulares (por
ejemplo, para co-cultivos de osteoblastos y células endoteliales), las células compiten
con las diversas fuentes celulares que se encuentran dentro del andamio. Con esta
consideracion, algunos de los nuevos desarrollos en sistemas de biorreactores son
fabricados para mejorar la supervivencia celular en andamios mas complejos (Ulrich
Meyer, Meyer, Handschel & Wiesmann, 2009).

Para la supervivencia de tejido sustituto en constructos ampliados, factores como
la concentracion de oxigeno y de nutrientes, la relaciéon entre medio y volumen celular,
el requerimiento de oxigeno y consumo de las células, la eliminaciéon de metabolitos y
los fluidos dentro del sitio, tienen un impacto dramatico en el crecimiento del tejido.
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Poder controlar estos elementos representarian importantes moduladores para los
biorreactores.

En la optimizacion de un biorreactor para ingenieria de tejidos, se debe tratar
cuidadosamente el equilibrio entre el grado de aporte de nutrientes, el transporte de
metabolitos hacia y lejos de las células, y los efectos de cizalla de estrés inducida por el
fluido sobre las células situadas en la superficie y en las estructuras porosas del andamio
(Ratcliffe & Niklason, 2002). Al considerar nutricion celular, es importante notar que la
estructura y porosidad del material del andamio, el total de la célula o el tamafio del
constructo del andamio y la difusidon a través del biomaterial, también influye y regula la
viabilidad celular en los biorreactores.

Unadelas dltimas mejorasrealizadas a sistemas de biorreactores fue laimplementacién
de un ambiente de flujo laminar dinamico. Este sistema se mostroé exitoso en la reduccion
de las limitaciones disfuncionales relacionadas con nutrientes y metabolitos, permitiendo
asi la fabricacion de tejido equivalente de condrocitos y osteoblastos (Risbud & Sittinger,
2002). Otro de los sistemas consistié en la implementacion de biorreactores de perfusion
directa, cuya aplicacion logré mejorar la matriz de sintesis de cartilago por condrocitos y
crecimiento, diferenciacion y deposiciéon de matriz mineralizada para células de hueso (U
Meyer, Joos & Wiesmann, 2004).

A continuacidn se presentan las caracteristicas de los principales tipos de biorreactores:
(i) biorreactores estaticos, (ii) biorreactores rotatorios, (iii) biorreactores de perfusion,
(iv) biorreactores de estimulos eléctricos, y (v) biorreactores de estimulos mecanicos
(ver Figura 6).

1.7.1.3 Biorreactor estatico

La clase mas simple de biorreactores esta representada por los biorreactores estaticos.
En este sistema, el constructo células-andamios es colocado en una placa multipozos,
una placa de Petri o un frasco-T, suplementado con medio de cultivo y puesto en una
incubadora. Los biorreactores estaticos son faciles de usar, de bajo costo y desechables
(Portner et al., 2005). Los nutrientes y estimulos moleculares que promueven el anclaje
celular estan presentes en el anclaje células-andamios a través de difusion aleatoria. Uno
de los inconvenientes principales de los biorreactores estaticos es la difusion aleatoria,
puesto que es ineficiente en la entrega de nutrientes a través de los constructos de
células-andamios (la cual es solo efectiva sobre constructos de espesores entre 100-
200 pm) (Portner et al., 2005). Ya que los constructos de tejido clinicamente pertinente
requieren espesores de varios milimetros, los biorreactores estaticos no son adecuados
para cultivar grandes numeros de células o grandes constructos.

Otra dificultad de los biorreactores estaticos esta asociada a la siembra de las células.
Tipicamente, las células son inyectadas directamente en el andamio para luego cultivarlas
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en el biorreactor. Este proceso a menudo resulta en una baja densidad de sembrado y una
distribucion heterogénea de las células. Colocando un biorreactor estatico en un vibrador
orbital se puede mejorar la distribuciéon de células ligeramente, pero no tan bien como los
sistemas rotativos o los sistemas de perfusion. Debido a la gravedad, las células forman a
menudo un tejido fino en la base del andamio en biorreactores estaticos (Freed et al., 2006).

