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1. RESUMEN

La ingenieria de tejidos se trata de una estrategia terapéutica que supondrd un gran
avance en el tratamiento de muchas enfermedades, ya que idealmente su objetivo es la
reparacion de los 6rganos dafiados de manera artificial o incluso la generacién de la
totalidad del 6rgano. Este trabajo se centra en el desarrollo de nuevas técnicas y
biomateriales aplicados al desarrollo de tejidos de las vias aéreas superiores, en concreto
de la traquea, haciendo una revision de las diferentes estrategias con las que se ha
desarrollado una traquea hasta el momento. Utilizando diferentes tipos de soportes al
igual que gran variedad de células y biomoléculas que facilitan la regeneracién del
organo.

Palabras clave: ingenieria de tejidos, triquea, biomateriales.

2. INTRODUCCION Y ANTECEDETES

La ingenieria de tejidos o medicina regenerativa es una disciplina cuyo objetivo consiste

en la creacidon de nuevos tejidos a partir de células y diferentes materiales.

Tabla 1, Etiologia de las enfermedades de las vias aéreas superiores (2).

El desarrollo de esta disciplina Etiologia de la enfermedad de las vias aéreas superiores.

significard un cambio en el : Carcinoma escamoso
Maligno - - —
. Carcinoma adenoide quistico
futuro tratamiento de muchas . Estenosis subglotica
Idiopatico

idiopatica

patologias, ya que permitira la Estenosis traqueal

creacion de un nuevo tejido . postintubacion
Iatrogénico | Estenosis de las vias aéreas
capaz de sustituir al autdctono, Benigno Traqueotomia
Radioterapia
tanto estructuralmente, como en . Fractura de laringe
Traumatico

Quemadura de las vias aéreas

sus funciones fisioldgicas; Granulomatosis de Wegener

. / . ., Autoinmune —
evitando asi, la inmunosupresién Sarcoidosis
Estenosis subglética
de por vida y la dificultad de Congénita congénita
Laringomalacia

encontrar un donante de érganos

(1).

En esta memoria se recogen los dltimos avances en Ingenieria Genética relacionados
con la traquea, ya que, en patologias como malformaciones congénitas, cancer, traumas
e infecciones (causadas por largos periodos de intubacién), el tratamiento actual

consiste en la reseccion del tejido dafiado seguida de una reconstruccion con tejido sano
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de ese 6rgano o incluso de un trasplante.

En muchas ocasiones la reconstruccién no es viable debido a que la extension del tejido
dafiado es mayor del 50% en adultos o el 30% en el caso de nifios (3). Esto hace
imposible la regeneracion del tejido de forma natural, ya que, se formarian depoésitos de
colageno al tratar de reepitelizar el tejido formando cicatrices que impedirian el correcto
funcionamiento de la traquea (2). Entonces las tnicas lineas de tratamiento serian, el
trasplante, con la consiguiente inmunosupresion de por vida o los tratamientos
paliativos. Se podria concluir que la ingenieria de tejidos ofrece una alternativa que,
potencialmente, podria significar la curacion de estos pacientes.

Para comenzar, es necesario entender la estructura anatémica de la triquea si se desea
desarrollar una correctamente. La tridquea es un Organo fibroeldstico con forma
cilindrica cuyo interior se encuentra recubierto por un epitelio pseudoestratificado que
esta sostenido por unos musculos longitudinales y unos anillos cartilaginosos (cartilago
hialino) en forma de C. Su funcion consiste en conectar la laringe con los pulmones
permitiendo la respiracion. El flujo sanguineo de este 6érgano viene dado por las ramas

inferiores de las arterias tiroidea y bronquial (4).
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Figura 1, Vista anatémica del epitelio de la triquea. (A y B) Representan la un corte longitudinal y trasversal, que

consiste en cartilago y células epiteliales. (C y D) Esquemas de la organizacion del epitelio traqueal (4).

La estructura del epitelio pseudoestratificado es compleja (mostrado en la figura 1) ya
que no todas las células que lo forman llegan a la cara luminal del tejido, ademis
contiene diferentes tipos de células entre los que encontramos; las células caliciformes,

encargadas de la producciéon de moco; y las células ciliadas cuyos movimientos en
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forma de olas coordinadas con cruciales para la renovacion del moco. Ambas poseen un
papel crucial en la defensa del sistema respiratorio ya que se trata de la primera barrera
protectora frente a agentes patdgenos externos (5).

