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Articulo de revision

Tecnologias celulares e ingenieria tisular: Enfoque actual
Tissue engineering and cellular technologies: current focus

Yury Lartsev!

Resumen

La revision propone una descripcion general de la situacion actual y reflexiones relacionadas con
avances, dificultades y perspectivas del desarrollo de las tecnologias de cultivos y trasplantes celulares y
su gran importancia para la salud publica como esperanza para el tratamiento de enfermedades graves,
cronicas y degenerativas. La aplicacion de tecnologias celulares en medicina es un campo prometedor y a
la vez desafiante por su alta complejidad, y no solo requiere grandes inversiones en investigaciones
cientificas, equipamiento especializado y profesionales altamente calificados, sino también una
legislacion clara y regulacion ética lo que la hace un asunto de importancia para cada pais y para la
sociedad mundial en general, debido a posibles especulaciones y dafios que pueda causar su uso
indiscriminado.
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células diferenciadas, ingenieria tisular, cultivos celulares in vitro, matrices-portadores
biologicas

Abstract:

This review proposes an overview of the current situation and reflections related to progress,
problems and perspectives of development of the crop technologies and cell transplants and their
importance to public health such as hope for the treatment of serious, chronic and degenerative diseases.
The application of cell technologies in medicine is both a promising and a challenging field because of its
high complexity, and it does not only require of large investments on scientific research, specialized
equipment and highly qualified professionals, but also a clear legislation and ethic regulation, for this

reason, and due to possible speculations and damages that could cause its indiscriminate use, it is an
important issue for each country and the global society in general.

Key words: Cell technologies, cell transplants, mesenchymal stem cells, differentiated cells,
tissue engineering, cell cultures in vitro, wombs - biological carriers

Introduccion

En la actualidad el futuro de la medicina en muchos aspectos se relaciona con el
desarrollo de las tecnologias celulares. Hoy en dia es el area de biologia con la mayor
intensidad de desarrollo. Tecnologias celulares representan un conjunto de métodos y
tecnologias que incluyen diferentes tipos de trasplantes de células, ingenieria tisular,
genoterapia, terapia con citocinas, etc. Generalmente bajo el concepto “tecnologias
celulares” se entiende solamente lo relacionado a células madre, pero estas ultimas son
solo una de las direcciones de la investigacion cientifica en este campo.

La etapa cientifico-clinica moderna del desarrollo de las tecnologias celulares
(trasplantologia celular) tiene todavia poco tiempo. Sin embargo, estas tecnologias han
superado el ambiente de los laboratorios de investigacion y se estan introduciendo en la
practica clinica cotidiana. La lista de enfermedades en cuyo tratamiento ya se estan
utilizando las tecnologias celulares o su aplicacién se proyecta en el futuro proximo,
crece rapidamente.

'Unidad de trasplantes de células madre y diferenciadas en traumatologia, Departamento de Ortopedia,
Universidad Estatal Médica de Samara, Samara, Rusia. larcev@mail.ru
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Con su utilizacion se relacionan las grandes expectativas para el tratamiento de
enfermedades cronicas graves como cardiologicas, endocrinoldgicas, oncoldgicas,
neurologicas, hematologicas, traumatologicas y otras dolencias y patologias. Se
considera que, si entendemos como manejar las células madre, conoceremos como
derrotar el cancer. Si aprendemos a cultivar en forma in vitro los érganos y tejidos (los
trabajos respectivos como, por ejemplo, los experimentos de cultivo de las valvulas
cardiacas en Rusia y otros paises ya se estan desarrollando) la medicina y cirugia
regenerativa tendré grandes posibilidades.

