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1. RESUMEN

Actualmente el problema de escasez de 6érganos para trasplantes es un hecho que
no podemos olvidar. En la tltima década se estan produciendo numerosos avances en el
ambito de la terapia celular con células madre (SC) y la ingenieria de tejidos, con la
esperanza de solventar este problema de falta de 6érganos que al afio causa cuantiosas
muertes. En la siguiente revision se recogen las estrategias celulares mas importantes
surgidas en este campo, como son: la creacion de organos artificiales a partir de la
descelularizacion y posterior recelularizacion, el bioprinting y otras como el organ-germ
y el proceso de auto-ensamblaje celular. También destaca el mecanismo de regeneracion
tisular basado en la capacidad de las SC para diferenciarse en distintos tipos celulares.
Pero sin duda alguna el salto revolucionario se produciria en el afio 2006 con las células
madre pluripotenciales inducidas (iPSC). Estas iPSC se mostraron como el futuro de la
medicina regenerativa, abriendo una esperanzadora puerta que apunta especialmente a la
terapia celular inmuno-compatible, como sefialan recientes estudios basados en la técnica

de complementacion del blastocisto.
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2. INTRODUCCION Y ANTECEDENTES

El trasplante se trata en muchas ocasiones de la Unica opcion curativa para
numerosos pacientes. Desafortunadamente el tratamiento esta sujeto a la disponibilidad
de donantes, que sigue siendo muy limitada." Espafia es un referente internacional, al
tratarse del pais con la tasa de donacidon de 6rganos mas alta del mundo. Sin embargo,
aproximadamente el 10% de los receptores fallecen mientras esperan recibir un 6rgano,”
razén por la que hoy en dia existe una urgente necesidad de buscar alternativas
terapéuticas. En los ultimos afios se han realizado increibles progresos en el campo de la
medicina regenerativa con la ingenieria de tejidos y la terapia celular con células madre.’
Estos avances hacen plantearnos si nos encontramos en lo que podria ser la nueva era de

la biotecnologia médica para trasplante de 6rganos.



Ingenieria de tejidos y terapia celular

El término “ingenieria de tejidos” fue introducido en 1985 por Y.C. Fung y
popularizado en 1993 por Langer y Vacanti ¥, y se refiere a la practica de combinar
andamios, células y moléculas bioldgicamente activas para crear tejidos funcionales. Su
objetivo es el de conseguir restaurar dafios tisulares u drganos completos. En muchas
ocasiones, la estrategia mas adecuada para reparar los dafios tisulares es la de restituir
directamente con células madre las células perdidas, procedimiento denominado terapia
celular. Uno de los pioneros en este campo fue el Dr. Edward Donnall Thomas, que llevé
a cabo primer trasplante alogénico (entre individuos de la misma especie) de médula dsea
en el afio 1956 °. Actualmente, a los trasplantes de células madre hematopoyéticas se les

conoce como trasplantes de progenitores hematopoyéticos (THP).

Células madre (SC)

Una célula madre o también denominada célula troncal, es aquella capaz de
dividirse indefinidamente y diferenciarse a distintos tipos celulares morfoldgica y
funcionalmente. Las podemos clasificar en funcion de su capacidad de diferenciacion a
distintos tejidos, es decir, segun su potencialidad: ° las SC totipotenciales son capaces de
producir tejido embrionario y extraembrionario (solamente los estadios iniciales del
cigoto constituirian SC totipotenciales); las pluripotenciales tienen la capacidad de
diferenciarse a tejidos existentes en un organismo adulto, (aquellos que procedan de
cualquiera de las tres capas embrionarias) y, por ultimo, las SC multipotenciales, son
capaces de diferenciarse a distintos tipos celulares originarios de la misma capa

embrionaria, es decir, tejidos derivados del mesodermo, ectodermo o endodermo. 7

Del mismo modo, podemos dividir las SC en funcion de su origen:

Las SC embrionarias humanas (hESCs) se obtienen de la masa interna del blastocisto
(embrion de entre 5y 7 dias) y de las gdnadas en desarrollo (células germinales obtenidas
del embrién de entre 6 y 8 semanas), son células pluripotentes que pueden cultivarse in
vitro y diferenciarse. Estas lineas celulares suponen una excelente fuente de estudio de la
genética humana, biologia del desarrollo, asi como para terapia celular. ® Sin embargo,

su uso presenta limitaciones: la primera es la capacidad tumorogénica que presentan las
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SC no diferenciadas, pudiendo dar lugar a teratomas al implantarse en individuos adultos.
Otro inconveniente es el hecho de tener que recurrir a embriones alogénicos (al no contar
el individuo adulto con AESCs propias), pudiéndose originar problemas de
histocompatibilidad; ademas de los problemas éticos derivados del uso de embriones
humanos.’ Es importante destacar que para que una SC pueda considerarse pluripotencial
tiene que demostrar la funcionalidad in vitro e in vivo de las células a las que se ha
diferenciado y ademas, producirse un asentamiento eficaz y duradero de estas células en
el tejido diana, tanto en presencia o ausencia de dafio en los tejidos en los cuales se

injerta.'’

Las SC adultas se encuentran en una gran cantidad de tejidos y organos (cornea,
retina, piel...), siendo mas conocidas las localizadas en médula 6sea, sangre periférica y
cordon umbilical. Actualmente una de las aplicaciones de uso rutinario que presentan es
el trasplante de progenitores hematopoyéticos (THP) o trasplante de células madre

hematopoyéticas (HSC).

Las células madre mesenquimales (MSC) son definidas como un tipo de SC adultas
pluripotenciales, con condiciones de cultivo poco exigentes, gran plasticidad y capaces
de dar lugar a los diferentes tipos de tejidos conectivos, pudiéndose diferenciar en
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condrocitos, osteoblastos o adipocitos .

Las MSC pueden aislarse de tejido adiposo,
médula 6sea, cordon umbilical y placenta. Su gran capacidad de proliferacion hace que
sean a dia de hoy una importante fuente de estudio y desarrollo de terapias celulares para

enfermedades autoinmunes y trasplantes autélogos.

Por ultimo se encontrarian las células madre pluripotenciales inducidas (iPSC),
células pluripotentes generadas a partir de células adultas mediante un proceso
denominado reprogramacion, que consiste en la expresion ectopica de cuatro factores de
transcripcion (Oct 4, Sox 2, KIf 4 y Myc)."? Las iPSC tienen las mismas propiedades que
las hESCs, por lo que pueden autorenovarse y diferenciarse en todos los tipos celulares
del cuerpo (excepto células de tejidos extraembrionarios como la placenta). Desde su
descubrimiento por Shinya Yamanaka en el afio 2006 han sido objeto de numerosos

estudios debido al gran potencial que presentan.



3. OBJETIVOS

Todo esto plantea la posibilidad de emplear estas SC tanto embrionarias como
adultas como una alternativa viable a la problematica del trasplante de 6rganos. ;Son
viables en un futuro préoximo los drganos artificiales? ;Suponen las iPSC la solucion
definitiva a las complicaciones surgidas por la histocompatibilidad? ;Es realmente
factible la extrapolacion in vivo? En esta revision bibliografica se pretenden recoger estos
avances en el campo de la terapia celular e ingenieria tisular con células madre aplicadas
al trasplante de 6rganos asi como las posibles ventajas e inconvenientes que pueda

presentar su uso.

4. MATERIAL Y METODOLOGIA

Para la realizacion de esta revision se han consultado numerosos articulos de distintas
fuentes bibliograficas: bases de datos como Google Académico, PubMed y Science
Direct y revistas cientificas como Nature, Nature biotechnology o Science. Para ello se
han empleado una serie de palabras clave: “organ trasplantation”, “stem cells” y
“chymera”, entre otras. Al tratarse de un tema de actualidad, la mayoria de los articulos
analizados han sido de reciente publicacién. La informacioén se ha podido completar
consultando paginas web relevantes como la de la Organizacioén nacional de trasplantes

(ONT).

5. RESULTADOS

5.1. Organos artificiales:

5.1.1. Descelularizacion y recelularizacién

Una de las estrategias mds revolucionarias de la ingenieria tisular es la
construccion de drganos ex vivo. El primer gran éxito a largo plazo en este campo sucedid
en la década de 1920, cuando el ganador del premio Nobel Alexis Carrel (en colaboracion
con el ingeniero Charles Lindbergh), cre6 el primer oxigenador de bomba de perfusion
que funcionaria en 6rganos aislados, como demostraron en 1935 al mantener intacto el

tiroides de un gato durante varias semanas. Esta bomba de perfusion seria la base sobre



la que se construirian mas adelante los biorreactores que ahora son ampliamente
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utilizados para conservar 6rganos ex vivo.