Apesardeestasdificultades, los biorreactores estaticos se utilizan todaviaampliamente
en la investigacidn de ingenieria de tejidos. Cabe sefialar que los biorreactores estaticos
han sido utilizados en aplicaciones clinicas para tejidos de la vejiga (Atala, Bauer, Soker,
Yoo & Retik, 2006), el cartilago (Marcacci et al., 2005) y los vasos sanguineos (Shin'oka et
al., 2005), todos ellos con resultados prometedores.

1.7.1.4 Biorreactores rotatorios

El uso de movimiento rotacional en los biorreactores tiene dos propésitos: (i) mejorar
la entrega de nutrientes al constructo células-andamio por medio de flujo convectivo
rotativo, y (ii) mejorar la densidad y distribucion de las células sembradas. Estos
biorreactores son usados principalmente para el cultivo de tejidos fragiles (Bilodeau &
Mantovani, 2006). Existen varios tipos de biorreactores rotatorios, frasco de agitacion
(spinner flasks), tambores rotativos (rotating vessels) o incluso una placa de cultivo
colocada en un agitador orbital 6 vortex (orbital shaker).

El frasco de agitacion: es un recipiente cilindrico de vidrio con el constructo de
células suspendido en el medio con un impulsor que garantiza la mezcla del medio y una
distribucion homogénea del oxigeno disuelto, y otros nutrientes necesarios en el medio
de cultivo (Griffith & Naughton, 2002). Con la mezcla, la capa estancada alrededor del
constructo celular se reduce significativamente, lo que permite mas concentracién de
oxigeno y nutrientes en la superficie del constructo celular. Por lo tanto, el cultivo 3D en
el frasco de agitacidon mejora, en alguna medida, la homogeneidad del tejido, la viabilidad
y la proliferacion y diferenciacion celular (van Winterswijk & Nout, 2007)(Fore-Pfliger,
2004). Sin embargo, en los constructos celulares con un espesor mayor a 200 pm, las
células internas se siguen muriendo. Ademas, cultivar dentro del frasco de agitacion
somete a las células a un esfuerzo cortante elevado, debido a la turbulencia y remolinos
dentro del recipiente (Polak et al., 2008a).

Tambores rotativos: este sistema permite el cultivo de células en 3D bajo una mezcla
de medio con un estrés minimo de cizallamiento. El biorreactor gira alrededor de su
eje horizontal, mientras se mantiene el constructo celular en un estado de caida libre.
En el recipiente, el flujo del fluido es generado por la sedimentacidn de los constructos
celulares, lo cual es asociado con oscilacion, volteo, formacion de estelas o raices y emision
de vortices (Bilodeau & Mantovani, 2006). Ademas, los tambores rotativos tienen una
membrana tubular coaxial de silicona para la oxigenacion eficiente del medio. Existen dos
variedades de tambores rotativos las cuales son tambor de movimiento lateral lento (slow
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lateral turning vessel - SLTV) y el tambor de perfusién rotativo (rotating wall perfused
vessel - RWPV)(H. Chen & Hu, 2006).

Los biorreactores rotatorios también se han utilizado en el disefio de traquea
(Macchiarini et al., 2008) y valvulas cardiacas (Cebotari et al., 2006), ambos utilizados en
ensayos clinicos (L. L. Y. Chiu et al,, 2011).

1.7.1.5 Biorreactores de perfusion

El uso de sistemas de perfusion en los biorreactores pretende mejorar el transporte
de masa de nutrientes y oxigeno de los constructos de los tejidos, mediante el uso de
flujo de conveccion. Los esfuerzos cortantes producidos por el fluido también pueden
proporcionar estimulos mecanicos apropiados para mejorar el anclaje de los tejidos. In
vivo, la perfusidn es el proceso de entrega de nutrientes de la sangre de las arterias a los
tejidos por medio de los capilares. Ex vivo, la perfusion describe la transferencia de medio
de cultivo directamente a través de una matriz porosa con células sembradas (L. L. Y.
Chiu et al., 2011)(Polak et al., 2008a).

