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1. Introduccion

Un area de la clinica humana de gran interés biomédico es la del trasplante de 6rganos
pues cada vez son mas los pacientes que sufren un proceso degenerativo de un érgano con-
creto que obliga a sustituirlo.

El principal problema que se plantea en este campo terapéutico es la escasez de 6rganos
para ser trasplantados, pues a pesar de politicas muy activas para fomentar la donacién de
érganos, son muchos los pacientes que tienen que esperar largos periodos de tiempo, con
el agravamiento que ello puede suponer para su enfermedad, incluso hay bastantes que
no consiguen el érgano deseado y fallecen sin haber sido trasplantados. Como botén de
muestra de ello puede ser de interés recordar que el pasado 14 de abril de 2014 habia en
Estados Unidos 122.000 pacientes esperando un érgano para serles trasplantado, pero menos
de 30.000 lo consiguieron ese afno’'. Por lo que, hay que buscar soluciones alternativas para
este grave problema. Sin duda, una de las mas esperanzadoras es la produccién bioartificial
de tejidos y érganos.

Como se comenta en The Lancet? la posibilidad de obtener érganos bioproducidos es una
novedosa estrategia que puede ser utilizada con ventaja en el campo de la medicina rege-
nerativa y reparadora. Estos 6rganos se pueden producir combinando células troncales de
distintos tipos con matrices extracelulares biocompatibles y biodegradables, consiguiéndose
asi estructuras biolégicas que pueden ser creadas ex vivo y que pueden implantarse, y man-
tenerse en adecuadas condiciones de funcionamiento, tras ser trasplantadas a animales vivos.

Por otro lado, la posibilidad de producir estos érganos utilizando células troncales del
propio paciente que va a recibir el trasplante evitaria los problemas de rechazo inmunolégico
que frecuentemente se da en el trasplante de 6rganos.

1 The Scientist. 2014 May 1.
2 Ott HC, Mathisen DJ. Bioartificial tissues and organs: are we ready to translate? The Lancet. 2011; 378:
p. 1977-1978.

CUADERNOS DE BiotTicA XXVI 2015/12
149



JusTo AzNAR Lucea, JuLio TupeLA CUENCA Y JOSE Luis SANCHEZ GARCIA  PRODUCCION DE ORGANOS BIOARTIFICIALES

Aunque el avance en el campo médico que estamos
comentando es indudable, y su uso clinico ya se esta
convirtiendo en realidad, es necesaria ain mucha mas
experimentacion preclinica en modelos animales, para
evaluar la seguridad y eficacia de estas técnicas y asi
poder pensar en su utilizacién generalizada en la clinica
humana. Especialmente hay que encontrar las matrices
extracelulares idéneas, la fuente de células troncales
mas adecuada, las mejores condiciones de cultivo, asi
como el manejo perioperativo de los pacientes, todo lo
cual debe ser aclarado previamente a la utilizacion clini-
ca generalizada de érganos bioproducidos.

De todas formas, no cabe duda de que nos encontra-
mos en los albores de un prometedor campo terapéuti-
co, pues ya se van consiguiendo resultados positivos, y
son bastantes los 6rganos bioproducidos, algunos de los
cuales ya han podido ser utilizados en la clinica humana.

En el campo terapéutico que estamos comentado se
pueden distinguir tres grandes grupos de experiencias: la
produccion de érganos, la experimentacion con animales
y el uso clinico en humanos; a ello nos referiremos en
este trabajo, afladiendo un cuarto capitulo para evaluar

médica y éticamente el uso de érganos bioproducidos.

2. Produccion de 6rganos (Tabla 1)
2.1. Corazon

Las enfermedades cardiacas son una de las principa-
les causas de mortalidad en el mundo?. A pesar de los
progresos realizados en el tratamiento de las mismas el
trasplante de corazoén puede ser la Ultima posibilidad cu-
rativa para muchos de estos pacientes. Sin embargo, este
tipo de trasplante, como otros, tiene una objetiva difi-
cultad y es la limitada cantidad de corazones disponibles
para ser trasplantados. Por ello, promover nuevas op-
ciones terapéuticas para dichos enfermos es prioritario.

En este sentido, son dos las posibilidades que al pare-
cer ofrecen mejores perspectivas clinicas: la terapia celu-
lary la produccién de bioérganos para ser trasplantados.

3 Lozano R, Naghavi M, Foreman K, Lim S, Shibuya KAV, al
e. Global and regional mortality from 235 causes of death for 20
age groups in 1990 and 2010: a systematic analysis for the Global
Burden of Disease Study 2010. Lancet. 2012; 380: p. 2095-128.

En relacion con la terapia celular, son ya numerosos
los ensayos clinicos dirigidos a evaluarla en pacientes
cardiacos?, aunque la gran mayoria de ellos han estado
dirigidos a reparar lesiones parciales del corazén dafa-
do, pero no todo él.

Los intentos de producir bioartificialmente tejido
cardiaco han sido numerosos®, pero solamente se han
logrado producir pequefas estructuras, que trasplanta-
das a animales con disfuncion cardiaca consiguen mejo-
rarla®. Sin embargo, parece ineludible conseguir la pro-
duccién de 6rganos completos.

Las primeras experiencias para la producciéon de un
corazén bioartificial fueron las realizadas por el equi-
po de Doris Taylor, quienes en 2008 lo consiguieron’.
Esencialmente la técnica que utilizaron consistié en la
descelularizacién de corazones de cadaver de rata por
perfusién con distintos tipos de detergentes. En esas pri-
meras experiencias, utilizaron 40 corazones de cadaveres
de rata y probaron tres tipos de detergentes, eligiendo
finalmente el dodecil sulfato soédico (SDS). Tras la perfu-
sion del corazén animal con el detergente durante 12
horas consiguieron una matriz descelularizada del mis-
mo, que mantenia la estructura geométrica del corazén
de rata, y sobre todo su estructura vascular y valvulas
celulares funcionantes.

Posteriormente, la matriz descelularizada fue rece-
lularizada con células troncales cardiacas y endoteliales,
introduciéndola después en un biorreactor que garan-
tizaba la perfusidon coronaria en un medio de cultivo
oxigenado, consiguiéndose asi una estructura cardiaca
completa, la cual a los 4 dias empez6 a contraerse y a los

8 ya podia funcionar como bomba cardiaca®.

4 Pfister O, Della Verde G, Liao R, Kuster GM. Regenerative
therapy for cardiovascular disease. Transl Res. 2014; 163: p. 307-20.

5 Eschenhagen T, Zimmermann WH. Engineering Myocardial
Tissue. Circulation Research. 2005; 97: p. 1220-1231.

6 Zimmermann WH, Melnychenko I, Wasmeier G, Didié M,
Naito H, Nixdorff U, et al. Engineered heart tissue grafts improve
systolic and diastolic function in infarcted rat hearts. Nat Med. 2006;
12: p. 452-8.

7 Ott HC, Matthiesen TS, Goh SK, Black LD, Kren SM, Netoff
T, et al. Perfusion-decellularized matrix: using nature’s platform to
engineer a bioartificial heart. Nat Med. 2008; 14: p. 213-21.

8 Ott HC, Matthiesen TS, Goh SK, Black LD, Kren SM, Netoff
Tl, et al, op.cit. 7.

CUADERNOS DE BiotTicA XXVI 2015/12

150



JusTo AzNAR Lucea, JuLio TupeLA CUENCA Y JOSE Luis SANCHEZ GARCIA  PRODUCCION DE ORGANOS BIOARTIFICIALES

Tabla 1. Produccién de érganos bioartificiales.

ORGANO | TRABAJOS | ANO | FINALIDAD DEL TRABAJO FUENTE REGENERATIVA RESULTADOS
Obtencion de corazones com- | Matriz de corazon de rata descelularizada / re- | Funcionamiento como bomba
Ott HC et 2008 | Pletos de rata celularizada con células troncales cardiacas y | cardiaca a los 8 dias
al. (1) endoteliales
Corazén
Obtencion de un corazén hibri- | Matriz de corazén animal descelularizada /re- | Funcionamiento como bomba
LuTetal. (2) | 2013 |do animal-humano celularizada con células troncales pluripotentes | cardiaca a los 20 dias
inducidas (iPS) humanas
Produccion de estructuras tridi- | Células troncales cultivadas con diferentes fac- | Produccion de intestino artifi-
Intestino | “PeNeIRet | 0.0 | mensionales de tejido intesti- | tores/células iPS derivadas de las células de piel | cial con funcionalidad similar al
al. (3) nal humano de un sujeto adulto intestino normal
Produccion de estructuras tridi- | Células iPS de un paciente que padecia micro- | Produccion de “organoides ce-
Lancaster MA ) . . . e
2013 | mensionales de tejido nervioso | cefalia rebrales
etal. (4)
humano
Cerebro
. Produccion de una estructura | Neuronas corticales de rata sembradas en una | Produccion de tejido cerebral
Daskalakis NP . . . ) .
etal. (5) 2014 | cerebral tridimensional matriz de fibras de seda parecido a una estructura cere-
' bral funcionante
Petersen TH Produccion de una estructura | Matriz descelularizada de pulmones de rata | Tejido pulmonar capaz de inter-
Pulmén |etal.OttHet| 2010 |tridimensional pulmonar recelularizada con células neonatales de tipo | cambio gaseoso.
al. (6) (7) epitelial y con células endoteliales
Obtencion de tejido dseo hu- | Estructura dsea trabecular descelularizada / re- | Obtencion de capas laminares
Hueso Graystlnn Wi 2010 | mano celularizada células troncales mesenquimales | de tejido éseo
etal. (8) humanas
Obtencion de tejido ¢seo de | Matriz 6sea descelularizada de raton / recelu- | Asociacion de las células mesen-
Tsigkou O et raton larizada con células troncales mesenquimales | quimales trasplantadas a la ma-
al. (9) 2010 humanas de médula 6sea y células endoteliales | triz dsea y mineralizacion del
Hueso de sangre de cordén umbilical tejido 6seo producido.
Obtencién de estructuras dseas | Matriz 6sea descelularizada/recelularizada con | Produccion de estructuras dseas
de Peppo GM ) . . . o .
2013 células iPS del propio paciente especificas del paciente del que
etal. (10) . ) .
se han obtenido las células iPS
Cervantes TM Produccion de orejas bioartifi- | Molde de titanio rellenado con células cartila- | La estructura creada adquiere
Oreja 2013 | ciales ginosas de oreja la morfologia propia de la oreja
etal. (11)
adulta
Obtencion de tejido ovarico | Estructura tridimensional de gel de agarosa /| El tejido ovérico generado es
. Krotz, SP et humano celularizada con células de la teca obtenidas de | capaz de producir ovocitos fun-
Ovario al. (12) 2010 donantes / afiadiendo ovocitos inmaduros recu- | cionantes
biertos de células de la granulosa
Obtencidn de corneas porcinas | Matriz descelularizada de cerdos/recelularizada | Se  obtiene material corneal
LuoH(13) | 2013 con células amniéticas y epiteliales apto para reparar lesiones seve-
ras de la cornea
Cornea - . | - . . - "
Produccién de un ojo de ratén | Células troncales embrionarias del mismo ani- | Formacién de copas retinianas
Eiraku M et 2011 embrionario mal a las que se afiade Matrigel
al. (14)
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El 6rgano producido era trasplantable a animales en
la etapa final de una enfermedad cardiaca experimental.