Para la construccion de un 6rgano artificial, en primer lugar es necesario un molde
estructural parecido al estroma del 6rgano que se quiere reconstruir. Por norma general,
son los grupos de células las que forman y secretan sus propias estructuras de soporte, la
denominada matriz extracelular.”” La matriz debe proporcionar las condiciones y el
ambiente adecuado para que pueda ocurrir la regulacion celular. Se pueden emplear
matrices celulares y acelulares. Estas tltimas se preparan mediante la eliminacién de
todas las células del tejido parenquimatoso y no parenquimatoso del érgano donado en
un proceso llamado descelularizacién, '° que se lleva a cabo mediante la combinacion de
varios métodos, tanto fisicos y quimicos como iénicos y enzimaticos. '’ Una vez logrado
este primer paso, las células del donante se sustituyen por células madre autdlogas del
individuo receptor; a este procedimiento se le denomina recelularizacién.'® Las SC

autologas se obtienen mediante clonacion ex vivo en cultivos 3D mediante biorreactores.

El método de descelularizacion-perfusion ha estado ganando peso en la ultima
década. Este consiste en la utilizacion del lecho vascular como un medio eficaz para
descelularizar el 6rgano intacto mediante una reduccion de la distancia de difusion,
facilitando la retirada del material celular. Asi, corazones de roedores fueron perfundidos
con SDS y Triton X-100 a través de la aorta ascendente y dieron lugar a andamios 3D
acelulares capaces de soportar el crecimiento de las células del donante en un biorreactor

de flujo.

Este enfoque terapéutico de descelularizacion ha sido utilizado con éxito para la
reparacion y reconstruccion de varios tejidos complejos como la traquea *°. En 2004, a
una mujer de 30 afios con una fase terminal de broncomalacia se le implant6 una trdquea
humana realizada totalmente por métodos de bioingenieria, construida a partir del 6rgano
de un donante fallecido y sembrada con células autdlogas derivadas de células madre
mesenquimales y células epiteliales. *' Recientemente se han utilizado de manera
experimental células madre obtenidas del liquido amnidtico y el cordon umbilical para el
tratamiento de padecimientos estendticos traqueales congénitos. Walles, et al.*

descelularizaron una matriz conservando su estructura, y la sembraron con células

autologas progenitoras endoteliales (para permitir una revascularizacion adecuada), con
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células de médula dsea, condrocitos y células epiteliales respiratorias. Los autores
pudieron demostrar que era posible obtener todos los elementos celulares traqueales

funcionales.

Otro ejemplo lo constituye la produccion de corazones de forma bioartificial. Las
primeras experiencias se realizaron por el equipo de Doris Taylor et al. '°, quienes en el
afio 2008 consiguieron realizar la descelularizacion en 40 corazones de rata que fueron
perfundidos con el detergente sulfato sddico. Tras esto, la matriz descelularizada fue
recelularizada con células madre cardiacas y endoteliales, obteniéndose asi estructuras
cardiacas completas que tras 8 dias podian funcionar como bombas cardiacas. Utilizando
la misma técnica desarrollada por estos autores, en el afio 2010 se public6 la produccion
de un pulmoén artificial de rata que posteriormente pudo ser trasplantado a otros

animales.”

Ademds, una fuente importante de Organos humanos donados que no son
utilizables para el trasplante, podrian ser "rehabilitados" usando esta descelularizacion.
En EE.UU. aproximadamente el 40% de los 6rganos de donantes son descartados debido
a la mala calidad del parénquima **. En teoria, todos los drganos que sean cosechados
dentro de un tiempo razonable después de la muerte (de 4 a 6 horas) * podrian servir
como donantes potenciales para este proceso de descelularizacion. El empleo de esta

técnica permitiria aumentar el nimero de 6rganos disponibles para la donacion.
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Fig. 1 Representacion esquematica de un ejemplo de medicina regenerativa que muestra la
descelularizacion de todo el 6rgano mediante la biologia del desarrollo celular y la ingenieria biomédica.