Con un control apropiado, el cultivo celular 3D con biorreactores de perfusion ha
demostrado ser superior a otros biorreactores convencionales. Por ejemplo, el cultivo 3D
en biorreactores de perfusion mantiene mucho mejor la viabilidad celular (Dvir, Benishti,
Shachar & Cohen, 2006)(Pei et al., 2002)(Gerecht-Nir, Cohen & Itskovitz-Eldor, 2004),
promueve la proliferacion y diferenciacion de células madre mesenquimales, promueve
la secrecion de albumina por hepatocitos (Powers et al., 2002), incrementa la sintesis
de glicosaminoglicanos por los condrocitos (Seidel et al., 2004) y mejora la expresion
de marcadores cardiacos especificos y caracteristicas estructurales en constructos
cardiacos (Carrier et al., 2002).

1.7.1.6 Biorreactores de estimulos eléctricos

Los biorreactores pueden ser usados para aplicar estimulos eléctricos y promover el
anclaje de tejidos excitables. In vivo, muchos procesos fisiologicos, tales como desarrollo
embrionario y cardiaco, ademas de cicatrizaciéon de heridas, estan influenciados por
actividades eléctricas. En el miocardio, por ejemplo, la contraccion es dirigida por ondas
de excitacion eléctrica generadas por un nimero de células ritmicas. Los biorreactores
utilizados son bastante sencillos: los constructos se posicionan entre dos electrodos
conectados a un estimulador eléctrico. Los regimenes de estimulacién pueden ser
elegidos para parecerse al miocardio nativo en términos de voltaje, frecuencia y duracion
de pulso. A pesar de que este tipo de biorreactor ha sido utilizado para la activacién de
células cardiacas principalmente, su potencial sobre otros sistemas celulares es alto,
dadas las caracteristicas eléctricas de todos los tejidos; de manera particular se podrian
esperar mejores resultados en osteoblastos, células dérmicas y epidérmicas y neuronas,
cuya actividad eléctrica es mas notoria (L. L. Y. Chiu et al,, 2011).
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1.7.1.7 Biorreactores de estimulos mecdnicos

Los biorreactores deben aplicar estimulos mecanicos apropiados, correspondientes a
los requerimientos del tejido funcional particular. Dado que las células son muy sensibles
a estimulos mecanicos, a través de la mecanotransducciéon pueden ser modificadas la
funcién y morfologia celular, dando lugar a cambios en los tejidos (Ethier & Simmons,
2007). Sin el apropiado estimulo mecanico, las células no proliferan y no se ensamblan en
un tejido organizado (Bilodeau & Mantovani, 2006). Los estimulos mecanicos a los que las
células se someten cominmente son la velocidad del fluido, estiramiento y compresion.

Figura 6. Biorreactores para ingenieria de tejidos. a) Biorreactores estaticos tales como placas de Petri,

fracos T; b) Biorreactores rotatorios como tambores rotativos y frascos de agitacidn, los cuales proveen

un ambiente de cultivo dindmico al constructo; c) Biorreactor de perfusion; d) Biorreactor de estimulos
eléctricos, y €) Biorreactor de estimulo mecanico

Fuente: L. L. Y. Chiu et al., 2011.

1.7.2 Conceptos teoricos de biorreactores futuros

Los conceptos teoéricos de biorreactores futuros pueden ser utiles para el disefio
y procesos de fabricaciéon de las nuevas generaciones de biorreactores. Los modelos
matematicos, por ejemplo, han comenzado a ofrecer posibilidades en la oferta de
nutrientes celulares o en los andamios construidos, asi como en calcular las condiciones
del flujo difusion-relacién en estructuras profundas de materiales.

Con la ayuda de herramientas computacionales, se pueden calcular las variables de
flujo de campo, esfuerzos de corte y transporte de masa en biorreactores con presencia
de andamios. Los desarrollos matematicos permiten a los investigadores determinar la
relacién entre transporte de masa y viabilidad celular asi como calcular el momentum y

34




T Roldan V. « Vargas I. « Mejia « Zapata G. « Moncada A.

transporte de oxigeno con biorreactores cilindricos concéntricos. Muschler et al, a partir
de un sistema de ecuaciones diferenciales calcularon la relacion entre densidad celular,
distancia de difusidn y viabilidad celular en materiales (Muschler, Nakamoto & Griffith,
2004), los resultados arrojaron que al aumentar el tamafo del andamio en un factor de 5,
la concentraciéon maxima oxigeno liberado se reducia 25 veces.