La necesidad del desarrollo de los métodos de la terapia celular se debe a
multiples factores: alto indice de discapacidad y mortalidad por causas de enfermedades
cronicas no trasmisibles en el mundo; gran déficit de donantes de organos en todo el
mundo; alto costo de trasplantes; alto riesgo de complicaciones relacionados con las
intervenciones quirurgicas masivas; serios problemas éticos y legales

Ademas se ha descubierto que los trasplantes celulares tiene una serie de ventajas
en comparacion con los trasplantes de drganos, como menor costo del método; mayor
seguridad; accesibilidad de la mayor cantidad de personas; posibilidad de no utilizar los
farmacos inmunosupresores o utilizar los de menor potencia y, como consecuencia, el
menor costo y la menor cantidad de efectos adversos(".

Sin embargo, nuevos datos de ensayos clinicos y seguimientos de los pacientes
generan opiniones contradictorias y requieren un analisis mas profundo®¥. Las
expectativas de la sociedad que estd deseando las curaciones madgicas de las
enfermedades graves con el uso de las células madre todavia no se han cumplido. No
todas las células madre traen felicidad: de algunas de ellas se desarrollan tumores
malignos. Por lo tanto por el momento no podemos considerarlas como una panacea. Se
estan realizando los trabajos en el area de desarrollo de las tecnologias de aplicacion de
las células diferenciadas y otros campos de las tecnologias celulares.

Ademas, la aplicacion de las tecnologias celulares se acompafia con serios
problemas éticos y legales. Por un lado, las tecnologias de obtencion y cultivo de las
células in vitro permitirian dejar de usar a los animales en gran parte de experimentos,
acercarian mas los experimentos a los modelos humanos y harian los ensayos clinicos
menos arriesgados para los pacientes. Por otro lado, la necesidad de implementacion de
tecnologias altamente especializadas con un alto costo de inversion en recursos
materiales y humanos frena su rapida introduccién en la practica clinica y abre un
amplio campo para el charlatanismo y abusos de los establecimientos médicos poco
concienzudos. Cuando en los afios 90 los periddicos en Rusia abundaban de articulos
sobre las células madre, surgieron multiples “expertos” en esta area. Cada laboratorio
afirmaba que curaba con las células madre. Este agiotaje fue detenido con la prohibicion
de la propaganda indiscriminada. Asimismo, los aspectos éticos y legales son
importantes para el desarrollo cientifico y planificacion practica oportuna en esta area.

Situacion actual: avances, dificultades y expectativas

El término “célula madre” fue introducido en biologia por un gran histdlogo y
embridlogo ruso, Alexander Alexandrowitsch Maximow (1874-1928), en el Congreso
de Hematologia de Berlin en 1908. El trabajo respectivo fue publicado en aleman en
1909, Sin embargo, como el fundador de la terapia celular se considera el médico-
emigrante ruso S. Vorontsov, quién en los afios 20 y 30 en Paris intentaba trasplantar los
tejidos fetales en caso de envejecimiento prematuro.
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El estatus oficial esta area de biologia ha recibido recién a finales del siglo XX.
Solo en 1981 el genetista y bioquimico britdnico Martin John Evans logr6 extraer del
embrioblasto de blastocisto de raton las lineas no diferenciadas pluripotentes de las
células madre®>", En 1998 Thompson y Gerhart aislaron la linea inmortal de células
madre embrionarias y en 1999 la revista Science reconocié el descubrimiento de las
células madre embrionarias como el tercer acontecimiento mas importante después de la
decodificacion de la doble hélice del ADN vy del programa “Genoma Humano”.

En el desarrollo de las tecnologias celulares se puede distinguir dos enfoques
diferentes de acuerdo a su base cientifico-metodologica. El primero esté relacionado con
la aplicacion de las células diferenciadas de los organismos en crecimiento (humano y
animal). El segundo consiste en la aplicacion de células no diferenciadas (células
madre) del ser humano'”. Actualmente se estdn desarrollando las tecnologias de
aplicacion de las células diferenciadas de origen autdogeno extraidos y cultivados en
condiciones in vitro especiales®.

La aplicacion de las células diferenciadas de los organismos en crecimiento
(embrionarias, fetales o de los organismos recién nacidos) apunta a correccion del
desorden bioquimico celular reemplazando a los clones ausentes de células
especializadas en los drganos, asi como asegurando la participacion de las células
trasplantadas en la correccion de las funciones homeostaticas de las células conservadas
del 6rgano dafiadoV.