Otros tipos celulares que se pueden encontrar en el tejido pseudoestratificado son las
células basales, que no llegan a alcanzar la luz de la traquea, pero se encargan de la
homeostasia del tejido, es decir de la regeneracidn del mismo ante cualquier dafio. Y por
ultimo se deben nombrar las células de cepillo que actian como un sensor quimico (5).
Este 6rgano se fij6 como uno de los primeros objetivos de la ingenieria de tejidos ya
que aparentemente es un tejido facil de reproducir, pero su desarrollo se complic6, pues
realiza una funcién protectora muy importante para nuestro organismo. Ademas de
necesitar una consistencia caracteristica, ya que debe de ser flexible longitudinalmente
para permitir realizar movimientos de cabeza pero manteniendo una rigidez lateral para
soportar las presiones que se crean durante la respiracion (6). La medicina regenerativa
trata de cumplir todos estos requisitos para crear un 6rgano perfectamente funcional.
Esto se consigue gracias a los pilares bésicos de la ingenieria de tejidos, las células, la
matriz o soporte de las células, los birreactores y por tultimo las moléculas activas o
factores. Todos en conjunto tratan de crear un ambiente que favorezca la proliferacion

celular y por lo tanto el desarrollo del nuevo tejido.

3. OBJETIVOS

Este trabajo pretende analizar las nuevas técnicas desarrolladas en medicina
regenerativa. Se trata de un estudio descriptivo de los nuevas avances hasta la
actualidad, en las técnicas utilizadas en el desarrollo de una nueva triquea mediante la
ingenieria de tejidos, realizando una revision de los materiales estudiados hasta el

momento.

4. METODOLOGIA

Se ha realizado una revision bibliografica de articulos de libre acceso publicados en las
bases de datos: PubMed, ScienceDirect y Google Scholar. Para la bisqueda sistematica
se utilizaron las palabras clave: “tissue”, “engineering”, “trachea”, “transplantation”,
“biomaterials”, “scaffold”, “regenerative medicine”, “cellularization strategies”. Como
criterios de inclusion se establecid la seleccion de publicaciones tipo revision, textos

completos y con menos de 5 afios de antigiiedad. A través de la pagina de la Biblioteca
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de la Universidad Complutense (BUCea) se pudo acceder a los articulos de no libre
acceso y se hizo una busqueda exhaustiva revisando la bibliografia incluida en los

articulos seleccionados con el fin de localizar estudios adicionales.

5. RESULTADOS Y DISCUSION

Existen tres formas tedricas de ingenieria de tejidos, una basada en el uso tnicamente de
células, otra basada en la induccion de la formacion de tejidos mediante biomoléculas y
por ultimo la utilizacién de matrices. Se ha demostrado que al usar unicamente células
estas no son capaces de reproducir adecuadamente la funcién del 6rgano autdctono,
puesto que, proliferan sin seguir el orden adecuado. En cuanto al uso exclusivo de
biomoléculas para estimular la regeneracién del tejido natural podria tedricamente
obtener buenos resultados, pero debido a la gran cantidad de moléculas necesarias
todavia no se han estudiado en profundidad (4).

Actualmente la tdltima técnica de eleccion para el reemplazo de un segmento largo de
una trdquea defectuosa consiste en una fusion de las formas tedricas anteriormente
nombradas, puesto que, tanto la eleccion de las células sembradas como el material de
soporte utilizado determinan el desarrollo del 6rgano. Ademas todo debe estar apoyado

por las biomoléculas responsables de crear un nicho de crecimiento similar al autéctono.

@

Synthetic scaffold
i or
Bioreactor
Donor trachea in vitro culture

Figura 2, Esquema de la tltima estrategia de fusién utilizada en ingenieria de tejidos (4).

La medicina regenerativa tiene como objetivo crear una traquea ideal con las siguientes
caracteristicas (3):

- Lateralmente rigida.

- Longitudinalmente eléstica.

- Una luz hermética.

- Un tejido ciliar interrumpido tapizando la luz de la trdquea que proteja de
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infecciones.

- Tejido exterior formado por cartilago que beneficia las funciones mecénicas y la
biocompatibilidad del tejido.

- No inmunogénica. De manera que no sea necesaria la inmunosupresion.

- Con las caracteristicas mecéanicas adecuadas para evitar la estenosis.