La complejidad de modelos de nutricién celular se hace evidente al considerar la
supervivencia celular dependiente de la presion de oxigeno, la liberacion, consumo
y renovacién de nutrientes y los productos metabolicos (Plate, Polifke, Sommer,
Wiinnenberg & Wiesmann, 2006). La difusién de oxigeno y el transporte de otros
nutrientes (e.g. glucosa y aminoacidos) hacia y desde las células se hace relativamente
mas lenta en algunos biomateriales. Por estas circunstancias, el desarrollo de modelos
matematicos que permitan simular o estimar reacciones celulares y otros fendmenos de
biotransporte relacionadas con nutricion junto con datos experimentales que permitan
alimentar y comparar dichos modelos, son de especial relevancia.

Los modelos matematicos son también importantes en la valoraciéon del ambiente
micromecanico celular, ya que ayudan a mejorar la comprension global de efectos
micromecanicos a diferentes niveles estructurales (monocapa, multiple capa, constructos
de tres dimensiones). Asi, en el disefio y desarrollo de biorreactores de carga se debe
considerar la presencia de pequefias deformaciones generadas en las células debido a la
transferencia de carga a través del andamio y la superficie del sustrato. Es importante
tener en cuenta que dichas deformaciones tienen un efecto profundo en el comportamiento
celular (Rubin & Lanyon, 1987) y en la posterior evaluacion de las deformaciones a
distintos niveles jerarquicos.

Una de las técnicas mas usadas para la creacion y analisis de modelos matematicos
es el analisis por elementos finitos (FEA). Esta técnica permite definir deformaciones y
campos de tension, que en trabajos experimentales no pueden conseguirse, tales como
deformaciones de cargas relacionadas en el microambiente de una célula contenida
en un andamio. Sin embargo, como toda aproximacién computacional, la exactitud
de FEA es limitada, para el caso de modelamiento de andamio, por ejemplo, estos son
normalmente considerados como estructuras homogéneas, cuando la realidad es que los
andamios con contenidos celulares son bastante complejos mas aun cuando se incluyen
sistemas biorreactores. Sin embargo y a pesar de estas limitaciones, los calculos de
diversas variables en los sistemas parecen reflejar comportamientos reales que permiten
discriminar y aproximar respuestas de cargas fisiolégicas y no fisiolégicas (Winston,
Macarak, Gorfien & Thibault, 1989).

1.8 Consideraciones éticas

Ya que la ingenieria de tejidos es un campo en constante desarrollo, debe ir de la mano
con la aplicacion de estandares éticos.
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Existen unos principios basicos de la ética que aplican directamente al campo del
cuidado de la salud (Childress, 1989)(Patrick et al., 1998):

- Principio de la no maleficencia: el deber o la obligacidn de no causar ningun dafio. Este
deber se incluye a veces en la beneficencia.

- Principio de la beneficencia: el deber o la obligacién de beneficiar a los demas, a hacer
lo que es bueno para ayudar a otros mas lejos que sus propios intereses legitimos.

- Principio de autonomia: el deber o la obligacion de promover en los demas la propia
determinacidn.

- Principio de justicia: el deber o la obligacidn de asignar las cargas sociales y beneficios
equitativamente entre todas las personas.

- Principio de racionalidad: el deber y la obligaciéon de hacer esos actos en los cuales
usted puede dar razones y justificarlas.

El Codigo de Nuremberg, creado posterior a la segunda guerra mundial, demarca las
directrices para la investigacion en humanos y es la base actual de las normas éticas para
ensayos en humanos (Patrick et al., 1998).

Serealizael supuestode que cada proyecto deinvestigacion que serealice enlaingenieria
de tejidos se ajustara a los principios éticos discutidos. En concreto, ningtin proyecto de
investigacion debe comenzar lo que no es justificable ni racional en su método cientifico,
enfoque y aplicacion. Ademas, la importancia del principio de universalidad siempre
se debe considerar cuando se disefia un constructo o un ensayo clinico. Este principio
requiere que todos los grupos étnicos, razas y sexos se incluiran en la investigacion. Si uno
de estos grupos es excluido, la justificacion de esta exclusion es necesaria. Sin embargo, al
considerar estos principios, el individuo debe ser la principal preocupacion.