5.1.2. Bioprinting:

El bioprinting es un prometedor método para crear andamios que no dependan del
6rgano de un donante para suministrar la matriz extracelular nativa. Implica el uso de un
dispositivo de impresion con depdsitos celulares y biomateriales para generar armazones
en un plano predeterminado. La estructura puede entonces madurarse in vitro o in vivo
2627 Se ha demostrado en un modelo de raton que el bioprinting con células madre
derivadas de liquido amnidtico acelera la cicatrizacién de heridas. ** La principal ventaja
que otorga el bioprinting, aparte de su composicioén controlada, es el hecho de que tanto
las células y la matriz se pueden superponer de forma simultanea. Los retos que supone
su aplicacion incluyen la limitada estabilidad mecdnica de las construcciones, la
restringida resolucion espacial de los dispositivos actuales, y la incapacidad para crear

estructuras de fibras tridimensionales a través de técnicas de estratificacion. 2!

5.1.3. Auto ensamblaje:

A pesar de la revolucion que ha supuesto la obtencion de drganos artificiales a
partir de andamios, ya sea por medio de descelularizacion o bioprinting, la creacion de
células tridimensionales obtenidas sin ningiin andamiaje artificial previo es uno de los
retos que presenta la terapia tisular. El suprimir su uso podria acabar con los problemas
de inmunogenicidad e infecciones derivados. Sin embargo, los sistemas de cultivos
celulares convencionales no han sido completamente eficaces a la hora de obtener estos
esferoides en 3D de manera rapida y a gran escala sin que se produzca una generacion
celular citotoxica descontrolada. * Recientemente, se han desarrollado métodos para
fabricar construcciones celulares 3D a partir de monocapas de células confluentes en
placas de cultivo. Asi lo demostraron Ando et al.”” cuando consiguieron reproducir
construcciones tisulares para la regeneracion de cartilago mediante monocapas

confluentes obtenidas de MSC cultivadas en placas de cultivo convencionales.

De igual forma, Dube et al.*' desarrollaron un proyecto para conseguir obtener
una valvula cardiaca mediante ingenieria de tejidos a partir de monocapas confluentes de
fibroblastos de la piel. En este estudio, los fibroblastos humanos se cultivaron en
presencia de ascorbato de sodio para producir ldminas de tejido. Estas laminas se

superpusieron para crear una construccion de mayor densidad que mas tarde se cortd y



reconstruyo6 en un stent (cdnula con forma de muelle empleada en cirugia cardiaca). El
analisis de los resultados del experimento consiguié demostrar que los fibroblastos fueron
embebidos en la matriz extracelular densa producida in vitro. A este proceso se le
denomind auto-ensamblaje. El préximo paso es el probar esta valvula en un biorreactor y
en una fecha posterior, en un modelo animal grande con el fin de evaluar la permeabilidad
in vivo del injerto. Sin embargo, la desventaja del procedimiento es que requiere un
cultivo celular de mas de dos semanas, por lo que no se trata de un método eficiente en
cuanto a tiempo. Ademas, un periodo de cultivo largo aumenta el riesgo de
contaminacion. A pesar de estos inconvenientes, de esta manera se puede desarrollar
organos artificiales mediante bioingenieria sin partir de ninguna estructura previa,

unicamente con el proceso de auto-ensamblaje que sufren las células.

Fig. 2. Fabricacion de tejidos humanos mediante el método de auto-ensamblaje. (A) Laminas de
fibroblastos son cultivadas (B) y superpuestas para formar una construccion multicapa . (C) Tras un

periodo de maduracién de 7 semanas, el tejido obtenido se puede cortar para suturar un stent.

5.1.4. Método del organ-germ:

En los ultimos afios se ha propuesto un nuevo concepto para la creacion de
organos mediante bioingenieria: el método del “organ-germ”. Casi todos los 6rganos
surgen de sus respectivos gérmenes (células primarias no diferenciadas) a través de
interacciones reciprocas entre el epitelio y el mesénquima en el embrion en desarrollo. Se
prevé que un organo de bioingenieria funcional puede producirse mediante la
reconstitucion de este ambiente entre las células epiteliales y mesenquimales in vitro

r 32 ’ s
empleando gérmenes celulares. *~ Asi, este proceso se basa en la reproduccion de los



procesos de desarrollo durante la organogénesis. > Recientes proyectos han empleado
este proceso para el desarrollo de diferentes érganos como dientes, pelo y piel como se

indica a continuacion:

En 2009 se desarroll6 un estudio * para la creaciéon de un germen dental 3D que
puede emplearse para la obtencion de dientes. En este estudio se describi6 el reemplazo
de dientes en pleno funcionamiento alcanzado a través de un germen de diente en el hueso
alveolar de un raton adulto. De igual forma, se ha podido emplear este método para la
obtenciéon de glandulas salivales completamente funcionales ** asi como glandula

lacrimal ** y foliculos pilosos *°.