5.1 Células utilizadas

Las fuentes celulares utilizadas en ingenieria de tejidos incluyen: células madre
pluripotentes, células madre adultas, células progenitoras y células de tejido adulto ya
diferenciadas. La eleccion depende de su disponibilidad, accesibilidad, su capacidad de
expansion, y si existe potencial de generacién de nuevos tumores durante la
diferenciaciéon (7). Idealmente estas células deben ser estables y funcionales (con
capacidad de renovacidn), ademis no deben generar respuesta inmune para evitar el
rechazo del nuevo 6rgano (4).

Tanto las células madre pluripotentes como las células embrionarias humanas son las
que poseen el mayor potencial de diferenciacion a distintas lineas celulares. Estas
células se obtienen del cordon umbilical o de la placenta, Aunque su uso en ingenieria
de tejidos se ve coartado por la alta capacidad de proliferacion que las caracteriza, lo
que hace que tengan tendencia a convertirse en cancerigenas. Ademds existen también
regulaciones éticas que hacen mas dificil su utilizacién (7, 8)

Las células pluripotentes inducidas (iPSCs) generadas a partir de células adultas son una
alternativa muy atractiva para su uso en la medicina regenerativa pues se caracterizan
por tener la misma morfologia, y las mismas propiedades de expansién y diferenciacion
que las células embrionarias. Estas células se consiguen a partir de células somaticas
adultas que mediante factores de transcripcion se reprograman para diferenciarse en otro
tipo celular. Sin embargo estas técnicas no estin totalmente asentadas ya que han
demostrado cierto potencial tumorogénico. Se espera que en el futuro se desarrollen ya
que seria una fuente de células de gran valor (7).

Las células madre adultas son células somaticas con capacidad de renovarse. Estas
pueden obtenerse de cualquier tejido desde tejido adiposo, medula ésea o sangre
periférica. Aunque algunas células madre adultas no han tenido éxito al proliferar, las
que se obtuvieron de la medula dsea se usan de manera regular en ingenieria de tejidos.
Esto se debi6 a que un trasplante autélogo de células adultas tipo MSCs (células madre

mesenquimales) no solo no causara respuesta inmunitaria sino que ademas de poseen
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buena capacidad de expansion sin que esta sea descontrolada. Las MSCs son de facil
acceso y también son capaces de diferenciarse “in vitro” en varios tipos de tejidos lo
que las hace perfectas candidatas a la hora de crear nuevos tejidos (9).

Los fibroblastos son unas células que forman parte del tejido conectivo, son muy usadas
medicina regenerativa pues sintetizan una matriz extracelular formando una red de
colageno que da lugar a la estructura bésica del tejido. Su funcién es clave ya que
ademis de favorecer las interacciones celulares, también favorece la migracion, la
proliferacion y la diferenciacion. La fuente de obtencion de los fibroblastos todavia esta
por determinar (7).

AnatOémicamente existen dos tipos celulares necesarios para sembrar los materiales de
soporte a la hora de crear una trdquea, estos son los condrocitos, necesarios para la
formacion del cartilago, y las células epiteliales que tapizan el interior del érgano (4).
Las células epiteliales son faciles de conseguir ya que se encentran tanto en la mucosa
nasal como en la bucal o incluso de la piel. En el caso de las células epiteliales nasales
se han realizado estudios que demuestran que son capaces de diferenciarse “in
vitro”(10). Estudios como el de Kalathur et al., 2010 (5) que han conseguido llegar al 4
pasaje de células in vitro creando un tejido pseudoestratificado similar al que tapiza la
trdquea, pero al tratar de reproducir estos resultados “in vivo” las células nasales no
fueron capaces de recrear estos tejidos dando lugar a problemas en el aclaramiento
muco-ciliar lo que dio lugar a infecciones (5). Por lo que, las células madre progenitoras
son las que estan en estudio ya que también han mostrado cierto potencial a la hora de
reparar los dafios en la traquea, estas células se pueden obtener de el tracto respiratorio o
también derivadas de otros tejidos como la medula 6sea. Algunos estudios han
demostrado que el cultivo conjunto de células epiteliales y fibroblastos favorece el
crecimiento celular ademdas de la diferenciacion y reconstitucion de la membrana.
Acelerando todo el proceso (Kobayashi et al., 2006) (3).

Los condrocitos forman parte del cartilago junto con una matriz extracelular que
consiste en una mezcla de colageno, fibronectina, elastina, glucosaminoglicanos y agua
(3). Estos condrocitos son mas complejos de obtener y de cultivar ’in vitro”. Se trata
del mayor reto en la reconstruccion de la traquea.