El campo de la ingenieria de tejidos ha contribuido al avance del campo de la
cirugia de xenotrasplantes, que resulta una modalidad de tratamiento propuesta para
complementar los trasplantes heterdlogos. Originalmente se pensé que los primates no
humanos, especificamente mandriles, eran candidatos ideales para xenotrasplantes.
Sin embargo, las preocupaciones sobre el riesgo de enfermedades infecciosas, el hecho
de que varias especies de primates estan en peligro, y el incremento en nimero y
adeptos de movimientos animalistas, asi como la adopcién por parte de varios paises
de la Declaracion Universal de los Derechos de los Animales, para justificar la cria de
ellos como donantes de 6rganos ha llevado a buscar fuentes alternativas de 6rganos. Una
de las fuentes mas utilizadas de drganos para la implantacion en humanos es el cerdo,
pues se han usado exitosamente como donantes de tejido durante mas de 25 afios. Los
cerdos transgénicos con ADN humano se han desarrollado para reducir e incluso eliminar
el rechazo inmunologico (Bisbee, 1994)(Dillner, 1996)(Concar, 1994)(Pierson, White &
Wallwork, 1993).
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Los xenotrasplantes plantean muchas preguntas, algunas de ellas son (Patrick et al.,
1998):

- ¢(Podria llegar a prevenirse la introduccién de patégenos animales peligrosos en la
poblacién humana, luego de un transplante?

- ¢(Encuentra la sociedad aceptable la idea de trasplantar 6rganos de animales en
humanos?

- ¢Los animales deberian ser utilizados en todas las investigaciones?

- (Estala xenotrasplantacion cientificamente justificada?

Estas inquietudes han sido valoradas como muy importantes a la hora de discutir
los xenotrasplantes. De acuerdo con los principios de no maleficencia y autonomia, los
derechos de los pacientes sometidos a xenotrasplante deben ser protegidos. Mientras
que el paciente tiene el derecho a participar en una investigacién (autonomia), los
investigadores no deben poner en peligro innecesariamente su vida (no maleficencia).
Salvo que la calidad de vida del paciente sea mantenida o mejorada. Con los desarrollos
en ingenieria de tejidos existe la idea de que a través del desarrollo y perfeccionamiento
de los productos se llegue a la posibilidad de aumentar el nimero de drganos disponibles
para trasplante. Asi, mediante la creaciéon de un xenotrasplante biocompatible, un
paciente puede no tener que esperar hasta que esté cerca de la muerte para recibir su
nuevo 6rgano. Mas bien, tiene la oportunidad de someterse a un trasplante y mejorar su
calidad de vida (Horch, Pepescu, Vacanti & Maio, 2008).

Los constructos de tejido fetal de la ingenieria de tejidos tienen el potencial de ayudar
a aliviar los sintomas, ademas de curar alrededor de veinte enfermedades cronicas,
incluyendo la enfermedad de Parkinson, enfermedad de Alzheimer, la diabetes mellitus,
las deficiencias de las enzimas y factores hepaticos, trastornos hematopoyéticos
(talasemias, anemia falciforme, etc.). De hecho, el uso de tejidos neonatales en constructos
de ingenieria de tejidos se ha convertido ya en un éxito y diversas compafiias (Advanced
Tissue Sciences, Organogensis, LifeCell, y BioSurface Technology, entre otras) usan
prepucios neonatales, una pieza que normalmente se desecha de las circuncisiones, para
aislar fibroblastos utilizados para crear los injertos de piel bioartificiales (Oerlemans, van
den Berg, van Leeuwen & Dekkers, 2011). La utilizacion de tejidos fetales ofrece varias
ventajas sobre tejido de un adulto o incluso de un bebé. Los tejidos fetales demuestran
una notable capacidad para crecer, dividirse y diferenciarse. Ademas, los tejidos fetales
han demostrado tener la capacidad de soportar la hipoxia y también han disminuido los
efectos inmunogénicos (Robertson, 1995).

Los tejidos fetales se derivan de los fetos abortados electivamente. Los fetos abortados
espontaneamente y los embarazos ectopicos son indeseables debido a la alta incidencia
de infeccion, anomalias genéticas/cromosémicas y tejido necrético secundario a la anoxia
(Garry, Capla, Vawter & Kearney, 1992). Las cuestiones éticas fundamentales en torno
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al uso de tejido fetal corresponden a si su uso puede ser separado de la ley del aborto
electivo. Los grupos de opinién de tendencias conservadoras reclaman que el aborto es
tan inmoral que cualquier uso de los tejidos es inmoral también (Rojansky & Schenker,
1993)(]. Lee & Yap, 2003).