Segun los autores, aunque este estudio estaba limi-
tado a ratas, podria en un futuro ser utilizado en hu-
manos, pues también se evalué la técnica con éxito en
mamiferos superiores, como en cerdos, que muestran
una complejidad cardiaca similar a la humana.

Ademas esta misma técnica fue utilizada, por el pro-
pio equipo de Doris Taylor, para descelularizar otros 6r-
ganos, entre ellos: pulmén, higado, rifidén y tejido mus-
cular, lo que posteriormente también fue llevado a cabo
por otros equipos de investigacién®10111213,

Se ha dado un paso mas en la produccién de corazo-
nes bioartificiales, cuando en marzo de 2013 se publicé
un articulo en Nature Communications', en el que se
describe la producciéon de un corazén hibrido animal-hu-
mano. Esencialmente la experiencia consistié en reempla-
zar en un corazén animal descelularizado sus células con
células cardiacas obtenidas a partir de células troncales
pluripotentes inducidas (iPS) humanas, derivadas de cé-
lulas progenitoras cardiovasculares. Las células humanas
trasplantadas a la matriz de corazén animal, migran, pro-
liferan y se diferencian in situ a miocardiocitos, células
musculares y endoteliales, hasta reconstruir el corazén
descelularizado de la rata. Tras 20 dias de perfusion el co-
razén bioproducido se contrae espontdneamente, mues-
tra fuerza mecanica y responde a farmacos especificos.
Ademas también se comprueba que la matriz extracelular
contribuye a promover la proliferacion de cardiomiocitos.

9 Song JJ, Guyette JP, Gilpin SE, Gonzalez G, Vacanti JP, C
OH. Regeneration and experimental orthotopic transplantation of
a bioengineered kidney. Nature Medicine. 2013; 19: p. 646-651.

10 Petersen TH, Calle EA, Zhao L, Lee EJ, Gui L, Raredon MB, et
al. Tissue-engineered lungs for in vivo implantation. Science. 2010;
329: p. 538-541.

11 Ott HC, Clippinger B, Conrad C, Schuetz C, Pomerantseva |,
lkonomou L, et al. Regeneration and orthotopic transplantation of
a bioartificial lung. Nature Medicine. 2010; 16: p. 927-933.

12 Nakayama KH, Batchelder CA, Lee Cl, F TA. Decellularized
rhesus monkey kidney as a three-dimensional scaffold for renal tis-
sue engineering. Tissue Eng Part A. 2010; 16: p. 2207-16.

13 Uygun BE, Soto-Gutierrez A, Yagi H, Izamis ML, Guzzardi
MA, Shulman C, et al. Organ reengineering through development
of a transplantable recellularized liver graft using decellularized
liver matrix. Nat Med. 2010; 16: p. 814-20.

14 Lu T, Lin B, Kim J, Sullivan M, Tobita K, Salama Gea. Re-
population of decellularized mouse heart with human induced plu-

ripotent stem cell-derived cardiovascular progenitor cells. Nature
Communications DOI: 10.1038/ncomms330. 2013.

En opinidn de los autores, su nueva estrategia puede
ser util para producir corazones bioartificiales persona-
lizados (no hay que olvidar que la matriz de corazén de
rata se recelularizé con células obtenidas de células iPS
del propio paciente), lo que puede servir para promover
ensayos preclinicos, dentro del amplio campo de la me-

dicina regenerativa cardiaca.

2.2. Intestino

Aunque con anterioridad se habia conseguido dife-
renciar células troncales embrionarias y células iPS en
células intestinales no se habia podido producir una ver-
dadera estructura tridimensional. Sin embargo, en 2010,
un equipo de Cincinnati, dirigido por James Wells, pu-
blica en Nature la produccién, por primera vez, de una
estructura tridimensional de tejido intestinal, es decir
similar al intestino natural®.

Para conseguirlo se cultivan células troncales con ac-
tivina A, lo que las hizo diferenciarse a células similares a
las del endodermo. Después se afladen otros dos factores,
WNT3A y FGF4, que trasforman el endodermo genérico
producido en endodermo posterior, que conduce al desa-
rrollo de tejido intestinal. Después se aflade un conjun-
to de factores, que los autores denominan “sistema de
cultivo prointestinal”, que favorece la produccion de un
intestino artificial con funcionalidad similar al intestino
normal, pues a los 28 dias se podian identificar en él leu-
cocitos, células caliciformes, endometriales y de Paneth.

El intestino producido tiene la particularidad de que,
en una de las experiencias, se obtiene a partir de células
iPS derivadas de las células de piel de un sujeto adulto,
lo que permite que el tejido producido pudiera ser tras-
plantado al mismo individuo sin problemas de rechazo,
mejorando sustancialmente la posibilidad de trasladar
estas experiencias a la clinica humana.

Ademas de su posible utilidad dentro del campo de
la medicina regenerativa, estas experiencias pueden
dar paso a la obtencién de células iPS de pacientes con

anormalidades congénitas del intestino, lo que permitira

15 Spence J, Mayhew C, Rankin S, Kuhar M, Vallance J, Tolle K,
et al. Directed differentiation of human pluripotent stem cells into
intestinal tissue in vitro. Nature. 2010; 470: p. 105-9.
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profundizar en la patogenia de dichos trastornos, y en

su caso poder iniciar ensayos clinicos para tratarlos.

2.3. Cerebro

Un grupo de investigadores de las Universidades de
Viena, Edimburgo, Cambridge y Londres, dirigido por
el austriaco Juergen A Knoblich', ha logrado producir
estructuras tridimensionales de hasta cuatro milimetros
de diametro de tejido nervioso, que ellos denominan
“organismos cerebrales”, que se asemejan a la estruc-
tura cerebral humana en sus primeras etapas de desa-
rrollo y que pueden producir tejidos de varias regiones
cerebrales, como puede ser el cértex cerebral, y que a
su vez contiene poblaciones de células progenitoras que
pueden generar distintos subtipos de neuronas. Estas
estructuras cerebrales, semejantes al cerebro humano,
hasta ahora no se habian conseguido producir.

Este estudio también tiene la particularidad de que
describe la produccion de células iPS, obtenidas a partir
de células somaticas de un paciente que padecia micro-
cefalia, una enfermedad que es dificil de reproducir en
ratones. A partir de ellas se pudieron diferenciar orga-
noides cerebrales de ese mismo paciente, lo que posible-
mente podria facilitar el estudio de dicha enfermedad, e
incluso de otras, como pueden ser esquizofrenia o autis-
mo y también explorar posibles tratamientos para ellas.
Aunque indudablemente los organoides producidos aun
estdn muy lejos de poder equipararse a cerebros adultos.

Como ocurre en la mayoria de los casos el tejido
tridimensional generado, tiene la dificultad crucial para
poder desarrollarse normalmente de no contar con un
sistema vascular propio, lo que limita en gran manera
su viabilidad.

Mas recientemente’, un equipo de la Universidad
Tufts también ha podido producir una estructura cere-
bral tridimensional, a partir de neuronas corticales de

rata, que posteriormente fueron sembradas en una ma-

16 Lancaster MA, Renner M, Martin CA, Wenzel D, Bicknell LS,
Hurles ME, et al. Cerebral organoids model human brain develop-
ment and microcephaly. Nature. 2013; 501: p. 373-379.

17 Daskalakis NP, Cohen H, Cai G, Buxbaum JD, Yehuda R.
Expression profiling associates blood and brain glucocorticoid re-
ceptor signaling with trauma-related individual differences in both
sexes. PNAS. 2014; 111: p. 13529-13534.

triz de fibras de seda. El resultado final fue la consecu-
cion de tejido cerebral muy parecido a una estructura
cerebral funcionante.

Para conseguirlo, los autores desarrollan una matriz
concéntrica, compuesta por seis anillos, que se recelu-
larizan con seis tipos diferentes de células neuronales,
que representan las seis capas del cértex de un mami-
fero. Las células sembradas pudieron desarrollar axones
que se proyectaban hacia las diferentes capas, mientras
que los cuerpos celulares permanecian fijos dentro de
la matriz artificial. Las neuronas producidas podian res-
ponder quimicamente y eléctricamente de forma similar
a neuronas animales.

Segun los autores estas experiencias podrian servir para

futuros tratamientos de traumatismos cerebrales humanos.

2.4. Pulmon

Las enfermedades pulmonares producen alrededor
de 400.000 muertos al afio en Estados Unidos'®. Hoy dia
la mejor solucidon para tratar este tipo de afeccion es
el trasplante pulmonar, pero no siempre se consigue el
deseado 6rgano.

Utilizando la misma técnica desarrollada por Doris
Taylor para crear un corazén artificial’® DOI:, en julio de
2010 se publica la produccion de un pulmoén artificial de
ratas, que posteriormente pudo ser trasplantado a otros
animales®.

Para obtener la matriz correspondiente se tratan
pulmones de ratas adultas con un detergente hasta
conseguir su total descelularizacion. La matriz obtenida
mantiene la estructura de las vias respiratorias y vascu-
lares. Posteriormente esta matriz se rellena con células
neonatales de tipo epitelial y con células endoteliales,
para producir vasos sanguineos. El material producido
se incuba en un biorreactor para cultivar el epitelio pul-
monar y endotelio vascular generados.

Segun los autores, las caracteristicas mecanicas del
tejido pulmonar producido es similar al tejido pulmo-

18 Petersen TH, Calle EA, Zhao L, Lee EJ, Gui L, Raredon MB, et
al, op. cit. 10

19 Ott HC, Clippinger B, Conrad C, Schuetz C, Pomerantseva |,
lkonomou L, et al, op. cit. 11

20 lbid., 10.
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nar natural, por lo que puede ser trasplantado a ratas,
manteniendo en ellas el intercambio gaseoso durante
45 a 120 minutos.

Aunque estos resultados son estimulantes, queda
mucho camino por recorrer antes de conseguir la pro-
duccion de pulmones completos, pero los mismos su-
gieren que la recelularizacién de una matriz pulmonar
es una estrategia valida para la produccion de tejido
pulmonar con posibilidad de ser utilizado en la clinica
humana, aunque en un plazo no bien determinado.

Un aspecto para facilitar la trasferencia del tejido
pulmonar producido a la clinica humana es que se pue-
da conseguir epitelio pulmonar autélogo, a partir de
células troncales pulmonares o de células iPS.

En agosto de ese mismo afio otro grupo investiga-
dor también logré producir en ratas un pulmén bioar-
tificial?', utilizando una técnica similar a la usada por
Petersen y su grupo.

Segulin se comentan en Science? los trabajos de Pe-
tersen y Ott abren esperanzadoras posibilidades para
tratar enfermedades pulmonares y profundizar en el
conocimiento de la fisiologia pulmonar, pero todavia
existen muchos aspectos que deben ser clarificados. Por
ejemplo, identificar las mejores fuentes para obtener
las células troncales del paciente que sean mas efectivas
para la recelularizacion de la matriz descelularizada, con
el objetivo de que la barrera entre la sangre y los gases
funcione adecuadamente, asi como poder conseguir la
endotelizacién vascular completa.

2.5. Hueso
Dos trabajos publicados en PNAS en 2010724, descri-

ben la posibilidad de producir estructuras éseas a partir
de la recelularizacién de matrices 6seas con células tron-

cales mesenquimales humanas.

21 Ibid., 11

22 Wagner WR, Griffith BP. Reconstructing the Lung. Science.
2010; 329: p. 520-522.

23 Grayson WL, Frohlich M, Yeager K, Bhumiratana S, Chan
ME, Cannizzaro C, et al. Engineering anatomically shaped human
bone grafts. Proc Natl Acad Sci U S A. 2010; 107: p. 3299-304.