5.2. Reparacion tisular:

Las células se clasifican como MSC en base a su capacidad de diferenciarse en
hueso, grasa y cartilago, y un andlisis de citometria de flujo positivo para CD44, CD29,
CD73, HLA-ABC, CD90, CD105 y negativo para CD14, CD34, CD45 y HLA-DR seglin
los criterios definidos la Sociedad Internacional de la terapia celular. *’ Las propiedades
inmunomoduladoras unicas de las MSC las convierten en un tipo de células de un valor
incalculable para la reparacion de dafios en los tejidos u 6rganos de origen inflamatorio o
autoinmune. Son muy prometedoras en el tratamiento de la enfermedad del injerto contra
huésped (EICH),*® rechazo que se produce por ejemplo tras un xenotrasplante. El Sistema
de Salud de Canadd aprobd el uso de células madre mesenquimales alogénicas
(Prochymal) para el tratamiento de pacientes con EICH cuando no exista respuesta al

tratamiento con corticoesteroides.>

De particular interés es un estudio realizado por N. Perico et al. ** donde se mostré
que la infusion de MSC antes del trasplante autdlogo puede proteger el rifidon trasplantado
de que se produzca una disfuncién de injerto. De igual forma, se han postulado diferentes
efectos de las MSC en la reparacion de miocardio como: diferenciacion in situ de estas
células en cardiomiocitos, liberacion de factores solubles paracrinos que promueven la
proliferacion de células residentes de tejido y/o la fusion de las MSC con células
cardiacas.*' En el corazon porcino, se ha observado una reduccion importante del tamafio

del tejido lesionado, neovascularizacion y reduccion de los niveles de apoptosis.*
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Otro ejemplo de reparacion tisular lo ofrecen las células madre adultas corneales
tomadas del limbo. En condiciones fisiologicas, las células madre del limbo corneal son
las encargadas de cubrir la necesidad de regeneracion de la cornea.* Sin embargo, en
algunas patologias esto deja de ser posible y la capacidad de regeneracion disminuye
(insuficiencia limbica parcial) o cesa por completo (insuficiencia limbica completa),
dependiendo del numero de células madre afectadas. El trasplante de cornea se trata de
una opcidn terapéutica muy empleada pero no es eficaz en los casos donde es necesaria
una restauracion epitelial de la cérnea. En 1989 fue descrita por primera vez la técnica de
autotrasplante de limbo conjuntival para el tratamiento de una insuficiencia limbica total
unilateral. Este proceso se basa en el concepto de que el epitelio limbico posee una
poblacion de células madre epiteliales corneales con capacidad de proliferacion y
diferenciacion. ** Actualmente el trasplante de limbo corneal es una practica reconocida,
empleandose células del ojo contralateral cuando el dafio se localiza unicamente en un
0jo, y células de un donante cuando el dafo es bilateral. La posibilidad de expandir ex
vivo estas células puede ayudar a disminuir el riesgo de encontrarnos ante un nimero
demasiado reducido de células sanas. En Espafia al menos 2 grupos de investigacion han
implantado células madre limbocorneales con éxito en pacientes con insuficiencia

limbocorneal completa, consiguiendo una mejoria de la agudeza visual de los pacientes.

5.3. Reprogramacion:

En el afio 2006 Shinya Yamanaka dio inicio a una revolucion en el campo de las
células madre: las células madre pluripotenciales inducidas (iPSC). Consigui6 insertar 4
genes (OCT3/4, SOX2, KLF4 y c- MYC) en un retrovirus modificado, inyectando este a
su vez en fibroblastos de raton. El resultado fue la transferencia genética al ADN del
raton. Tras esto, los genes comenzaron a reprogramar las células cutaneas surgiendo asi
las células madre pluripotenciales inducidas (iPSC). * Estas iPSC se parecian altamente
a las células embrionarias humanas, (AESCs) tanto en morfologia, proliferacion,
expresion génica y patrones de metilacion del DNA, pero evitando los problemas éticos
del uso de las mismas. Desde entonces, las iPSC se han generado con éxito a partir de
diferentes tipos de células somadticas con distintas combinaciones de factores de