Técnicamente este método se aplica en dos formas: trasplante directo de las
células de donantes en areas determinadas (por ejemplo, colocacion de neuronas con el
apoyo de la técnica estereotaxica) o envio de las células con el flujo sanguineo
(introduccién intraportal de las células pancreaticas)® 11D,

La estabilidad, intensidad y duracion del efecto clinico de este método depende
de la cantidad de parénquima y de compatibilidad bioquimica del microambiente. El
efecto positivo se mantiene los primeros 6-12 meses y después se reduce posiblemente
por ausencia en el tejido adulto de los factores de crecimiento necesarios para el
desarrollo de las células embrionarias, asi como por las reacciones de rechazo contra
antigenos de los embriones tardios'!.

Como el recurso mas apropiado para la ingenieria tisular se consideran las
células madre mesenquimales o MSC (del inglés Mesenchymal Stem Cells o
Mesenchymal Stromal Cells) extraidos de la médula 6sea o del tejido adiposo. Células
mesenquimales o estromales de la médula 6sea poseen las propiedades de pluripotencia,
es decir, dependiendo de las condiciones microambientales in vitro o in vivo
(composicion de los medios de cultivo, saturacion de oxigeno, relaciones intercelulares,
contactos de receptores con componentes del matriz extracelular, etc.) son capaces de
diferenciarse en diferentes direcciones: fibroblastico, osteoblastico, condrocitario,
adipocitario, etc.!”. Debido a su capacidad para la diferenciacion divergente,
crecimiento clonogénico en el cultivo y por sus caracteristicas morfo-funcionales, ellos
fueron denominados como unidades formadoras de colonias de fibroblastos (UFCH,
CFU-F - colony-forming unit-fibroblast)!®). En literatura las UFCf se mencionan de
diferente forma. Historicamente su nombre es “células madre estromales”'¥. Ademas,
como sinénimo se utiliza el término “células madre mesenquimales”'>. Actualmente
como comunmente aceptada se considera la denominacion “células multipotentes
mesenquimales estromales”(1%!7),

Inicialmente la posibilidad de trasplantes celulares se estudiaba para el
tratamiento de diabetes mellitus tipo I y diferentes enfermedades degenerativas del
SNCU3:19202D) " pogteriormente trataron de aplicar las biotecnologias celulares para el
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tratamiento de las alteraciones isquémicas y traumaticas de diferentes drganos, para las
enfermedades cronicas inflamatorias y algunas enfermedades sistémicas como
oncoldgicas, aterosclerosis, distrofia muscular de Duchenne, enfermedad de Wilson, etc.
El analisis de estos hallazgos esta en los trabajos de diferentes autores!%-2223:24.25).

Se realizan los trabajos de investigacion de la posibilidad de aplicacion de las
tecnologias celulares en enfermedades y alteraciones neurologicas, como la enfermedad
de Alzheimer, enfermedad de Parkinson, alteraciones traumaticas de la médula espinal,
alteraciones vasculares del SNC?627282%  De manera notable, en experimentos con
animales las células madre, trasplantadas en el encéfalo o médula espinal emigraban
espontaneamente a las areas dafiadas y empezaban a generar las neuronas®”. Sin
embargo, la accesibilidad a los tejidos fetales es limitada, su aplicacion genera serios
discrepancias éticas.

Otra area de la indagacion cientifica es la estimulacion de las propias células
madre del encéfalo para proporcionar la “autoreparacion”. Una vez que se conozca mas
sobre las sustancias quimicas que regulan la neurogénesis, sera posible artificialmente
incrementar su concentracion en las estructuras del SNC donde se requiere el
crecimiento del tejido nervioso®”. Se ha demostrado en experimentos en ratas que una
sustancia en particular, la inosina, estimula a las fibras nerviosas no alteradas para
desarrollar nuevas conexiones y restablecer la funcidon motora después de las
apoplejias®?.