24 Tsigkou O, Pomerantseva |, Spencer JA, Redondo PA, Hart
AR, O'Doherty E, et al. Engineered vascularized bone grafts. Proc
Natl Acad Sci U S A. 2010; 107: p. 3311-6.

En el primero de ellos® se parte de una estructura
6sea trabecular descelularizada, que posteriormente se
recelulariza con células troncales mesenquimales huma-
nas. Tras cinco semanas de cultivo en un biorreactor
especifico, se constata la formacién de tejido 6seo, por
la aparicion de capas laminares propias de dicho tejido.
Como en este caso la matriz ésea se obtuvo de hueso
craneofacial, los autores comentan la posibilidad de uti-
lizar la técnica para reconstrucciones oseas de esa parte
del cuerpo.

En el segundo?, se parte de una matriz 6sea desce-
lularizada obtenida de ratones, que se recelulariza con
células troncales mesenquimales humanas de médula
6sea y células endoteliales de sangre de cordon umbi-
lical. Las células endoteliales forman estructuras tubu-
lares y posteriormente redes a través de la matriz 6sea.
A los 11 dias se constata una importante asociacién de
las células mesenquimales trasplantadas con la referida
matriz dsea.

Aunque inicialmente esta estructura ésea es muy
inmadura y altamente permeable, a las 4 semanas ad-
quiere una estructura mas consistente, a la vez que una
adecuada mineralizacion del tejido 6seo producido. Es
de interés sefialar que a los 5 meses aun se podia ob-
servar en el tejido producido vasos sanguineos humanos
funcionantes.

Segun los autores, a partir de pericitos y células en-
doteliales se pueden conseguir redes de micro vascula-
rizacion funcionantes para producir injertos de hueso.

Pero incluso, nos parecen alin mas interesantes que
las anteriores experiencias, la posibilidad de conseguir
estructuras 6seas biogeneradas a partir de células iPS
del propio paciente. Con esta finalidad se induce la pro-
duccion de tres lineas de células iPS a partir de células
somaticas de tres tipos de tejidos diferentes, que son

activadas para que se desdiferencien a células 6seas?.

25 Grayson WL, Frohlich M, Yeager K, Bhumiratana S, Chan
ME, Cannizzaro C, et al, op. cit. 23.

26 Tsigkou O, Pomerantseva |, Spencer JA, Redondo PA, Hart
AR, O'Doherty E, et al, op. cit. 24.

27 de Peppo GM, Marcos-Campos |, Kahler DJ, Alsalman D,
Shang L, Vunj G, et al. Engineering bone tissue substitutes from
human induced pluripotent stem cells. Proceedings of the National
Academy of Sciences. 2013; 110: p. 8680-8685.

CUADERNOS DE BiotTicA XXVI 2015/12

154



JusTo AzNAR Lucea, JuLio TupeLA CUENCA Y JOSE Luis SANCHEZ GARCIA  PRODUCCION DE ORGANOS BIOARTIFICIALES

Las células producidas se transfieren a matrices 6seas
descelularizadas que se mantienen adecuadamente per-
fundidas en los correspondientes biorreactores.

Las estructuras 6seas producidas tienen la particu-
laridad de ser especificas del paciente del que se han
obtenido las células iPS, lo que indudablemente podria

favorecer su uso clinico.

2.6. Oreja

La reconstruccion de la oreja sigue siendo un desafio
para poder solucionar los problemas que se plantean
para tratar algunos defectos auriculares congénitos o
adquiridos. Hasta ahora se habia intentado utilizando
cartilago obtenido de las costillas de los pacientes o
implantes rigidos poliméricos, pero estos materiales no
siempre tienen la flexibilidad de las orejas reales o su
consistencia.

Ahora se describe la posibilidad de crear una oreja
bioartificial?®. Para ello, los autores utilizan un modelo
tridimensional que tiene la estructura de la oreja y
a partir de él generan un molde, fortaleciéndolo con
un armazén de titanio. Finalmente rellenan la matriz
producida con condrocitos obtenidos del cartilago au-
ricular de personas adultas. Las orejas asi producidas
las insertan en la piel de ratas y dejan que evolucionen
durante 12 semanas, consiguiendo que la estructura
creada vaya adquiriendo la morfologia propia de la
oreja adulta.

Segun los autores, la oreja por ellos bioproducida

podria utilizarse para futuras aplicaciones clinicas.

2.7. Ovario

En distintas circunstancias, pero en especial tras un
tratamiento de quimioterapia o radioterapia, el ovario
puede perder su capacidad funcional, lo que puede ha-
cer infértil a la mujer en cuestién. Para evitarlo, hasta
ahora la practica mas utilizada es obtener tejido ovarico,

que es crioconservado, para ser reimplantado cuando

28 Cervantes TM, Bassett EK, Tseng A, Kimura A, Roscioli N,
Randolph MA, et al. Design of composite scaffolds and three-di-
mensional shape analysis for tissue-engineered ear. J. R. Soc. Inter-
face doi: 10.1098/rsif.2013.0. 2013.

la mujer ha finalizado su tratamiento antitumoral. La
principal dificultad de esta técnica es que el ovario suele
dejar de funcionar con el tiempo, no mas alld de dos
afos. Para encontrar una solucion mas definitiva se ha
creado un ovario artificial que puede generar ovocitos
funcionantes.

Esto lo ha logrado un equipo de la Universidad
Brown, de Nueva York, dirigido por Sandra Arson?,
que utilizando gel de agarosa producen una estructura
tridimensional, en forma de panal de abeja, en la que
depositan células de la teca, obtenidas de donantes, de
25 a 46 afnos. A los 72 dias las células han proliferado
y generado una trama sobre la que posteriormente se
depositan ovocitos inmaduros recubiertos de células de
la granulosa, también obtenidas de donantes. A partir
de los ovocitos inmaduros, el tejido ovarico generado
produjo ovocitos funcionantes. La estructura ovdrica
creada se mantuvo viable durante una semana.

Es ésta la primera vez que se demuestra la posibili-
dad de producir una estructura tridimensional ovarica,
compuesta por los tres tipos de células ovaricas, funcio-
nalmente activas.

El ovario artificial creado, segun los autores, podra
ser utilizado en un futuro en la fecundacién in vitro y

también en estudios toxicolégicos de los ovocitos.

2.8. Cdrnea y retina

Una cérnea funcionante es necesaria para una vision
normal. Numerosas patologias pueden afectarla y hasta
hace poco tiempo la Unica posibilidad terapéutica era el
trasplante. Pero como en otros 6rganos, la disponibili-
dad de donantes es insuficiente para cubrir las necesida-
des clinicas. Para solventar el problema la produccién de
cérneas bioartificiales es una atractiva posibilidad. Ya en
el aflo 2003 se realizaron las primeras experiencias con

29 Krotz SP, Robins JC, Ferruccio TM, Moore R, Steinhoff MM,
Morgan JR, et al. In vitro maturation of oocytes via the pre-fabri-

cated self-assembled artificial human ovary. J Assist Reprod Genet.
2010; 27: p. 743-50.
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tal finalidad®, a las que siguieron otras®¥, utilizando
matrices de cérneas humanas descelularizadas. Poste-
riormente también se utilizaron matrices de cérneas de
cerdo?®. Otros autores han seguido produciendo cérneas
biogeneradas®**3¥, que, aunque tienen una buena bio-
compatibilidad, no han logrado reproducir totalmente
la microestructura de la cérnea natural, lo que al parecer
ha sido parcialmente conseguido al producir un material
corneal que parece apto para reparar lesiones severas
de la cérnea?.

Pero, a nuestro juicio, el paso fundamental se dio
en 2011, cuando Eiraku y colaboradores®® consiguen,
por primera vez, la produccion de un ojo de ratén
embrionario a partir de células troncales embrionarias
de ese mismo animal, que son diferenciadas a estruc-
turas tridimensionales, demostrando que el complejo
proceso de evaginacion de las vesiculas 6pticas y la
posterior invaginacion para formar la copa retiniana,
ocurre espontdneamente a partir de células tronca-
les embrionarias, a las que posteriormente se afiade
Matrigel, que aporta componentes de la matriz extra-
celular, lo que favorece un proceso de morfogénesis,

que da lugar a la formacién de copas retinianas, que

30 Nishida K. Tissue engineering of the cornea. Cornea. 2003;
22: p. S28-34.

31 Alaminos M, Del Carmen Sanchez-Quevedo M, Mufioz-Avila
JI, Serrano D, Medialdea S, Carreras |, et al. Construction of a com-
plete rabbit cornea substitute using a fibrin-agarose scaffold. Invest
Ophthalmol Vis Sci. 2006; 47: p. 3311-7.

32 Rafat M, Li F, Fagerholm P, Lagali NS, Watsky MA, Munger
R, et al. PEG-stabilized carbodiimide crosslinked collagen-chitosan
hydrogels for corneal tissue engineering. Biomaterials. 2008; 29: p.
3960-72.

33 Gonzalez-Andrades M, de la Cruz Cardona J, lonescu AM,
Campos A, Del Mar Perez M, Alaminos M. Generation of bioengi-
neered corneas with decellularized xenografts and human kerato-
cytes. Invest Ophthalmol Vis Sci. 2011; 52: p. 215-22.

34 Duan X, Sheardown H. Dendrimer crosslinked collagen as a
corneal tissue engineering scaffold: mechanical properties and cor-
neal epithelial cell interactions. Biomaterials. 2006; 27: p. 4608-17.

35 Lawrence BD, Marchant JK, Pindrus MA, Omenetto FG, Ka-
plan DL. Silk film biomaterials for cornea tissue engineering. Bioma-
terials. 2009; 30.

36 Hisatoshi K, Masabumi K, Tetsushi T, Toshiyuki I, Hideyuki
M, Shigeto S, et al. Collagen immobilized PVA hydrogel-hydroxyap-
atite composites prepared by kneading methods as a material for
peripheral cuff of artificial cornea. Mat Sci Eng. 2004; 24: p. 729-35.

37 Luo H, LuY, Wu T, Zhang M, Zhang Y, Jin Y. Construction of
tissue-engineered cornea composed of amniotic epithelial cells and
acellular porcine cornea for treating corneal alkali burn. Biomateri-
als. 2013; 34: p. 6748-59.

38 Eiraku M, Takata N, Ishibashi H, Kawada M, Sakakura E,
Okuda Sea. Self-organizing optic-cup morphogenesis in three-di-
mensional culture. Nature. 2011; 472: p. 51-56.

expresan distintos marcadores de células neuronales
de retina y células de epitelio de retina pigmentada.

Una prueba de que el material ocular producido son
verdaderas retinas, es que cuando éste se cultiva en un
medio adecuado las copas Opticas producidas contienen
los principales tipos de neuronas retinianas, incluyendo

fotoreceptores.

3. Experiencias en animales (Tabla 2)

Un paso adelante en la bioproduccién de érganos
es que tras generarlos hayan podido ser trasplantados a

animales para evaluar su funcionalidad.

3.1. RiAdn

Dos equipos de investigacion han conseguido casi
simultdaneamente la creacion bioartificial de estructu-
ras renales funcionantes. El primero de ellos, dirigido
por HC Ott, publica en Nature Medicine* la creacion de
estructuras renales tridimensionales bioartificiales que
posteriormente son trasplantadas a animales, compro-
bandose que filtraban sangre y producian orina.