<z . 7 : s 46
reprogramacion y diversos métodos de induccion.
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Las iPSC son una gran promesa en el campo de la medicina regenerativa,
especialmente en la terapia celular inmuno-compatible, incluyendo su uso en el
reemplazo de tejidos y la terapia génica. Sin embargo, existen una serie de desafios que
deben ser solventados: tres de los factores de reprogramacion han sido relacionados con
la oncogénesis. *’ De hecho, la reversion de los fibroblastos a colonias de iPSC es similar
al proceso de transicion mesenquimal a epitelial de la transformacion maligna que se
produce en algunos tejidos, lo que sugiere que la reprogramacion y la tumorogénesis

pueden implicar un proceso de desdiferenciacion similar.

En los ultimos afios se han producido notables avances en las técnicas de
reprogramacion, facilitando la generacion de iPSC libres de virus y/o vectores, lo que
suprime el riesgo potencial de formacion de tumores inducidos por virus. ***2! Asi en
un reciente estudio *°, se ha logrado demostrar la generacién de un sistema tegumentario
funcional por medio de la técnica anteriormente explicada del organ-germ. Para la
formacion del tejido epitelial completo, se partio de tres capas germinales de células iPS
que fueron cultivadas in vitro y que mas tarde se trasladaron a un modelo in vivo. La
optimizacion de esta técnica contribuiria al desarrollo de sistemas de organos para

trasplante.

Asimismo, la enfermedad hepatica es una de la principales causas de muerte en el
mundo y la Unica opcidn terapéutica empleada hasta el momento para la enfermedad
hepatica en fase terminal era el trasplante hepatico ortotdpico. El trasplante de hepatocitos
se ha propuesto y utilizado como una alternativa eficaz al trasplante de 6rgano entero para
prolongar la vida de estos pacientes en algunos casos clinicos. >' Por tanto, la generacion
de hepatocitos a partir de iPSC es un objetivo particularmente atractivo. La introduccion
de hepatocitos exdgenos en el parénquima hepatico es una tarea simple ya que el higado
es altamente susceptible a la terapia tisular. Aunque se pueden obtener hepatocitos
primarios por purificacion a partir de 6rganos de donantes, son necesarios de 1 a 5 x10°
células para un trasplante, por lo que este gran niimero lleva a la necesidad de ampliar los
hepatocitos primarios en cultivo. El problema de ello, es que tienen tendencia a perder
funcion hepatica rapidamente tras realizar el cultivo in vitro. Esto se pudo evitar mediante
el uso de las iPSC para obtener hepatocitos que posteriormente fueron injertados en el

parénquima del higado de mamiferos. **
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5.4. Complementacion del blastocisto: El paso de in vitro a in vivo.

El objetivo tltimo de la medicina regenerativa es el lograr generar 6rganos in vitro
derivados de células pluripotenciales de un paciente. Sin embargo, las interacciones entre
las células y los tejidos durante el desarrollo y la organogénesis son tan complejos que el
tratar de imitar estas interacciones para generar 6rganos in vitro es una tarea complicada.
Hoy en dia se ha logrado este objetivo in vivo mediante el empleo de la biologia de

complementacién de blastocisto. >

Esta técnica fue reportada por primera vez en el afio 1993 por Chen et al. > quienes
demostraron que la deficiencia en los linajes linfocitarios en ratones Rag? deficientes se
pudo complementar con la inyeccion de células madre embrionarias de ratones normales
(no deficientes para Rag2) en blastocistos de raton. La complementacion del blastocisto
es una técnica basada en el empleo de células madre pluripotenciales tanto embrionarias
(Thomson et al. 1998) como las obtenidas por reprogramacion, que son inoculadas en el
blastocisto de otro mamifero, obteniéndose una quimera de dos especies. Ademas de la
mezcla celular que se produce, se elimina del blastocisto huésped un determinado tipo
celular que va a dar lugar al 6rgano que estamos interesados en trasplantar (ej. Gen Pdx
para el pancreas). La edicion del genoma del cigoto se lleva a cabo con una nucleasa
programable. El animal durante el desarrollo embrionario proporciona las sefales
necesarias para la especializacion, eliminandose de esta forma el problema que existia in

. 55
VIIro.