Actualmente la fuente de cartilago més eficiente todavia no se conoce (11). Existen tres
tipos principales de cartilago: cartilago elastico, hialino y fibrocartilago. Los anillos con
forma de C de la trdquea estan formados por cartilago hialino principalmente y a

diferencia de otros tejidos conectivos el cartilago recibe sus nutrientes por difusion, lo
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que hace que su capacidad regenerativa sea minima y sean més dificiles de cultivar (3).
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Figura 3, Proceso de diferenciacion de las células madre mesenquimales a condrocitos.

Asociado con las biomoléculas o factores necesarias en cada etapa (3).

El método de obtencion de este tipo de células todavia no estd definido, ya que
preferentemente debe de ser lo menos invasivo posible consiguiendo un rendimiento
celular adecuado. En la actualidad para la formacion de la traquea se ha utilizado como
fuente el septum nasal, la rodilla y las costillas, pues son zonas en las que se puede
encontrar cartilago hialino. También se ha utilizado cartilago procedente de las orejas,
pero en esta zona se encuentra cartilago elastico, diferente al necesario en la traquea,
aunque por su fécil obtencion se ha usado para la sintesis de cartilago hialino. Este
método de obtencién no ha sido muy bien aceptado. Por otro lado, se obtuvieron
condrocitos a partir del septum nasal, cuyo cartilago posee unas caracteristicas mas
similares a las del cartilago presente en la triquea (11). Aun asi, nuevas fuentes deben
de ser exploradas.

Las células madre pueden ser una buena fuente de condrocitos ya que poseen una alta
capacidad de replicacién y con las biomoléculas apropiadas serian capaces de
diferenciarse a condrocitos (3). Se ha estudiado recientemente el uso de MSCs ya que
pueden ser recogidas mediante técnicas menos invasivas que las utilizadas en las

biopsias nasales, tan solo se necesita realizar una aspiracion con una fina aguja. Sin
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embargo, el uso de estas células mesenquimales estd limitado ya que necesitan la
presencia de los factores de crecimiento como TGF-f, IGF, factor de crecimiento de
fibroblastos... para diferenciarse a condrocitos (11). Los factores de crecimiento
utilizados suelen ser de origen animal, ya que desde el punto de vista del precio son mas

baratos, aunque pueden inducir una respuesta inmune (4).

5.2 Matrices

La matriz extracelular es un componente esencial para conseguir el microambiente
necesario para el crecimiento celular y desarrollo de un tejido. No solo aporta un
soporte, ademas también juega un papel muy importante en la proliferacion, adhesion,
diferenciacion y muerte celular. La medicina regenerativa se centra en el desarrollo de
matrices 3D que favorezcan la creacidn del nuevo tejido, ya que se trata de una red que
imita al tejido original. Las funciones de una matriz extracelular ideal son (12, 13):
- Favorecer la adhesion celular.
- Favorecer las interacciones tanto entre células como las células con el medio.
- Facilitar el movimiento de los nutrientes y las sustancias de desecho a través de
su estructura.
- Biocompatibles.
- No carcinogénicos y no inmunogénicos.
- Con las caracteristicas mecanicas adecuadas.
- Que sea capaz de degradarse en un periodo de tiempo adecuado que permita la
regeneracion del tejido.
- Mas especificamente, si se trata de un Organo para un paciente pediatrico, la
matriz extracelular debe de ser capaz de acomodarse al crecimiento del paciente
y sus futuras necesidades (13).
Al aplicar estos principios al desarrollo de una matriz para la formacién de una traquea
se concluye que los materiales deben ser flexibles y a su vez rigidos para evitar el
colapso de las vias aéreas, y que el aire pueda fluir a través de la trdiquea. Como ya
vimos anteriormente, desarrollar este tejido es mas complejo ya que al estar
continuamente expuesto al ambiente externo es mas susceptible de infecciones tanto
bacterianas como virales. En el 6rgano original son las células ciliadas las encargadas de
evitar estas infecciones, por lo que la medicina regenerativa trata de imitar este proceso
utilizando matrices porosas que permiten interacciones entre las células formando el

tejido conectivo que posee este tipo de células (14). Ademas también debe de ser
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compatible en términos celulares, funcionales e inmunogénicos, para evitar asi el riesgo
de rechazo y que no sea necesaria la inmunosupresion de por vida. La cual, no es una
opcidén en pacientes con cancer, lo que supondria un gran avance en este tipo de
terapias. No debemos olvidar que los materiales que formen la matriz extracelular
(ECM) no pueden ser toxicos ya que, durante el proceso de degradacion de la misma
van a ser liberados y eliminados del organismo dejando permitiendo que las células
sembradas puedan formar el nuevo tejido.