Los autores parten de rifiones de cadaveres de rata,
que son descelularizados utilizando un detergente, hasta
conseguir una matriz de tejido conectivo que mantenia
su estructura vascular. Después se recelulariza utilizando
dos tipos de células: de endotelio de vena umbilical, para
promover la formaciéon de vasos sanguineos y células re-
nales de ratas recién nacidas, para producir los restantes
tejidos del rifdn. Las células endoteliales vasculares se
perfundieron a través de la arteria renal y las de rifidn por
el uréter. El érgano producido fue primeramente mante-
nido en un biorreactor y después trasplantado a una rata
a la que se habia previamente eliminado un rifién.

Aunque el rifndén trasplantado era funcionalmente
activo, producia alrededor de un tercio de orina de la
que produce un riién normal y filtraba creatinina 36
veces mas despacio. Sin embargo Yong comenta®, que
muchos pacientes renales se someten a dialisis cuando la

funciéon renal cae por debajo de un 15% y que pueden

39 lbid., 7.
40 Yong E. Lab-grown kidneys transplanted into rats. Nature
News. 2013 April.
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Tabla 2. Experiencias en animales.

ORGANO TRABAJOS ANO FINALIDAD DEL TRABAJO FUENTE REGENERATIVA RESULTADOS
Creacion de estructuras rena-  Rifiones de rata descelularizados El rifion trasplantado es funcionalmente
Song, J J etal. 2013 les tridimensionales que son  /recelularizadas con endoteliode  activo
(15) trasplantadas a animales vena umbilical y células renales de
L ratas recién nacidas
Rif6n » - - - " -
Produccion de estructuras Células troncales, embrionariasy ~ El tejido producido expresa marcadores
Xia, Y et al. 2013 tridimensionales de rifion células iPS procedentes de células  células renales
(16) humano a partir de células humanas de piel y células renales
pluripotenciales de ratén
Produccion de injertos vascu-  Matriz tubular de cido poligli- Las propiedades mecanicas de los injertos
Injertos | Dahl SM et al. 2011 lares en babunes colico / celularizado con células vasculares producidos eran similares a las de
vasculares (17) troncales alogénicas humanas o de  los vasos sanguineos humanos
musculo canino
Glébulos | Giarratana MC Produccion de globulos rojos  Células periféricas CD34+ HSC El porcentaje de células circulantes era del
rojos etal. (18) 20m que se trasplantan a ratones 41% al 63%
Produccion de tejido tridi- Matrices de higado descelularizadas El tejido hepatico producido se trasplanta a
Uygun BE et . o . ; . .
al. (19) 2010  mensional hepatico de ratas / recelularizados con hepa-  ratas con un higado lesionado. Se consigue
' citos adultos reponer la funcion hepatica
Higado Produccion de brotes de Células iPS del propio paciente, Produccion de estructuras tridimensionales
Takebe T et 2013 higado humanos que se células endoteliales de cordén vascularizadas de higado
al. (20) trasplanta a distintos tipos de  umbilical y células troncales mesen-
animales quimales
Suaa Hetal Produccion de una estructura  Células troncales embrionarias de  La estructura hipofisaria producida injertada
Hipofisis 9 221) " 2011 tridimensional de adenohi-  raton en ratones vivos regula los niveles de gluco-
pofisis corticoides anormales
. Kobayashi T et Produccion de pancreas bio-  Células iPS de ratas y blastocistos  Se consigue la produccion de tejido pancrea-
Pancreas al. (22) 2010 generado en ratones de ratones tico funcionante
Produccion de piel humana  Matriz de fibrina y agarosa / celula-  Tras el injerto en animales vivos se comprue-
Garzon | et al. 2013 rizada con células troncales proce-  ba la produccion de epitelio funcionante
) (23) dentes de gelatina de Warton del
Piel cordén umbilical
Klar AS et al. Obtencién de tejido epitelial ~ Células adiposas Tras trasplantarlo a ratas se anastomosa con
(24) en ratas la estructura vascular del animal receptor
. . Bioproduccion de glandulas  Células epiteliales mesenquimales  Las glandulas bioproducidas muestran fun-
Glandulas | Hirayama M . . . s s
. 2013 lagrimales que se trasplantan  de glandulas lagrimales de em- cionalidad fisiologica
lagrimales et al. (25) i
a ratones adultos briones
Produccion de glandulas Células epiteliales y mesenquimales  Las glandulas bioproducidas producen saliva
salivares funcionales que se en respuesta a la administracion de pilocarpi-
Glandulas | Ogawa M et trasplantan a ratones adultos na o estimulacion gustativa. Si son trasplan-
. 2013 .
salivares al. (26) tadas a ratones con un defecto funcional de
las glandulas salivares se regenera la funcion
salival en los mismos
Produccion de un pene bioar-  Matriz de colageno del cuerpo El pene producido permite la copulacion de
Chen, KL et al. tificial en modelo animal cavernoso / celularizada con células  los animales trasplantados
Pene 2010 . .
(27) troncales autdlogas de tejido mus-
cular y endocelulares
Produccion de tejido mus- Sustrato de hidrogel /celularizado  Tras ser implantado en roedores el tejido mus-
, Juhasa M et , . . "
Musculo al. 28) 2014 cular que se trasplantan a con células de musculo de roedores  cular producido se fija adecuadamente en la

animales

lesion muscular, siendo funcionalmente activo
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evitar la hemodialisis si su rifidn funciona un 20%, lo que
podria apuntar a la posibilidad de utilizar con eficacia
clinica los rifiones bioproducidos.

En el segqundo, publicado en Nature Cell Biology*, el
equipo de Juan Carlos Izpisua describe la produccion de
estructuras tridimensionales de rifidn a partir de células
troncales, embrionarias y células iPS procedentes de cé-
lulas humanas de piel. En principio obtuvieron células
de primordio mesentérico, para después cultivarlas con
células renales de ratén, consiguiendo la produccién de
estructuras tridimensionales renales. Las células produ-
cidas mostraban una rapida y especifica expresién de
marcadores renales al cuarto dia de exposicién a deter-
minados medios de cultivo.

En otra experiencia el mismo equipo obtiene células
iPS a partir de un paciente con riidn poliquistico, que
como se sabe, tienen una funcién renal disminuida, lo
que permitidé generar estructuras tridimensionales rena-
les, probablemente utiles para profundizar en el conoci-

miento de esta alteracién genética renal.

3.2. Injertos vasculares

Se han utilizado rutinariamente injertos vasculares
producidos a partir de material autélogo o sintético en
hemodialisis o en bypasses arteriales en pacientes car-
diovasculares.

Hasta la fecha los injertos vasculares producidos por
ingenieria tisular, se consiguieron cultivando células
troncales autélogas de medula ésea sobre una matriz
de diversos polimeros o fibroblastos autélogos o células
endoteliales sin matriz alguna. Los injertos producidos
han mostrado prometedores resultados clinicos en los
ensayos hasta ahora realizados.

Sin embargo, los injertos generados por estos siste-
mas requieren para su produccion de seis a nueve me-
ses de cultivo, en los cuales los fibroblastos autélogos
producen el tejido generado lo que, sin duda, es una

dificultad para su posible uso clinico. Esta técnica tiene

41 Xia Y, Nivet E, Sancho-Martinez |, Gallegos T, Suzuki K, Oka-
mura D, et al. Directed differentiation of human pluripotent cells to
ureteric bud kidney progenitor-like cells. Nature Cell Biology. 2013;
15: p. 1507-1515.

ademas otro inconveniente, el elevado coste, aproxima-
damente 15.000 délares por injerto. Asi pues, parece
muy conveniente desarrollar nuevas técnicas que abara-
ten el proceso y que reduzcan el tiempo para conseguir
los injertos.

Con estos objetivos un equipo de investigadores nor-
teamericano ha conseguido producir injertos vasculares
generados artificialmente, con un didmetro mayor o
igual a 6 milimetros*.

Cuando los injertos generados solamente requerian
para su uso un diametro de 3 o 4 milimetros, el tiempo
de generacién del injerto se podia reducir a menos de
un mes.

En este trabajo en concreto se utilizan células tron-
cales alogénicas humanas o de musculo canino, a las
que se hace crecer sobre una matriz tubular de acido
poliglicolico. Las propiedades mecéanicas de los injertos
vasculares producidos eran similares a las de los vasos
sanguineos humanos y podian conservarse largo tiempo
a 4 grados centigrados. Los injertos mostraban resisten-
cia a la presién, no calcificaciéon e intima hiperplasia.

Los injertos producidos se evaluaron en babunes en
proceso de didlisis. También se evaluaron injertos ca-
ninos en un modelo animal de bypasses periféricos y
coronarios®.

Segun los autores los injertos biogenerados pueden
constituir una esperanzadora opcién para pacientes en
los que no existe tejido autélogo para ser utilizado o
en aquellos otros que tienen dificultades para recibir

injertos sintéticos.

3.3. Globulos rojos

La generacion de glébulos rojos artificialmente in
vitro puede ser una alternativa util a las trasfusiones
sanguineas realizadas por el método habitual. Ello es
interesante si se tiene en cuenta que las necesidades
mundiales anuales de unidades de glébulos rojos para
ser trasfundidos son aproximadamente de 90 millones.

42 Dahl SML, Kypson AP, Lawson JH, Blum JL, Strader JT, Li Y.
Readily Available Tissue-Engineered Vascular Grafts. Sci Transl Med.
2011 February; 2: p. 3:68ra9.

43 Dahl SML, Kypson AP, Lawson JH, Blum JL, Strader JT, Li Y.
op. cit 42.

CUADERNOS DE BiotTicA XXVI 2015/12

158



JusTo AzNAR Lucea, JuLio TupeLA CUENCA Y JOSE Luis SANCHEZ GARCIA  PRODUCCION DE ORGANOS BIOARTIFICIALES

Por ello, la posibilidad de obtener nuevas fuentes de
hemoglobina es un reto objetivo e incluso necesario.

En este sentido diversos grupos de investigacion que
trabajan en el area de la hematopoyesis han intentado
durante afos, sin éxito, desarrollar un método que per-
mitiera la generacion de células troncales hematopoyé-
ticas a partir de células troncales, tanto embrionarias
como adultas*. Por ello, la bioproducciéon de glébulos
rojos se plantea como un interesante objetivo.

En relacién con ello, en un trabajo publicado en
2011%, se evalla la capacidad de glébulos rojos pro-
ducidos in vitro para sobrevivir en humanos. La técnica
utilizada consiste en diferenciar eritrocitos a partir de
células periféricas CD34* HSC. Utilizando dicha técnica
se consigue producir una poblacién homogénea de gl6-
bulos rojos funcionantes en términos de deformabilidad,
contenido enzimatico y capacidad de su hemoglobina
para fijar oxigeno, a la vez que expresan correctamen-
te los antigenos de los grupos sanguineos. Los autores
inyectan los glébulos rojos asi producidos en ratones en
los que se completa su maduracion.

El porcentaje de células circulantes a los 26 dias de la
inyeccion de los glébulos rojos, era del 41% al 63%, lo
que es positivo si se tiene en cuenta que estos porcen-
tajes no se alcanzan a los 28 dias de trasfundir glébulos
rojos nativos humanos.

Segun los autores del trabajo, la posibilidad de utili-
zar glébulos rojos biogenerados podria, en un préximo
futuro, solventar las deficiencias de gldébulos rojos que

hoy dia existen en la clinica médica.