Las encuestas existentes realizadas a mujeres que habian recibido abortos, muestran que
no habia pruebas de que el bienestar de terceros jugara un papel en la elecciéon de un aborto
(Patrick et al., 1998). Sin embargo, desde que la investigacion con tejido fetal y el trasplante
han tenido tan amplias implicaciones sociales y politicas, y ya que las cuestiones morales
son tan complejas, es imperativo que los principios éticos sean seguidos. En la investigacion
con tejido fetal los principios de autonomia y no maleficencia adquieren un significado
especial. La autonomia debe ser considerada para dos individuos, no solo para la madre sino
la del feto como ser viviente. El principio de no maleficencia puede encontrar definiciones
contradictorias entre los médicos que participan en las investigaciones. La nocién de aborto
podria ser considerada por algunos médicos como intrinsecamente maléfica, mientras que
otros médicos, ven el juramento de “no hacer dafio” especificamente entre ellos y su paciente,
la madre (Sanders & Raffin, 1994). Ademas, el principio de la beneficencia también podria
desempefiar un papel en el debate ético. La ciencia ahora puede decir que algo “bueno”
(trasplantes de tejido fetal) puede surgir de algo “desagradable” (aborto provocado).

Con el fin de evitar los problemas mencionados anteriormente, varios paises y
organizaciones han creado directrices para ser implementadas (Patrick et al., 1998). Una
recopilacién de algunas de estas pautas son las siguientes:

- El uso comercial o venta de estos tejidos esta prohibido

- Elreceptor del tejido no puede ser conocido por el donante

- El tejido no es proporcionado en un intercambio financiero

- Alos médicos que practican el aborto no se les permitira beneficiarse de la utilizacion
posterior del tejido fetal

- Debe haber una separacion clara entre el aborto y el asesoramiento de obtencion de
tejidos fetales

- El demandante debe completar un formulario de consentimiento informado

Estas pautas pueden ayudar a asegurar que el uso posterior de los tejidos no influye en la
decision de una mujer de tener un aborto. Si se siguen estas pautas, el tejido fetal puede ser
éticamente obtenido para la investigacion. Por ultimo, el impacto de la ingenieria de tejidos en
la investigacion fetal podria ser muy importante. Es concebible que, a través de la ingenieria
de tejidos, la necesidad de tejido fetal recién cultivado finalmente se eliminaria a través de la
produccion de lineas celulares desarrolladas a partir de estas muestras.

El ultimo objetivo de la ingenieria de tejidos es el de crear constructos de tejido que

se puedan utilizar para restaurar, reparar o reemplazar tejidos danados. Idealmente,
utilizando una pequefia muestra de biopsia del paciente y técnicas de ingenieria de
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tejidos ex vivo, un constructo de tejido se podria producir y serviria como un autoinjerto
implantable. Si los ingenieros de tejidos quieren alcanzar este objetivo, la investigacion
debe continuar. Es probable que la atencion publica y los debates sigan decreciendo segin
nuevos descubrimientos se produzcan. Mientras que es de esperarse que los debates
éticos, legales y sociales del uso de tejidos en la investigacion y aplicacion en pacientes
permanezcan.

1.9 Desafios

La ingenieria de tejidos ha emergido como un campo interdisciplinario con un alto po-
tencial en la medicina regenerativa. Combina la experiencia de las ciencias biolégicas,
ciencias fisicas y de ingenieria para el desarrollo de tejidos funcionales que puedan man-
tener, restaurar o mejorar los 6rganos dafados (Battiston et al., 2014). En la mayoria de
los casos, esta area intenta recapitular ciertos aspectos del desarrollo normal para esti-
mular la organizacién y diferenciacion celular dentro del tejido funcional. En las pasadas
tres décadas se han logrado grandes progresos en la ingenieria de tejidos, incluyendo el
desarrollo de andamios biodegradables, la combinacién de células y biomateriales para
la generacion de constructos, el desarrollo de biorreactores disefiados para estimular los
tejidos cultivados por medio de sefiales de desarrollo pertinentes, y el aislamiento y la
caracterizacién de las células madre embrionarias y adultas. Estos avances han llevado
a éxitos clinicos para tejidos simples como la piel y el cartilago. Sin embargo, a pesar de
estos éxitos quedan aun claros desafios ( Braghirolli et al., 2014; Peek, 2015).