La generaciéon de animales quiméricos también podria facilitar ademas, la
produccién de tejido endodérmico. En un estudio reciente *°, se inyectaron iPSC en
blastocistos de ratones incapaces de formar un pancreas normal (mutantes Pdx1) dando
como resultado ratones quimeéricos con pancreas compuestos enteramente de las iPSC
introducidas. Aunque no estd claro si estas interespecies quiméricas serian éticas o
factibles con iPSC humanas y si las células resultantes serian seguras para su aplicacion,
(dada la posibilidad de reactivacion de virus derivados del huésped), el uso de tales
ensayos para generar derivados diferenciados y funcionales de células iPS pueden abrir

un nuevo enfoque para el modelado de la enfermedad in vivo.
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Actualmente, el equipo de Juan Carlos Izpisua °’ esta llevando a cabo una
investigacion con el fin de desarrollar estos 6rganos en otra especie, que sea capaz de
reproducir los érganos y tejidos humanos con un tamafio similar o parecido. Para ello
emplean el cerdo como especie de eleccion. De esta forma, partiendo de un blastocisto de
cerdo, se introducen en ¢l las células humanas pluripotentes para, a continuacion,
implantarlo en el utero de la cerda. La idea es la obtencion de lechones que tengan en su
organismo cé¢lulas humanas que puedan ser empleadas para trasplante. Las células
pluripotentes humanas se incorporan en el desarrollo embrionario del cerdo,
diferenciandose correctamente. Al llegar a la cuarta semana de gestacion se observa su
integracion total y adecuada. Aunque este experimento se encuentra en una fase temprana
de investigacion, este planteamiento podria suponer una alternativa muy eficiente para el

problema del trasplante de érganos.

6. DISCUSION

La terapia celular representa un esperanzador futuro en el campo de la medicina
regenerativa y en el trasplante de 6rganos. A través del desarrollo de numerosos procesos,
hemos conseguido generar una alternativa viable a la gran problematica actual de la

escasez de organos para trasplante.

La obtencion de 6rganos artificiales a partir de bioingenieria es, sin duda, un éxito
rotundo a dia de hoy. Estos 6rganos habitualmente se consiguen mediante el empleo de
un molde estructural denominado matriz extracelular. El proceso de descelularizacion y
posterior recelularizacion de tejidos supone un increible logro en este campo ya que
permite la obtencion de matrices acelulares. El primer paso, la descelularizacion, ha sido
perfeccionada mediante varios estudios '°*, hasta lograr la estrategia de
descelularizacion por perfusion, que permite optimizar la técnica obteniendo una
descelularizacion eficaz y manteniendo el 6rgano intacto. La posterior recelularizacion
exitosa con células madre autdlogas da lugar a numerosos tejidos complejos como traquea
2022 corazon'? | o pulm(')n23. Ademas, este proceso facilita la “rehabilitacion” de 6rganos
humanos donados que no son utilizables para trasplante. Por ello, el emplear un mayor

numero de recursos y estudios en pulir esta técnica es crucial para llegar a la meta final

buscada, solventar la falta de 6rganos trasplantables.
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Otras alternativas a la descelularizacion que van a dar lugar a esos organos
artificiales, son los procesos de bioprinting y el método del organ-germ. El primero tiene
como ventaja que produce andamios independientes de organos, esto es, evitamos
depender del 6rgano de un donante para suministrar la matriz nativa. Sin embargo, la
limitada estabilidad mecdnica de las construcciones y la incapacidad para crear
estructuras tridimensionales mediante estratificaciéon' son sus dos grandes retos
pendientes, por lo que es necesario profundizar en ellos. El segundo, el método del organ-
germ, se muestra revolucionario en el desarrollo de 6rganos como dientes, pelo y piel. No
obstante, también presenta problemas criticos como son el hecho de si por ejemplo, en el
caso de los dientes, éstos son capaces de simular funciones como la masticacion y el

potencial de respuesta a la tension mecanica.