3.4. Higado

Como en otros 6rganos, la obtencion de higados
para trasplantar es también deficitaria, por lo que urge
encontrar fuentes alternativas. En este sentido en Es-

tados Unidos hay un déficit de unos 4000 higados al

44 Slukvin Il. Hematopoietic specification from human pluripo-
tent stem cells: current advances and challenges toward de novo
generation of hematopoietic stem cells. Blood. 2013; 122: p. 4035-
4046.

45 Giarratana MC, Rouard H, Dumont A, Kiger L, Safeukui |, Le
Pennec PY, et al. Proof of principle for transfusion of in vitro-gener-
ated red blood cells. Blood. 2011; 118: p. 5071-5079.

ano’. Como en otras circunstancias una posibilidad
de solucionar el problema es la produccién de higados
bioartificiales.

Para ello, se han propuesto dos vias, utilizar matrices
descelularizadas y posteriormente recelularizadas y las
mas novedosas usar células iPS del propio paciente para
la recelularizacion.

En el primer caso, se han utilizado matrices de higa-
do descelularizadas de ratas utilizando una solucién de
detergentes?. El proceso de descelularizacion preserva
en la matriz obtenida las caracteristicas estructurales de
la primitiva red vascular, lo que permite una eficaz re-
celularizaciéon con hepacitos adultos y la subsiguiente
perfusion del bioérgano obtenido.

Siguiendo este procedimiento el 6rgano bioprodu-
cido expresa las funciones propias de un higado nativo,
incluyendo la secrecion de albumina, la sintesis de urea
y la expresién del citocromo P450, a niveles similares a
los de un higado normal. Los higados producidos han
podido ser trasplantados a ratas con un higado lesiona-
do, consiguiendo mantener en ellas la funcién hepéatica
practicamente normal, con un dafo isquémico minimo.

Sin embargo, la creacion de higados completos aun
parece distante, pues para conseguirlo se necesitaria la
adicién de células no parenquimatosas, como pueden ser
células de endotelio sinusal, de epitelio biliar y células de
Kupffer.

En el segundo, Takebe y colaboradores, de la Uni-
versidad de Yokohama, producen estructuras hepaticas
a partir de células iPS del propio paciente, que después
son derivadas a células hepaticas y de ellas obtienen
brotes o yemas de tejido hepético funcionante, de un
tamano aproximado de 4mm*,

Para la obtencién de los brotes hepaticos los autores
utilizan tres tipos de células. Primero células iPS, que
introducidas en un nicho de células hepaticas expresan
genes correspondientes a ellas. Después, afiaden células

46 Uygun BE, Soto-Gutierrez A, Yagi H, Izamis ML, Guzzardi
MA, Shulman C, et al, op. cit. 13.

47 lbid., 13.

48 Takebe T, Sekine K, Enomura M, Koike H, Kimura M, Ogaeri
T, et al. Vascularized and functional human liver from an iPSC-
derived organ bud transplant. Nature. 2013; 499: p. 481-484.
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endoteliales de cordén umbilical, que favorece la endo-
telizacidon de los vasos producidos y finalmente células
troncales mesenquimales. Un aspecto peculiar de las ex-
periencias de Takebe y col es que trasplantan los bro-
tes de higado producidos a dos sitios diferentes en los
animales receptores: craneo e higado. Al trasplantarlos
al craneo se puede observar directamente la evolucion
del trasplante, cubriendo la apertura craneal con un
cristal, que permite su observacién microscépica.

Segun los autores, aunque hasta ahora se han publi-
cado diversos trabajos en los que se describe la obten-
cion de células hepéaticas a partir de diversos tipos de
células troncales, no se habia conseguido la produccién
de estructuras tridimensionales vascularizadas de higa-
do, como en este caso se ha logrado, a partir de células
iPS del propio paciente, y la posibilidad de trasplantar
a animales los brotes o yemas hepéaticos producidos.

Por técnicas inmunolégicas y de expresidon génica, se
demuestra la similitud de los brotes hepaticos creados
a partir de las células iPS con yemas de higado nativo
vivo.

A las 48 horas del trasplante el sistema vascular de
los brotes transferidos se conecta con el del animal-
huésped, lo que favorece la maduraciéon de los bro-
tes trasplantados hasta diferenciarse a tejido hepatico
adulto, que expresa las funciones propias de un higado
nativo, tales como la producciéon de proteinas espe-
cificas y la posibilidad de metabolizar farmacos que
especificamente se metabolizan en el higado adulto
nativo®.

Segun los autores, esta es la primera vez en la que
se demuestra la produccion de un érgano funcional
humano a partir de células iPS del propio paciente.

Valerie Gouon-Evans, del Hospital Monte Sinai de
Nueva York, opina que es ésta una importante expe-
riencia, porque los brotes creados son mantenidos fun-
cionantes por el propio sistema vascular del animal al
que se trasplantan, lo que permite la proliferacion in
vivo del tejido trasplantado y el mantenimiento de su

funcién, aunque también, segun la referida autora, los

49 Takebe T, Sekine K, Enomura M, Koike H, Kimura M, Ogaeri
T, et al, op. cit. 48.

animales trasplantados deberian ser observados durante
algunos meses para comprobar si las células trasplanta-
das se degeneran o producen tumores®.

Aunque aun habra que realizar notables esfuerzos
para poder trasladar estas técnicas a la clinica humana,
es ésta una esperanzadora posibilidad para poder tratar
pacientes hepaticos dentro del novedoso campo de la

medicina regeneradora.

3.5. Hipofisis

En los vertebrados la hipéfisis regula importantes
funciones fisiolégicas, como son el crecimiento, el con-
trol de la pubertad y la reproduccién. En los humanos las
anomalias de la hipofisis pueden ser congénitas o adqui-
ridas. Aunque la terapia hormonal puede ser efectiva en
estos pacientes, tiene la desventaja de que no restablece
la normal funcion de la hipéfisis, sino que Unicamente
la sustituye, por lo que desarrollar nuevas posibilidades
terapéuticas para tratar la insuficiencia hipofisaria es de
gran interés.

En 2011, Sasai y col publican un articulo en Nature,
en el que describen la producciéon de una estructura
tridimensional de adenohipdfisis a partir de células tron-
cales embrionarias de ratén. Las células troncales em-
brionarias son estimuladas para diferenciarse en ecto-
dermo y neuroectodermo hipotalamico formando capas
adyacentes. Asi, se consigue la formacion de estructuras
tridimensionales de primordios hipofisarios y la genera-
cion de varios tipos de células con actividad hormonal,
tanto corticotropa como somatotropa. Las células corti-
cotropas secretan adrenocorticotropina cuando el tejido
producido se estimula con hormona liberadora de cor-
ticotropina. Cuando la estructura hipofisaria producida
se injerta en ratones vivos se pueden regular los niveles
de glucocorticoides si no son normales®'.

Es decir, estas experiencias demuestran que se puede
bioproducir tejido con las funciones de la hipofisis ante-

rior a partir de células troncales embrionarias.

50 Baker M. Miniature human liver grown in mice. Nature.
2013 July 03.

51 Suga H, Kadoshima T, Minaguchi M, Ohgushi M, Soen M,
Nakano T, et al. Self-formation of functional adenohypophysis in
three-dimensional culture. Nature. 2011; 480: p. 57-62.
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De acuerdo con los autores estas experiencias abren
la puerta para que, utilizando células troncales pluripo-
tentes se vaya viendo la posibilidad de tratar diversas
enfermedades endocrinas no diabéticas, lo que hasta
ahora no se habia planteado dentro del amplio campo

de la medicina regenerativa.

3.6. Pancreas

El Pdx1 es un factor de transcripcion tipo HoX, que
juega un papel critico en el desarrollo del pancreas y en
la maduracion de las células B. La deficiencia homoci-
gética del Pdx1 en ratones condiciona su fallecimiento
prematuro, debido a una insuficiencia pancreatica. De
esta forma ratones generados con una deficiencia de
Pdx1 (Pdx17-) podrian ser utilizados para comprobar si
su deficiencia puede ser solucionada por la transferencia
de tejido pancreatico neoformado.

En un trabajo publicado en Cell, se obtienen células
iPS de ratas, que se inyectan en blastocistos de ratones
Pdx1--, que muestran una deficiencia en la formacién
de su pancreas, consiguiéndose la formacion de un pan-
creas nuevo en dichos ratones Pdx1--, que naturalmente
ha sido generado a partir de células iPS utilizadas.

En este trabajo se proponen tres innovadoras obser-
vaciones: a) un nicho carente de células pancreaticas, en
ratones Pdx”-, puede ser ocupado por células derivadas
de las iPS del donante de las células adultas, formando a
partir de ellas un pancreas funcionante; b) la produccion
de quimeras de ratén y ratas es posible si se inyectan cé-
lulas iPS de raton o rata en embriones de otras especies.
Las células iPS inyectadas se distribuyen por todo el cuer-
po del animal receptor, mostrando actividad funcional
normal y ¢) combinando las dos posibilidades anterio-
res se puede generar, tejido pancreatico inyectando en
embriones de ratones Pdx1--, células iPS de rata. A esta
técnica los autores la denominan “complementacion in-

terespecifica de blastocistos”>2.

52 Kobayashi T, Yamaguchi T, Hamanaka S, Kato-ltoh M,
Yamazaki Y, Ibata M, et al. Generation of rat pancreas in mouse by
interspecific blastocyst injection of pluripotent stem cells. Cell. 2010;
142: p. 787-99.

Segun los autores utilizando esta técnica se pueden
producir érganos bioartificiales derivados de células iPS,

en este caso pancreas.

3.7. Piel

Hasta ahora se ha podido producir piel artificial, ge-
neralmente a partir de piel sana del propio paciente,
pero los métodos utilizados requieren varias semanas
para conseguirlo, lo que constituye una limitacién para
su uso clinico. Por ello, poner a punto técnicas que per-
mitan reducir el tiempo de producciéon puede ser util.
Dos recientes trabajos tratan de solventar este proble-
ma produciendo piel a partir de distintos precursores
celulares.

En el primero de ellos®, se ha logrado producir piel
artificial, por primera vez, utilizando células troncales
procedentes de gelatina de Warton del cordéon umbili-
cal, demostrando su capacidad para diferenciarse en cé-
lulas de mucosa oral y epiteliales. Para producir el tejido
epitelial, se usa un modelo tridimensional, que mimetiza
las interacciones entre las células epiteliales y mesenqui-
males, cultivadas sobre una matriz de fibrina y agarosa.

Es de sefialar que las células troncales utilizadas no se
pudieron diferenciar en células epiteliales cuando ello
se intentd in vitro, sin embargo, cuando el material
biolégico obtenido se injertd in vivo, se pudo compro-
bar que se estratificaba y expresaba marcadores tipi-
cos del epitelio diferenciado, tales como citoquerati-
nas, placoglobina, filaguina e involucrina, a la vez que
mostraba una estructura bicelular como la del epitelio
superficial>*>>%657, Ademas, cuando la piel producida se
analizé por microscopia electrénica se pudo comprobar
la presencia de células similares a las epiteliales y puen-
tes de unién entre ellas.

Segun los autores, los resultados de su trabajo su-

gieren que es posible diferenciar células de mucosa y

53 Garzén |, Miyake J, Gonzélez-Andrades M, Carmona R, Car-
da C, Sanchez-Quevedo MC, et al. Wharton'’s jelly stem cells: a novel
cell source for oral mucosa and skin epithelia regeneration. Stem
Cells Transl Med. 2013; 2: p. 625-32.