En la Universidad Estatal Médica de Samara (UEMS) funciona el Centro de
Investigacion de Tecnologias Celulares donde se desarrollan las nanobiotecnologias de
cultivo de células madre y diferenciadas (fibroblastos, queratinocitos, condroblastos,
cardiomiocitos, etc.) para tratamiento en cirugia, traumatologia, ortopedia,
otorrinolaringologia, cardiologia, urologia, etc. En el presente trabajo se analizan los
avances cientificos-tecnologicos de cultivos celulares en dsteo- y condrogénesis.

En numerosas investigaciones se ha demostrado el potencial osteogénico y
condrogénico de las células madre mesenquimales®?. En 1980 Ashton B.A. et al.
presentd el estudio detallado de la 6steo- y condrogénesis con la participacion de las
células madre mesenquimales®®® y en 1998 Johnstone B. et al. determiné algunas de las
condiciones que estimulan las manifestaciones de la condrogénesis en el microcultivo
de las células madre de conejos. Estas condiciones resultaron ser el Factor de
Crecimiento Transformante B (TGF-P) y la dexametasona®?. La agregaciéon adicional
en este cultivo celular de la Proteina Morfogenética Osea (BMP), segn Sekiya I. et al.,
aumentaba las manifestaciones de la condrogénesis®”. Durante aquellos afios
aparecieron trabajos que revelaban la posibilidad de diferenciacion de las células madre
mesenquimales humanas de la médula d6sea en células con la expresion fenotipica
caracteristica para condrocitos®®. Sin embargo, la condrogénesis con la participacion de
las células madre mesenquimales in vitro no repetia exactamente la formacion natural
del tejido cartilaginoso durante el desarrollo del organismo. En microcultivos de las
células madre mesenquimales se observaba el aumento de la expresion como del
colageno tipo II, tanto del colageno tipo X. Cultivos celulares seguian sintetizando el
colageno tipo 1673%, Después de los trasplantes experimentales de cultivos de células
madre mesenquimales en defectos de cartilago, el cartilago regenerado tenia menos
espesor que el nativo. Zona limite con el cartilago en calcificacion en el tejido
regenerado no se recuperaba en su totalidad®*4?,

Debido a lo que durante la multiplicacién y diferenciacion dirigida de las células
madre mesenquimales in vitro inevitablemente se disminuye la viabilidad de las
mismas, se realizaron los intentos utilizar para la regeneracion de los defectos tisulares,
en particular del cartilago articular, las células madre mesenquimales autologicas no
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diferenciadas, pobladas en el implante beta-fosfato tricalcico, lo que generaba la
recuperacion completa de los defectos con la generacion del cartilago hialinoforme. Lo
mencionado fue estudiado en experimentos en ovejas.

Fue demostrada la posibilidad de expansion in vitro de las células madre
mesenquimales autologas de la médula 6sea con su posterior trasplante en la
articulacion deteriorada de los pacientes con osteoartritis®). Para el tratamiento del
defecto de la rotula se utilizaron las células madre mesenquimales autologas,
multiplicadas en el cultivo y colocadas en la matriz de colageno (gel o placa).
Observaron la completa sustituciéon del defecto con la formacion de la superficie
articular lisa. El cartilago generado no fue hialino sino fibroso*?.

Posteriormente se han obtenido buenos resultados de trasplantes de las células
madre mesenquimales en articulaciones deterioradas de conejos“>*#449) Utilizando la
matriz de Acido Polilactico-co-glicolico (PLGA) se logré obtener la completa
recuperacion de la superficie articular con la formacion del cartilago hialino®+7.