El tipo de ECM necesario para el reemplazo de la triquea todavia esta por decidir, pero
existen dos areas de especial interés para la ingenieria de tejidos de las vias aéreas. El
uso de tejido alogénico descelularizado o el uso de materiales sintéticos. Ambos pueden

ser y biodegradables o no (7).

5.2.1 Naturales

Los soportes basados en matrices extracelulares naturales pueden ser desde 6rganos o
tejidos criopreservados, estructuras de colageno o tejidos descelularizados (15).

Hasta la actualidad se han estudiado gran nimero de matrices naturales para su posible
uso en el reemplazo de las vias aéreas, entre los cuales encontramos el alginato, agarosa,
gelatina, chitosan, acido hialuronico. Estos materiales favorecen la formacion de
proteoglicano por parte de los condrocitos y ademés también facilitan el mantenimiento
de su fenotipo. Se ha estudiado que en ausencia de los mismos los condrocitos pierden
su fenotipo en pocas semanas. Ademas, se observo que al encapsular los condrocitos en
este tipo de materiales la sintesis de colageno tipo Il y de proteoglicano se ve favorecida
3)

Una de las matrices mas prometedoras consiste en un tejido descelularizado, se obtiene
utilizando la traquea de un donante a la cual se le elimina todo su contenido celular
natural mediante una serie de ciclos de lavado. Para seguidamente repoblar el tejido con
células propias del paciente a tratar y asi evitar la respuesta inmune (3). Actualmente un
alotransplante de una triquea humana descelularizada es la estrategia de eleccioén o al
menos, la menos inmunogénica, aunque también se han utilizado tejidos porcinos con el
mismo objetivo obteniendo buenos resultados. Sin embargo, este proceso es un muy
laborioso ya que, si aparece la minima respuesta inmune por parte del paciente puede
significar el rechazo del 6rgano. Es importante sefialar que los métodos de eliminaciéon
de las células pueden provocar una inestabilidad mecanica en la matriz extracelular,

pues se produce una pérdida de glicosaminoglicanos (GAGs). Esta pérdida también se
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produce in vivo, por lo que es necesario el uso de otros materiales que contribuyan a la
estabilidad (4,16). En cuanto a la adhesién celular y la vascularizacion estas no se ven
afectadas.
Se ha propuesto un nuevo método para la eliminacién de las células por Gilles et al.
(17) demostrando la mejora en la eliminacion de ADN y proteinas intracelulares
utilizando Latruculin B, soluciones hiper e hipotonicas junto con desoxirribonucleasa.
Sin embargo las propiedades mecanicas de la triquea no mejoraron significativamente.
Por lo que tratamientos menos agresivos, como la deshidratacién quimica, liofilizacion,
congelacion y descongelaciéon son mas recomendables para el mantenimiento de los
condrocitos, aunque estas técnicas todavia no han tenido trascendencia clinica (17).
Mediante la descelulararizacion, se eliminan las células del tejido original utilizando
fuerzas mecéanicas, procesos quimicos como detergentes, nucleasas en ciclos repetidos.
Resultando un producto libre de células de base extracelular derivado del tejido original.
Este proceso permite eliminar los epitopos inmunogénicos de las células (13).
Para que la matriz extracelular se integre en el tejido del paciente, es necesario que esta
se componga de proteinas, coldgeno, proteoglicanos, y glicoproteinas. Todos ellos se
mantienen durante el proceso de descelularizacion, y asi se mantiene la capacidad del
tejido para regenerarse y crecer. Pero sin que se produzca una respuesta inmune.
Aunque se ha observado buena reepiteliacién con estas matrices, la mayoria de ellas
resultaron ser inestables terminando en obstruccion de las vias aéreas (7).