54 The Scientist, op. cit. 1.

55 Pfister O, Della Verde G, Liao R, Kuster GM, op. cit. 4.

56 Song JJ, Guyette JP, Gilpin SE, Gonzalez G, Vacanti JP, C OH,
op. cit. 9.

57 LuT, Lin B, Kim J, Sullivan M, Tobita K, Salama Gea, op. cit. 14.
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epiteliales de piel in vivo y crear estructuras tridimen-
sionales epiteliales, lo que se podria aplicar en lesiones
de la mucosa oral y de piel, con la particularidad de que
su produccion se consigue mas rapidamente que con los
métodos hasta ahora utilizados, lo que puede ser una
objetiva ventaja clinica.

En el segundo trabajo, se utilizan células adiposas
como fuente para la produccion de las células epite-
liales®.

Es sabido que uno de los mayores problemas de los
injertos de piel es que tras ser trasplantados requieren
un tiempo para su adecuada consolidacién, poder di-
ferenciarse, y también que se pueden producir escaras
y retracciones dérmicas. Para evitar dichas limitaciones
los autores proponen la produccién de tejido epitelial
bioproducido, lo que consiguen usando una fracciéon de
estroma vascular adiposo del propio paciente del que
se derivan las consabidas células epiteliales. El tejido
producido tiene un plexo capilar eficiente, lo que es
fundamental para consolidar el trasplante.

Cuando el tejido epitelial bioproducido se trasplanta
a ratas inmuno-deficientes, éste se anastomosa con la
estructura vascular del animal receptor en solamente
cuatro dias, lo que permite que el material transferido
no genere escaras, ni contracciones indeseables.

Segun los autores, el tejido epitelial por ellos produ-
cido abre nuevas posibilidades para el tratamiento de
alteraciones de la piel, especialmente tras quemaduras,
cirugia plastica y otras alteraciones dermatoldgicas.

3.8. Glandulas lagrimales

Las glandulas lagrimales tienen una importante fun-
cién en el mantenimiento de la homeostasis ocular a
través de la secrecion lagrimal. La enfermedad del ojo
seco, en la que existe una deficiente produccion de Ia-
grimas es consecuencia de una disfunciéon de la glandula
lagrimal, que puede deberse a una enfermedad ocular

o a lesiones externas. La causa patolégica mas frecuente

58 Klar AS, Guven S, Biedermann T, Luginbuhl J, Béttcher-
Haberzeth S, Meuli-Simmen C, et al. Tissue-engineered dermo-
epidermal skin grafts prevascularized with adipose-derived cells.
Biomaterials. 2014; 35: p. 5065-7.

es el sindrome de Sjogren, aunque también puede ser
propiciada por la edad, por un exceso de trabajo ocu-
lar, por ambientes secos, lentes de contacto o cirugia
refractiva. Este trastorno es una de las enfermedades
oculares mas prevalentes y puede ocasionar un dafio en
el epitelio corneal.

Para restaurar la lesion de la glandula lagrimal se
han puesto a punto distintas acciones terapéuticas como
trasplante de glandulas salivares y medicina regenerati-
va. En este trabajo se describe la bioproduccion de glan-
dulas lagrimales y el trasplante de las mismas a ratones
adultos, que poseen un defecto de las glandulas lagri-
males extra-orbital, un modelo animal que mimetiza el
dano epitelial de la cérnea causado por una disfuncion
lagrimal.

Para producir las glandulas bioartificiales utilizan
células de epitelio y tejidos mesenquimales de glandu-
las lagrimales de embriones de dieciséis dias y medio.
Después de un dia en cultivo se desarrollan interaccio-
nes entre las células endoteliales y mesenquimales, que
conducen a la produccién de un primer brote de células
lagrimales. A los tres dias de cultivo esas glandulas la-
grimales germinales van adquiriendo la correspondien-
te morfogénesis lagrimal. Estas glandulas bioproducidas
muestran funcionalidad fisiolégica, incluyendo produc-
cién de lagrimas, como respuesta a estimulos nerviosos,
suficiente para una adecuada proteccién ocular®.

Segun los autores este trabajo demuestra la posibili-
dad de generar glandulas lagrimales bioproducidas, que
pueden normalizar, tras ser trasplantadas, la funcion la-

grimal en animales que la tienen alterada.

3.9. Glandulas salivares

En este trabajo se demuestra la produccién de glan-
dulas salivares funcionales y su posible trasplante y de-
sarrollo en ratones adultos que sufren una defectuosa

funcion de dichas glandulas.

59 Hirayama M, Ogawa M, Oshima M, Sekine Y, Ishida K, Ya-
mashita K, et al. Functional lacrimal gland regeneration by trans-
plantation of a bioengineered organ germ. Nature Communica-
tions. 2013; 4: p. 1-10.
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En primer lugar se promueve la produccion de brotes
glandulares a partir de células epiteliales y mesenquima-
les. Tras el primer dia de cultivo en los brotes glandulares
generados se observan interacciones entre las células epi-
teliales y mesenquimales, paso inicial para desarrollar un
primer brote de glandulas salivares. A los tres dias de cul-
tivo empieza a generarse saliva en los ductos de los bro-
tes glandulares bioproducidos. Posteriormente, los brotes
glandularesse desarrollan hastaconstituir unaglandulama-
dura, con formaciones acinares, mioepitelio e inervacién.

Las glandulas bioproducidas producen saliva en res-
puesta a la administracion de pilocarpina o estimulaciéon
gustativa. La saliva producida es eficaz contra posibles
infecciones bacterianas.

Si estas glandulas bioproducidas son trasplantadas a
ratones con un defecto funcional de las glandulas saliva-
res se regenera la funcion salival en los mismos®°.

Segun los autores, este trabajo demuestra la posi-
bilidad de bioproducir glandulas salivares funcionantes
para ser utilizadas en la medicina regenerativa de este
tipo de glandulas y especialmente como un potencial
tratamiento de la xerostomia.

3.10. Pene

En circunstancias tales como anomalias congénitas,
cancer y lesiones traumaticas del pene o disfuncién eréctil
de causa vascular, se pueden utilizar técnicas quirurgicas
para corregir las anomalias funcionales o anatomicas del
pene, aunque en muchos casos no se consigue normalizar
su funcion. Por ello, la posible produccion de un pene
bioartificial puede ser util. Esto es lo que intenta el equi-
po de Anthony Atala en un modelo animal, en el que
una matriz de coldgeno del cuerpo cavernoso se recelu-
lariza con células troncales autélogas de tejido muscular
y endocelulares, obtenidas de biopsias corporales y ex-
pandidas in vitro. El érgano producido tiene pardmetros

estructurales y funcionales similares al 6rgano nativo®'.

60 Ogawa M, Oshima M, Imamura A, Sekine Y, Ishida K, Ya-
mashita K, et al. Functional salivary gland regeneration by trans-
plantation of a bioengineered organ germ. Nature Communica-
tions. DOI: doi:10.1038/ncomms3498, 2013; 4.

61 Chen KL, Eberli D, Yoo JJ, Atala A. Bioengineered corporal
tissue for structural and functional restoration of the penis. PNAS.
2010; 107: p. 3346-3350.

Es decir, los autores consiguen la construccién e im-
plantacion de un pene bioartificial, que permite la co-
pulacion de los animales. Igualmente, segun ellos, esta
tecnologia puede ser potencialmente util para pacientes

que requieren una reconstruccién del pene.

3.11. Musculo

Para la produccién de tejido muscular se utilizan cé-
lulas de musculo de roedores, que se cultivan en un
sustrato de hidrogel hasta formar el referido tejido mus-
cular?. Tras su produccién es capaz de contraerse en un
medio de laboratorio. Después de implantardo en roe-
dores se pudo comprobar que se fijaba adecuadamente
en la lesion muscular y que el musculo producido se
contraia de forma similar al musculo nativo.

Aunque estudios previos habian podido desarrollar
tejido muscular en el laboratorio, sin embargo el que se
haya podido trasplantar el tejido producido a un animal
vivo, que se haya implantado adecuadamente y que ex-
prese la actividad funcional de un musculo nativo es la
primera vez que se consigue.

Para producir el musculo biogenerado se utiliza una
matriz proteica obtenida de vejigas de cerdos descelula-
rizadas®3. Con ello, se consigue que las células existentes
en la vejiga con capacidad inmunégena sean eliminadas,
lo que facilita la implantacién y disminuye los riesgos de
rechazo inmunoldgico.

La matriz obtenida se implanta en ratones con lesio-
nes experimentales en sus cuadriceps. Dos semanas des-
pués de ser implantada la matriz se habia recelularizado
con células musculares, regeneracion que se mantuvo
mas de seis meses después del implante, siendo lo mas
significativo que el musculo regenerado en los ratones
fue eventualmente inervado y vascularizado.

Estas positivas experiencias animaron al mismo
equipo a iniciar un ensayo clinico en pacientes con le-

siones musculares en los que después de al menos seis

62 Mark Juhasa GCEJaANFGMPaNB. Biomimetic engineered
muscle with capacity for vascular integration and functional matu-
ration in vivo. PNAS. 2014; 111(15): p. 5508-13.

63 Sicari B, Rubin J, Dearth C, Wolf M, Ambrosio F, Boninger
M, et al. An Acellular Biologic Scaffold Promotes Skeletal Muscle
Formation in Mice and Humans with Volumetric Muscle Loss. Sci.
Transl. Med. 2014; 6(234): p. 234-58.
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meses de terapia fisica no se habia evidenciado ningun
progreso. Se incluyeron en el ensayo cinco pacientes
varones.

Las lesiones musculares se habian producido entre
13 meses y 7 afios antes y se habia perdido entre el 58%
y el 90% de tejido muscular en la regién lesionada.
Los pacientes habian recibido terapia fisica durante 12
a 16 semanas. En el momento de realizar el implante
se removio la escara existente y se implanté la matriz
extracelular de vejiga de cerdo. A los pocos dias se con-
tinud con la terapia fisica, que se prolongé durante 25
semanas. En todos los pacientes se pudo comprobar re-
generacidon muscular, que en tres de ellos era completa

en el periodo de observacion y en dos parcial.

4. Experiencias en humanos (Tabla 3)

El dltimo paso es la valoraciéon de la utilidad clinica
de los 6rganos bioproducidos humanos. Hasta ahora son
pocas las experiencias llevadas a cabo, pero ya se van
consiguiendo logros positivos.

4.1. Cartilago nasal

Los canceres de piel distintos al melanoma (carci-
nomas de células basales y de células escamosas) son
los tumores de piel mas frecuentes en los individuos
de raza blanca. Su extirpaciéon quirdrgica puede con-
dicionar la pérdida del I6bulo alar de la nariz, lo que
requiere una reconstruccién quirargica. Sin embargo,
recientemente se ha propuesto reponer el dafio con
un trasplante de cartilago nasal autélogo bioproducido
sobre una matriz descelularizada de cartilago fibroso
y hialino porcino, posteriormente recelularizada con
condrocitos del propio paciente obtenidos de su sep-
tum nasal®.

Esta técnica se ha utilizado por primera vez en cinco
pacientes, dos mujeres y tres hombres, de entre 76 y 88

anos.

64 Fulco I, Miot S, Haug M, Barbero A, Wixmerten A, Feliciano
S, et al. Engineered autologous cartilage tissue for nasal reconstruc-
tion after tumour resection: an observational first-in-human trial.
The Lancet. 2014; 384(9940): p. 337-46.