Los biomateriales han jugado un papel crucial en el desarrollo de los 6rganos para la
ingenieria de tejidos. Los biomateriales degradables pueden ser usados para fabricar an-
damios y asi situar células con estrecha proximidad la una con la otra. Los esfuerzos ac-
tuales se dirigen a optimizar las propiedades mecanicas, fisicas, quimicas y bioldgicas de
los andamios para aplicaciones que requieren diferentes microambientes. Un ejemplo es
el disefio de superficies que exhiban cambios dindmicos en las propiedades interfaciales,
como la humectabilidad, en respuesta a un potencial eléctrico. Actualmente, se estan di-
seflando materiales como polimeros inteligentes, polimeros degradables con elasticidad
y polimeros con memoria de forma, todos con fines de mejorar el acople entre el biomate-
rial tejido (Cook et al., 2014; Robert Langer, 2009).

Otro desafio es generar tejidos vascularizados. La vascularizacion de tejidos se puede
utilizar para iniciar o restablecer el flujo sanguineo y, por tanto, cumplir el requisito uni-
versal para el establecimiento de perfusion de la sangre a través de tejidos disefiados con
espesores clinicamente relevantes. Los métodos que muestran una gran promesa en el
tratamiento de este problema incluyen la liberacién controlada de factores angiogénicos
en los andamios, cultivo de células endoteliales directamente en el andamio y el disefio
del sistema vascular directamente en el tejido usando diversos métodos (e.g. microfabri-
cacion) (de la Puente et al., 2014; Robert Langer, 2007).
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Hoy dia, el desafio clave de la ingenieria de tejidos sigue siendo el crecimiento de
tejidos gruesos sin una red capilar intrinseca que provea suplemento sanguineo, lo cual
limita el crecimiento de los tejido a 100-200 um debido al déficit de nutrientes, oxigeno
y eliminacion de desechos (Laschke et al., 2006; He et al., 2007; M Radisic et al., 2006).
Por otra parte, la ingenieria de tejidos tiene otras barreras como los altos costos de
tratamientos y de investigacion, las regulaciones gubernamentales, los dilemas éticos
y la aceptacién por parte del personal médico especializado renuente a la adopcion de
terapias no convencionales (Griffith & Naughton, 2002; Radhakrishnan et al., 2014).

En el futuro, la ingenieria de tejidos puede reducir potencialmente la necesidad de
donantes en reemplazo de érganos, asi como facilitar el desarrollo de nuevos farmacos,
proporcionando modelos basados en células humanas para la liberacion de los mismos,
los cuales eventualmente pueden eliminar la necesidad de trasplantes de 6rganos y
mejorar en general la evolucién de patologia, dafio o lesién (Hassan et al., 2014; Griffith &
Naughton, 2002; ).

Un reto importante en la ingenieria de tejidos es establecer la fuente celular adecuada.
En los ultimos afos, el campo de las células madre se ha desarrollado considerablemente
y presenta un gran potencial como fuente para generacion de tejidos in vitro, usando
células madres adultas o embrionarias. Se ha demostrado que las células endoteliales
derivadas de células madre embrionarias humanas generan vasculatura funcional. Mas
recientemente el descubrimiento de las células madre pluripotenciales ha extendido
el trabajo, y ahora es posible utilizar no sé6lo células madre, sino también células
diferenciadas a las que se les otorga caracteristicas parecidas a las de las células madre
(Griffith & Naughton, 2002). Sin embargo, es ain necesario mucha mas investigacion para
entender las claves y sefiales que regulan la diferenciacion celular, que lleven a su uso en
aplicaciones de ingenieria de tejidos.

Enresumen, la comprension de la biologia actual asociada con la regeneracion de tejidos
es esencial para el desarrollo de enfoques biomiméticos que ayuden en el control de
formacioén de tejido, funcion celular, diferenciacion y angiogénesis utilizando los factores
implicados en el normal desarrollo y funcién de un tejido.
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