El auto-ensamblaje representa la tltima de las técnicas recogidas en esta revision
para el desarrollo de 6rganos bioartificiales. Este descubrimiento supone la superacion de
uno de los desafios de la obtencion de 6rganos bioartificiales: la creacion de estructuras
celulares tridimensionales sin ningun andamiaje artificial previo. El suprimir su uso
puede acabar con problemas de inmunogenicidad e infecciones que pudieran surgir. El
principal inconveniente hasta la fecha lo suponia la incapacidad de crear un método eficaz
de obtener estas estructuras 3D sin que se produjera una generacion citotoxica celular,

. - 30-31
algo que en recientes estudios

se ha conseguido solventar basandose en el proceso de
auto-ensamblaje celular, con el cual se han logrado crear construcciones a partir de
monocapas de células. Sin embargo, este procedimiento no es eficiente en cuanto a
tiempo, ya que precisa de cultivos celulares con una duraciéon minima de dos semanas.
Ademas su viabilidad aun debe ser probada en biorreactores para su posterior prueba in

vivo por lo que atin queda mucho que investigar en este campo.

En cuanto a la reparacion tisular, la capacidad de diferenciacion de las células
madre abre un abanico de posibilidades para la regeneracion de dafios en diferentes
tejidos. Asi, se ha demostrado que su empleo es altamente ventajoso en el tratamiento de
la enfermedad del injerto contra huésped (EICH). También son utiles en la reparacion
del miocardio o en el trasplante de cérnea. Una de las grandes facilidades que presenta su

uso, es la posibilidad de expandir ex vivo las células sanas para aumentar su nimero.
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Actualmente en nuestro pais existen diversos grupos de investigacion que emplean

4 .y . . 6
células madre para la regeneracion tisular obteniendo asombrosos resultados °.

Por otro lado, se encuentra el amplio campo de las iPSC. La base del uso de estas
células radica en la reprogramacion celular, proceso revolucionario desde su
descubrimiento en el afio 2006. Desde entonces, la obtencion de iPSC se ha ido mejorando
hasta el dia de hoy, pudiéndose generar con éxito a partir de distintos tipos de células
somaticas con diferentes factores de reprogramacion. Los notables avances en estas
técnicas de reprogramacion han facilitado la generacion de iPSC libres de virus, lo cual
permite eliminar el principal riesgo derivado de su utilizacion: la formacién de tumores
inducidos por virus. Estas células son el futuro de la medicina regenerativa, empleandose

para diversas patologias funcionales como la enfermedad hepatica.

Sin embargo, el objetivo tltimo de la medicina regenerativa es el generar 6rganos
in vitro. Esta es una tarea complicada, ya que las interacciones celulares y la
organogénesis son altamente complejos de imitar in vitro. El equipo de Juan Carlos

Izpisua Belmonte >

estd logrando este objetivo in vivo mediante la técnica de
complementaciéon del blastocisto. Esta permite la obtencién de érganos humanos en
animales quiméricos, evitando de este modo los problemas éticos que pudieran surgir de
la utilizacion de células embrionarias humanas, asi como el posible rechazo por parte del
receptor (ya que se emplean iPSC autdlogas). Sin embargo, es importante sefialar que
existen dificultades pendientes de solventar, tanto éticas como cientificas, antes de que la
obtencion de estos 6rganos humanos funcionales, se convierta en una realidad. Por
ejemplo, aun se desconoce con exactitud qué consecuencias cerebrales tendra sobre el
animal huésped la introduccion de esas iPSC humanas. La informacion es a dia de hoy
muy limitada debido a que este experimento se encuentra en una fase temprana de
desarrollo y no existen antecedentes al respecto. Por ello, de cara al futuro es

imprescindible seguir realizando investigaciones ya que esta alternativa supone una

atractiva solucion para superar el problema de escasez de 6rganos.
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7. CONCLUSIONES

La obtencion de 6rganos de manera artificial es un éxito rotundo logrado en el
campo de la ingenieria de o6rganos. Existen numerosos métodos, algunos de ellos
empleados de forma habitual en la actualidad, ademas de otros muchos que estan ganando
peso en los ultimos afios y suponen un gran avance en la construccion de dérganos

bioartificiales.

A pesar de los avances realizados, es importante destacar que ain queda mucha
investigacion por delante. El futuro de las iPSC como terapia inmuno-compatible y el uso
de quimeras para cultivo in vivo de 6rganos es una realidad lejana que tiene muchas
contrapartidas que solventar, siendo necesarios un mayor nimero de estudios y ensayos

clinicos.
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