A los 12 meses de la reconstruccion se pudo com-
probar que no existian complicaciones objetivas, pero
si que se habia regenerado parte de la nariz lesiona-
da. Los pacientes se mostraron satisfechos pues la re-
cuperacién de la funcién nasal habia sido muy positiva.
Estas experiencias preliminares abren la puerta a un en-
sayo clinico mas amplio y mas a largo plazo, en el cual
se comparen los resultados con las técnicas quirurgicas

habituales.

4.2. Vasos sanguineos

Tras descelularizar un segmento de 9 centimetros de
la vena iliaca de un donante cadaver se obtuvo una
matriz proteica, que posteriormente fue recelularizada
con células troncales de la médula 6sea de la paciente.
Este fragmento venoso bioproducido se utilizé para re-
cuperar la circulacién hepéatica en una nifia de 10 afios
que padecia una obstruccidon extra hepatica de la vena
porta%. Dos semanas después de producida la vena ar-
tificial, se practicé un bypass entre la vena mesentérica
superior y la vena porta izquierda intrahepatica, resta-
bleciéndose el flujo sanguineo normalmente.

Sin embargo, al afo se comprobé un descenso del
flujo, lo que obligdé a un nuevo trasplante, para el que
también se utiliz6 una vena bioproducida, recuperando-

se el flujo sanguineo con normalidad.

4.3. Vagina

En diversas circunstancias se puede requerir la re-
construccién de la vagina, especialmente en anormalida-
des congénitas, lesiones tras traumas o cancer. Cuando
se lleva a cabo una reconstruccion vaginal en la que no
se utiliza material autélogo, se suelen presentar objeti-
vas complicaciones. Por ello, parece de interés la posibi-
lidad de obtener vaginas bioproducidas autélogas para
ser utilizadas en las referidas reconstrucciones vaginales.

En un reciente trabajo se describe la bioproduccion

de cuatro vaginas, que se utilizan en cuatro pacientes

65 Olausson M, Patil P, Kuna V, Chougule P, Hernandez N,
Methe K, et al. Transplantation of an allogeneic vein bioengineered
with autologous stem cells: a proof-of-concept study. Lancet. 2012;
380(9838): p. 230-7.
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Tabla 3. Experiencias en humanos.

ORGANO TRABAJOS ANO FINALIDAD DEL TRABAJO FUENTE REGENERATIVA RESULTADOS
L Produccion de tejido Matriz proteica de vejigas Se comprueba la regeneracion
. Sicari BM et .
Musculo 2014 musculary su trasplantea  descelularizadas de cerdos muscular en humanos
al. (29)
humanos
Producciéon de cartilago Matriz descelularizada de Se consigue regenerar parte de la
. nasal y su uso en humanos  cartilago fibroso y hialino porcino/ matriz lesionada
Cartilago Fulco I et al. . .
2014 recelularizado con condrocitos del
nasal (30) . . .
propio paciente obtenidos de su
septum nasal
Uso clinico para solventar la  Vena iliaca de un donante cadaver  Tras un bypass entre la vena
obstruccién extra hepatica  descelularizada / recelularizada con  mesentérica superior y la vena
Vasos Olausson M ) ) i PR ) .
. 2012 de lavena porta células troncales de la médula 6sea  porta izquierda intrahepatica
sanguineos etal. (31) . . .
de la paciente se restablece el flujo sanguineo
normal
Ensayo clinico en cuatro Matriz biodegradable obtenida Normal desarrollo del biodrgano
pacientes con sindrome de  de submucosa intestinal porcina producido en las cuatro pacientes
Vagina Raya-Rivera 2014 Rokitansky descelularizada / recelularizada con
9 AM et al. (32) células musculares y epiteliales de
material vulvar cultivada de cada
paciente
Ensayo clinico en cinco Matriz de acido poliglicélico / Tras siete dias se forman
. nifas celularizado con células musculares  estructuras tubulares de uretra. A
Raya-Rivera o L " . L
Uretra AM et al. (33) 2011 y epiteliales de biopsias de vejiga los 3 meses de la implantacion la
etal. de las propias ninas estructura del tejido uretral era
normal
Uso en una paciente de 30 Matriz descelularizada de traquea  Tras el trasplante la paciente
anos humana / recelularizada con células recupero su capacidad respiratoria
Macchiarini P troncales epiteliales y condrocitos normal y mejor6 su calidad de vida
2008 . .
et al. (34) derivados de células troncales
mesenquimales de la propia
paciente
Traquea Uso en un nifo con Matriz descelularizada de traquea  Tras el trasplante el niflo mostré
Laurance J estenosis congénita de humana /recelularizada con células  una mejoria estable, que se
2010 . . A . = .
(35) trdquea troncales de médula 6sea de mantenia dos afios mas tarde
costilla del propio paciente
Uso en vardn con cancer de  Matriz bioartificial recelularizada Tras el trasplante el paciente
Jungebluth P . ) . . . o .
et al. (36) 2011 la parte distal de la traquea / con células troncales del propio se mostré asintomatico y sin
’ y bronquios proximales. paciente problemas respiratorios

con aplasia vaginal por sufrir un sindrome de Mayer-Ro-
kitansky-Kuster-Hauser. Las pacientes tenian una edad
de entre 13 y 18 afos.

Para la bioproduccién de la vagina se obtuvo una
biopsia de material valvular de cada paciente, que fue
cultivada y expandida para la produccién de un numero
suficiente de células musculares y epiteliales. El tejido
producido fue posteriormente transferido a una ma-
triz biodegradable obtenida de submucosa intestinal
porcina descelularizada que se cultivd en un sistema

incubador.

Las vaginas bioproducidas fueron trasplantadas a las
cuatro jovenes. Tras el trasplante no se observaron efec-
tos secundarios postquirdrgicos negativos. Para el segui-
miento clinico se realizaron biopsias anuales del material
trasplantado, que mostraron una estructura trilaminar
de epitelio que recubria la luz del 6rgano, rodeada por
tejido muscular, todo ello con la apariencia de una es-
tructura organica similar a la de una vagina normal.

Por técnicas inmunohistoquimicas se pudo confirmar
la existencia en la vagina bioproducida de células mus-

culares y epiteliales normales. Asi mismo, por resonan-
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cia nuclear magnética, con la que previamente se ha-
bia confirmado la aplasia vaginal, se pudo evidenciar el
normal desarrollo del bioérgano producido, lo que fue
confirmado por una vaginoscopia realizada anualmente.

A cada una de las 4 pacientes se les paso un cues-
tionario para evaluar su funcién sexual que no mostré
anomalias explicitas®®.

Estas experiencias confirman la posibilidad de ob-
tener vaginas bioproducidas, utilizando células de las
propias pacientes, que a los 8 afios de ser trasplanta-
das mostraron una estructura normal y una adecuada
funcion sexual, por lo que los autores piensan que esta
técnica puede ser Gtil para pacientes que requieran una

reconstruccién vaginal.

4.4. Uretra

Alteraciones importantes de la uretra pueden darse
como consecuencia de traumatismos, distintas enferme-
dades y defectos congénitos. Su tratamiento es limitado.

Ahora un equipo de investigacién de las universida-
des “Wake Forest” y Nacional de México, dirigido por
Anthony Atala, experto en medicina regenerativa, ha
conseguido producir uretras bioartificiales, que tras-
plantadas a cinco niflos con lesiones uretrales consi-
guen revertirlas®.

Las uretras se produjeron utilizando células muscula-
res y epiteliales de biopsias de vejiga de los propios nifios.
Tras cultivar y expandir las células, se trasfirieron a una
matriz de acido poliglicélico. A los siete dias se habia con-
seguido la formacion de estructuras tubulares de uretra.

Los trasplantes se realizaron entre marzo de 2004 y
julio de 2007 y el seguimiento se completé en julio de
2010. La edad media de los nifios incluidos en el estudio
fue de 10 a 14 aios. El tiempo medio de seguimiento

fue de 71 meses (rango 36-76 meses).

66 Raya-Rivera AM, Esquiliano D, Fierro-Pastrana R, Lépez-
Bayghen E, Valencia P, Ordorica-Flores R, et al. Tissue-engineered
autologous vaginal organs in patients: a pilot cohort study. The
Lancet. 2014; 384: p. 329-336.

67 Raya-Rivera A, Esquiliano DR, Yoo JJ, Lopez-Bayghen E, Sok-
er S, Atala A. Tissue-engineered autologous urethras for patients
who need reconstruction: an observational study. Lancet. 2011; 377:
p. 1175-82.

Para comprobar la formacién de tejido uretral se
valoraron los niveles de AE1/AE3, a-actina, desmina vy
anticuerpos antimiosina, lo que confirio la presencia de
células epiteliales y musculares. Funcionalmente se pudo
comprobar que el flujo urinario medio era de 27.1mL/s.
Morfolégicamente, por estudios radiograficos y endos-
copicos, se comprobd que la uretra neoformada tenia
calibres uretrales normales. Ademas, tras practicar las
correspondientes biopsias uretrales, se observé que a
los 3 meses de la implantacién la estructura del tejido
uretral era normal.

Segun Anthony Atala, este «es un ejemplo de cobmo
los métodos de regeneracién de tejidos pueden aplicar-
se a multiples 6rganos», en este caso a la uretra infantil.

4.5, Traquea

Como ya se ha comentado anteriormente un paso
fundamental en el uso de 6rganos bioproducidos es
determinar si se podran utilizar en la clinica humana.
En relacion con ello, el 6rgano en el que existe mayor
experiencia clinica sobre el uso de un 6érgano bioprodu-
cido para trasplante es la traquea. La primera vez que
se realizé un trasplante de este érgano fue en el afo
2008, tras conseguir producir por bioingenieria una
matriz tubular de trdquea. Para ello, los autores elimi-
naron el material celular y antigénico de una traquea
humana de 7 centimetros, obtenida de una mujer blan-
ca de 51 afios que habia fallecido de una hemorragia
cerebral. En primer lugar se le eliminé el tejido conecti-
vo, y posteriormente la traquea fue descelularizada uti-
lizando una solucién detergente durante seis semanas
y 25 ciclos de lavado. De esta forma se obtuvo la co-
rrespondiente matriz descelularizada. Posteriormente
ésta fue recelularizada con células troncales epiteliales
y condrocitos derivados de células troncales mesenqui-
males obtenidos de la propia paciente. La traquea asi
bioproducida quedd dispuesta para reemplazar a la
traquea lesionada®t.

68 Macchiarini P, Jungebluth P, Go T, Asnaghi MA, E RL, Cogan
TA, et al. Clinical transplantation of a tissue-engineered airway. The
Lancet. 2008; 372: p. 2023 - 2030.
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La paciente, era una mujer de 30 afos, que mostraba
un cuadro de disfonia y tos debido a una infiltracién
tuberculosa en su trdquea, que redujo su luz.

En marzo de 2008 la paciente fue hospitalizada con
disnea severa que incluso le imposibilitaba realizar los
mas elementales trabajos domésticos, lo que determiné
que se decidiera recomendar el trasplante®. Tras el mis-
mo, la paciente recuperé su capacidad respiratoria nor-
mal y mejoré su calidad de vida, mejoria que se mantuvo
hasta 4 meses después de la intervencion. Segin comen-
ta Jeremy Laurance’®, tras el trasplante pudo bailar con
normalidad, como expresion de su recuperacion fisica,
como asi lo hizo en un reciente viaje a lbiza desde su
casa en Barcelona. La paciente no desarrollé anticuerpos
y no requirié farmacos inmunosupresores.

Los resultados de este trabajo muestran que se pue-
de producir una traquea artificial por bioingenieria, con
propiedades funcionales y mecanicas similares a los de
una traquea normal.