Estd demostrado que las células madre mesenquimales de la sangre de cordéon
umbilical en condiciones especiales son capaces de diferenciarse in vitro osteogénico- y
condrogénicamente y propiciar la regeneracion del tejido 6seo y cartilaginoso in vivo™®,
Células madre mesenquimales se detectan en la zona superficial del cartilago hialino
articular, por lo tanto la hipotesis de su participacion en la condrogénesis reparativa, asi
como de las células madre de otros tejidos, tiene unos fundamentos bastante
s6lidos“-0),

Asimismo, las células madre forman colonias similares y manifiestan in vitro el
potencial condrogénico, osteogénico y adipogénico®32333%  Nivel del potencial
condrogénico de las células madre mesenquimales de la médula 6sea, membrana
sinovial, periostio, musculos, tejido adiposo se diferencia considerablemente. Segln los
resultados de la mayoria de las investigaciones este ha sido mas alto en cultivos de las
células madre mesenquimales obtenidos de la médula 6sea y membrana sinovial ®>39),
La condrogénesis en cultivos de las células madre mesenquimales de la membrana
sinovial, segiin Sakaguchi Y. et al., fue incluso mas alto que en cultivos de las células
madre de la médula 6sea como en animales experimentales, tanto en humanos®?. Koga
H. et al. constatd la mejor regeneracion de los defectos cartilaginosos en conejos
después de trasplante de las células madre mesenquimales, aisladas de la membrana
sinovial 0 médula 6sea®®. (Figura 1).

La comparacion de las ventajas y desventajas de las células madre
mesenquimales de la membrana sinovial y de la médula dsea revela que el cultivo
celular de la membrana sinovial en el medio de cultivo en base del suero humano
autdgeno crece mas rapido que el cultivo de la médula 6sea. Sin embargo, la extraccion
de las células madre mesenquimales de la médula o6sea en actualidad es una
manipulacion mas sencilla que de la membrana sinovial y, probablemente, este
argumento se considera como el mas significativo®®>%),

El procedimiento mds comun de la extraccion de las células madre
mesenquimales es el procesamiento de la médula 6sea. La médula 6sea se obtiene
mediante la puncién de la crista iliaca con agujas especiales en cantidad de 100-200 ml.
Después de aspiracion la médula osea se filtra y se coloca en el contenedor de plastico
estéril (con 100 ml de albumina humano, 25,000 unidades de heparina). Luego con el
apoyo de equipos especiales se realiza la separacion de las células por tamafio, densidad
o reactividad inmunologica (basada en anticuerpos monoclonales contra el antigeno
CD133+).
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El cultivo de las células madre mesenquimales para su posterior uso con fines
cientificos y practicos se realiza en el plasma de los terneros recién nacidos. En el
momento de trasplantar este cultivo siempre existe riesgo de la trasmision de diferentes
enfermedades y reacciones inmunoldgicas de rechazo®®®V. Se estan estudiando las
posibilidades de la aplicacién alternativa del plasma autégeno para el cultivo de las
células madre mesenquimales.

El verdadero reto para la ingenieria tisular es el desarrollo de las matrices-
bioportadores para la colocacion direccionada de las células a trasplantar en el lugar de
alteracion y creacion de la carcasa necesaria para la adhesion y proliferacion
celular®>®¥). Durante el cultivo in vitro las células madre mesenquimales se introducen
en el biomaterial y conjuntamente con el siguen su multiplicacion y desarrollo.

Los biomateriales deben cumplir, por un lado, el rol de matriz o portador de
células, y, por el otro lado, influir adecuadamente en la diferenciacion de las mismas. En
caso de defectos cartilaginosas la adecuada matriz con las células de una manera
significativa facilita la intervencion quirtrgica, en el cual el complejo células-matriz se
introduce directamente en el defecto del cartilago sin fijacion adicional con el periostio.
En caso de una buena adhesion de trasplante con el hueso subcondral su fijacion
adicional no se requiere®?.