Segun los autores, su trabajo sugiere que utilizando
células autologas para recelularizar matrices apropiadas,
se puede conseguir un tratamiento eficaz para pacientes
con trastornos degenerativos de algun érgano y en este
caso de la traquea.

El segundo caso de trasplante de traquea bioprodu-
cida se publicé en 2010, utilizandose la misma técnica
para producir la traquea bioartificial que en el caso an-
terior. Se trataba de un nifo britanico de 10 afios, que
nacié con una estenosis congénita de dicho 6rgano, que
tenia una luz traqueal de alrededor de 1 mm, lo que
le dificultaba la respiracién sin ayuda externa. Durante
sus primeros 10 afios de vida fue sometido a diversas
intervenciones quirdrgicas sin resultado positivo, por lo
que se pensé que podia ser un candidato idoneo para el
trasplante de traquea.

Para la produccion de la traquea se utilizé la de un
adulto fallecido en Italia, que fue descelularizada utili-
zando un detergente, hasta obtener una matriz extra-

celular que fue recelularizada con células troncales de

69 Macchiarini P, Jungebluth P, Go T, Asnaghi MA, E RL, Cogan
TA, et al, op. cit. 68

70 Laurance J. British boy receives trachea transplant built with
his own stem cells. BMJ. 2010; 340: p. 672.

médula 6sea de costilla del propio paciente 53. Tras el
trasplante el nino mostré una mejoria estable, que se
mantenia a los dos afos de realizado el trasplante’".

El tercer caso fue publicado en 2011, con la par-
ticularidad de que en esta ocasion la matriz utilizada
fue bioartificial, disefiada y construida por un grupo de
expertos de la Universidad de Londres, que tras ser re-
celularizada con células troncales del propio paciente se
incubo en un biorreactor especificamente disefiado para
el caso por la firma comercial Harvard Bioscience. Las
células afadidas a la matriz se cultivaron durante dos
dias antes de poder realizarse el trasplante.

Clinicamente se trataba de un varén de 36 afos,
que presentaba un cancer de la parte distal de la tra-
quea y de los bronquios, que habia sido sometido con
anterioridad a tratamiento quirdrgico y radioterapia.
Después de la resecciéon completa de la traquea ésta
fue reemplazada por la producida bioartificialmen-
te’2. Tras el trasplante no se produjeron complicacio-
nes importantes y el paciente se mostré asintomatico
y sin recidiva tumoral a los cinco meses después de la
intervencion.

Un aspecto fundamental para determinar la utilidad
clinica de este tipo de trasplantes es seguir su evolu-
cion a mas largo plazo, lo que se ha realizado en un
reciente trabajo, en el que se evalla el resultado clinico
del primer trasplante de trdquea a los cinco afos de
practicado. El control de la paciente se realizé cada
tres meses y cada 6 se obtuvo muestra traqueal para
un estudio anatopatolégico, inmunoquimico y de mi-
croscopia electrénica. Asi mismo se evalué su calidad
de vida’™.

71 Elliott MJ, De Coppi P, Speggiorin S, Roebuck D, Butler CR,
Samuel E, et al. Stem-cell-based, tissue engineered tracheal replace-
ment in a child: a 2-year follow-up study. Lancet. 2013; 380: p. 994-1000.

72 Jungebluth P, Alici E, Baiguera S, Le Blanc K, Blomberg P,
Bozdky B, et al. Tracheobronchial transplantation with a stem-cell-
seeded bioartificial nanocomposite: a proof-of-concept study. The
Lancet. 2011; 378: p. 1997-2004.

73 First successful transplantation of a synthetic tissue engi-
neered windpipe. Department of Communication Karolinska Uni-
versity Hospital. 2011 Jul 08.

74 Gonfiotti A, Jaus MA, Barale D, Baiguera S, Comin C, Lavori-
ni F, et al. The first tissue-engineered airway transplantation: 5-year
follow-up results. The Lancet. 2014; 383: p. 238-244.
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Sin embargo, a pesar de estos favorables datos a los
12 meses del trasplante se pudo comprobar la existen-
cia de tejido cicatricial en la trdquea nativa préxima a
la zona del implante, lo que requirié la implantacion
de un sten biodegradable. Con independencia de ello,
el implante bioartificial no mostraba anomalias anato-
micas, estaba bien vascularizado y adecuadamente rece-
lularizado con epitelio respiratorio y cilios funcionantes.

Una preocupacién adicional era saber si las células
autélogas trasplantadas pudieran producir tumores, lo
que fue descartado tras una cuidadosa evaluacién de la
paciente. Por otro lado, la funciéon pulmonar era normal
y la tos refleja habia desaparecido, mostrando la enfer-
ma una vida social y laboral normal.

Macchiarino, que ahora trabaja en el Instituto Karo-
linska de Estocolmo, ha manifestado recientemente que
ha tratado 8 pacientes mas con traqueas bioartificiales
producidas por la técnica habitual, tres de ellos nifios.
Ademas en otros 6 pacientes en los que ha utilizado una
técnica diferente, pues ha usado una matriz sintética,
construida con biopolimeros, que remedaba la estructu-
ra de una matriz natural de cartilago. Es decir, después
de los tres primeros trasplantes aqui resumidos se han
realizado 14 mas, aunque de ninguno de ellos existen

datos publicados’.

5. Reflexidn final sobre la produccion de tejidos
y 6rganos bioartificiales

No cabe duda que la producciéon de tejidos y 6rganos
bioartificiales, como ya se ha comentado ampliamente,
es una esperanzadora posibilidad para la medicina rege-
nerativa y reparadora de este siglo XXI. Sin embargo, a
nuestro juicio, su posible utilizacion clinica merece una
ulterior reflexion médica y ética.

Una aproximacion para valorar la utilidad del uso
clinico de 6rganos bioartificiales, se puede llevar a cabo
tomando como referencia el trasplante de traquea, que
es sobre el que existen mas datos, especialmente tras la

publicacion del articulo de Gonfiotti y col’”® en el que

75 Vogel G. Trachea Transplants Test the Limits. Science. 2013;
340: p. 266-268.

76 Gonfiotti A, Jaus MA, Barale D, Baiguera S, Comin C, Lavori-
ni F, et al, op. cit. 74.

se analizan los resultados del primer trasplante de una
traquea bioartificial al cabo de cinco afios de realizado.

Un primer aspecto a valorar al realizar un juicio éti-
co es la opinion de los propios pacientes trasplantados.
En relaciéon con ello, parece de interés referir lo que la
paciente comentaba a los cinco afios de realizarse el
trasplante, mostrandose satisfecha del mismo, ya que la
calidad de su vida habia mejorado sustancialmente, pues
solamente el 2% de los dias, durante estos cinco afios,
estuvo hospitalizada’, una opinién a tener en cuenta al
valorar la eticidad de estas practicas médicas, especial-
mente en lo que hace referencia a riesgos/beneficios.

Sin embargo, al margen de esta opinién subjetiva, el
trasplante de traquea bioartificial, a la luz de lo hasta
ahora conocido, muestra incertidumbres, que pueden
extenderse a la utilizacion de cualquier otro tipo de
6rganos bioartificiales.

La primera circunstancia que hay que tener en consi-
deracién es que en la gran mayoria de los casos el tras-
plante ha sido prescrito por “uso compasivo”, que, como
se sabe, permite utilizar técnicas médicas no bien valo-
radas, en pacientes muy graves, y en los que las terapias
convencionales no han dado resultados satisfactorios.
Ello hace que los resultados sean mas dificiles de evaluar
que cuando se utilizan ensayos clinicos programados.

Pero aun surgen mas dudas si se tiene en cuenta,
como se comenta en un editorial de Science, que al
menos 4 pacientes a los que se les ha trasplantado una
trdquea bioproducida han fallecido en circunstancias
que pueden ser directamente relacionadas con el pro-
pio trasplante. Entre ellos, un nifio y un adulto estan
bien documentados, otros dos no lo estan tanto. Uno
de estos ultimos es un nifio que sufrié una hemorragia
toracica masiva justo después de insertarle la traquea
bioproducida. El otro fue un paciente de Baltimore que
muri6 el 5 de marzo de 2012 después de recibir la matriz
sintética recelularizada con sus propias células troncales,

en Estocolmo, en noviembre de 201278,

77 Russell AJ. The end of the beginning for tissue engineering.
Lancet. 2014; 383: p. 193 - 195.
78 Vogel G, op. cit. 75
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Otro aspecto que hay que considerar, es que se estan
llevando a la practica clinica tecnologias muy innovado-
ras, pero de las que no se conocen bien los mecanismos
por los que actuan. Es decir, se han empezado a utilizar
estos trasplantes sin haberse realizado los requeridos
ensayos clinicos previos, sin conocer en profundidad si
muestran o no efectos secundarios, sin haber determi-
nado su evolucién a largo plazo, sin una adecuada valo-
racién de riesgobeneficio y sobre todo sin la requerida
y exhaustiva experimentacion animal previa, aunque
Birchall y Macchiarini habian previamente evaluado el
trasplante de tradqueas en cerdos, pero sin que los resul-
tados de estas experiencias fueran publicados, aunque
al parecer los animales vivian normalmente a los 60 dias
del trasplante’.

Sin embargo, algunas de estas incognitas podrian
esclarecerse cuando finalicen varios ensayos clinicos que
actualmente se estan iniciando®. Asi, en marzo pasado,
Birchall, entonces en la Universidad de Bristol y ahora en
la de Londres, recibié 4,3 millones de dolares del Conse-
jo de Educaciéon Médica del Reino Unido, para poner en
marcha un ensayo clinico utilizando traqueas y laringes
bioproducidas, en el cual se pretende incluir 10 pacientes.
También Macchiarini ha completado ya 2 trasplantes en
Rusia, como parte de un ensayo clinico financiado con 6
millones de délares por el Gobierno de ese pais, que even-
tualmente podria incluir a 20 o 25 pacientes. Igualmente
Macchiarini va a iniciar otro ensayo clinico, subvencionado
con 4 millones de euros, por parte de la Union Europea.

No cabe duda que cuando finalicen estos tres en-

sayos clinicos se estara en mejores condiciones para

79 Ibid., 75
80 Ibid., 75

evaluar éticamente la bondad o no del trasplante de tra-
queas bioproducidas, y por analogia de otros érganos,
asi mismo también biogenerados.

Un aspecto importante a tener en consideracion en
relacion a estos 6rganos bioproducidos, es que casi to-
dos estan desarrollados sobre matrices biolégicas o sin-
téticas, y no se conoce bien en qué medida dichas ma-
trices seran estables con el trascurso del tiempo y cémo
se irdn adecuando al desarrollo morfolégico del érgano
corporal que las sustenta.

Como consecuencia de todo lo anteriormente referi-
do, y de acuerdo con Delaere y van Raemdouck®, la jus-
tificacion ética del trasplante de trdqueas bioproducidas
en humanos es sin duda cuestionable, pues no existen
todavia datos que garanticen resultados favorables. Lo
mismo se podria afirmar del resto de érganos bioprodu-
cidos utilizados en la clinica humana.

En resumen, nos parece que son muchos los interro-
gantes médicos y éticos que todavia se plantean en rela-
cién con los trasplantes de 6rganos bioproducidos, pero
también son muchas las esperanzas; pero lo que si pa-
rece asumible es que el uso de érganos bioartificiales es
un camino terapéutico que hay que ir recorriendo, aun
sin saber con certeza a donde nos conducird, pero que

sin duda parece mejor andarlo que permanecer parados.
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