Como biomateriales se utilizan el acido hialurénico, colageno y polimeros (PLA,
PGA, PLLA, PLDLA). Existen datos sobre el uso de los materiales-carcasas sintéticos
que se degradan por los microorganismos. Las matrices al asegurar una buena estructura
inicial pueden temporalmente estabilizar los condrocitos en el defecto y dirigir su
distribucion espacial dentro del tejido, asi como la sintesis del colageno y
proteoglicanos. En modificaciones posteriores de esta técnica empezaron a utilizar el gel
de colageno, en el cual las células aisladas sin el cultivo se introducen directamente en
el cultivo en forma de monocapa. Condrocitos de la suspension tienen la capacidad de
introducirse de la matriz-portador en los tejidos circunstantes del receptor con su posible
posterior integracion completa. Es muy importante que la introduccion de este tipo de
matriz artificial puede realizarse por el método poco invasivo como la artroscopia®>6),

Cierto interés genera el uso en calidad de bioportadores de los autocondrocitos
alginatos. Ellos son polisacaridos anidnicos de las paredes celulares de las algas marinas
pardas, que contienen copolimeros lineales de manuronato-guluronato y se caracterizan
por la composicion especifica. Uno de aplicaciones originales de los alginatos ha sido la
estimulacion de fenotipo de los condrocitos y aumento de su funcionamiento en el
cultivo in vitro™*¥ .

En general, para las matrices-portadores de las células madre mesenquimales se
presentan siguientes requisitos: El material no puede tener efecto negativo contra las
células; ademés de propiedades conductivas tiene que poseer las propiedades
inductivas; fomentar la viabilidad, actividad proliferativa y diferenciacion respectiva de
las células después de trasplante; tiene que someterse a bioresorcion, liberando el
espacio para el tejido que se estd formando y ddndole el material necesario para su
formacion(®?).

Se ha obtenido buenos resultados el uso en calidad del bioportador la spongiosa
alogénica desmineralizada, “Lioplast”, obtenida en el banco de tejidos de la UEMS
segin el método original patentado de la sustancia esponjosa de las epifisis de huesos
largos de conejos adultos.

El proceso de obtencion del dicho bioportador incluye el tratamiento especial de
los tejidos por ultrasonido para eliminar los elementos de la medula 6sea y grasa de la
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spongiosa, esterilizacion primaria del material, inactivacion viral. Luego del tratamiento
primario liofilizan los tejidos, empaquetan herméticamente y esterilizan con radiacion.

Grandes expectativas generan los avances en posibilidad de cultivos y trasplantes
de las células en diferentes etapas de diferenciacién (fibroblastos, queratinocitos,
condroblastos, cardiomiocitos, etc.) cuya aplicacion esta libre del riesgo de
malignizacion o este riesgo se ve significativamente reducido. Por lo tanto el trabajo con
las células e ingenieria tisular se debe realizar con mucha exactitud y responsabilidad.

Actualmente los resultados de las investigaciones experimentales en esta area no
son definitivos, requieren multiples investigaciones y analisis. No estd bien resuelta la
parte ética del asunto. Debido a esto varios paises han prohibido el uso de tecnologias
celulares en la practica clinica. En Rusia, la investigacion esta bajo el control de las
autoridades respectivas.

Conclusiones

La medicina actual ya ha iniciado la aplicacién de tecnologias celulares para el
tratamiento de diferentes enfermedades que en su esencia representan el
comportamiento anémalo de diferentes poblaciones celulares en el organismo y que
pueden ser corregidas con los factores de las células jovenes y sanas.

El principal obsticulo en el camino de introduccidén de estas tecnologias en la
practica clinica son 2 factores: déficit de material donante auto- y aldgeno con la
actividad expresa; y ausencia de las pruebas consistentes de los efectos clinicos
pronunciados y prolongados en pacientes con enfermedades sistémicas y autoinmunes
cronicas, que dependen de tales resultados.

El cultivo celular de células madre mesenquimales estromales tiene los
problemas del alto costo y de la imprevisibilidad de la diferenciacion.

La aplicacion de tecnologias celulares en medicina no solo requiere grandes
inversiones, equipamiento de punta y especialistas altamente calificados, sino también
una legislacion clara y regulacion.

Se debe elaborar un sistema racional de aplicacion de tecnologias celulares en
pacientes con diferentes patologias, determinacion de indicaciones y contraindicaciones.
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