A. Decellularized Tracheal Scaffold.

G. Syt Scalod for ragheelregenersion

(Avoids the long preocess of decllularization). Process of seeding of the scafold in a
bioractor using Bone marrow Stem cells,

=4 = i Diffsrertiation and chondrocytes and epithelial celis.
( - v Expansion of Cell lines
Decellularization " !" |
— 3 g —» B . a8
’ .t - .J :
= 15-20 Days
-] ¥ - -
A Native Cadaveric Tracheal Scaffold Wrapping vascularization
B. Allagenic Aortic or jejunal Graft. improves regeneration,
survival of the graft and
airtightness
i
I
Orthatropic { . r & & 4 )
Transplantation i { Sterting L LA |
;| -\
L L
} Wrapping of the seeded scafold for vascularization using
Regenerated Trachea with Stented-vascularized and seeded scaffold. omentum or muscular flaps orthotropically or heterotropically.

cartilagenous-rings supporting the airway.
Figura 4, Protocolo de actuacién seguido al utilizar materiales de soporte naturales (18).

En el dltimo afo se ha sugerido una nueva estrategia para la formacién de un tejido a
partir del 6rgano descelularizado, que seguidamente se sembrara con células madre
mesenquimales procedentes de la medula 6sea en un birreactor. A continuacién se
procederd a envolver la matriz con un tejido autélogo como el omentum o la aleta

muscular para mejorar la vascularizacion, la regeneracion y la firmeza del trasplante.
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Después del transparente se inyectara TGF-B para favorecer la condrogénesis y
vascularizacion. En este método es necesario el uso de sujecidn externa (stent) de
manera temporal hasta que se el trasplante gane suficiente consistencia. Esta técnica se
puede utilizar con gran variedad de marices de distintos materiales (18).

Aunque estas matrices extracelulares presentan buenos resultados clinicos, todavia se
ven limitadas por la necesidad de encontrar un 6rgano donante adecuado ademas de las

largas y tediosa técnicas de descelurarizacion (7).

5.2.2 Sintéticos

Las matrices sintéticas tienen algunas ventajas sobre las naturales ya que (3):

- Poseen un menor tiempo de produccion que las naturales.

- No dependen de la disponibilidad de 6rganos de donantes.

- Son de fAcil control y facilmente modificables.

- Se disefan segun los requerimientos y dimensiones especiales de cada paciente.

- Pueden ser esterilizadas con facilidad y de manera eficaz.

- Se disefian con buenas caracteristicas mecanicas imitando las del 6rgano nativo,

en nuestro caso la triquea, asi se evita el riesgo de colapso de las vias aéreas.

Se han estudiado gran variedad de materiales de manera individual y en combinacion,
los primeros intentos en ingenieria de tejidos de la traquea utilizaban un material
sintético sélido como el acero inoxidable, teflon y silicona. Sin embargo, debido a su
rigidez y ausente porosidad los injertos no tuvieron éxito, dando lugar a infecciones y
obstruccion (19). Estos estudios resefiaron que la porosidad de la matriz es un factor
vital para el crecimiento celular ya que permite la vascularizaciéon del nuevo tejido.
Como ya hemos visto la vascularizacion, representa un de los mayores obstaculos de la
ingenieria de tejidos. Ademas de ser esencial para el correcto funcionamiento del
organo facilitando el oxigeno y nutrientes necesarios. Tras este descubrimiento la
investigacion se centro en el desarrollo de redes porosas con una combinacién de
materiales sintéticos y naturales (3).
Uno formado por una malla de propileno en forma de tubo que se recubre con una
esponja de colageno, en el cual la epitelizacién, desarrollo de capilares, tenia lugar
llegado el dia 14 “in vitro”. Sin embargo, el nuevo cartilago formado no se asemejaba al
original de la triquea. La matriz fue sembrada con vasos sanguineos autélogos y
trasplantada en cuatro pacientes con estenosis o cancer traqueal. Pasados tres afios de la

operacién, no se observo ninguin rechazo. Aun asi hoy en dia la similitud de esta
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estructura con una traquea original se desconoce (4).

El grupo de Crowley C et al. (3) Ha desarrollado una familia de nuevos polimeros
sintéticos se estd comprobando su uso potencial como materiales para la medicina
regenerativa. Estos polimeros nanocompuestos de POSS-PCU estan basados en
policarbonato (urea), un segmento blando de uretano (PCU) y un poliedro
polimérico de silsesquioxano (POSS). Es un polimero no biodegradable pero
biocompatible no toxigénico y no inmunogénico, estas propiedades se han
establecido en varios estudios “in vivo” realizados en ovejas (20). POSS-PCU ha
demostrado su habilidad para permitir la adhesion celular de gran variedad de
tipos celulares, condrocitos, células epiteliales, células de Schwann y

mesenquimales.

Figura 5, Imagenes SEM que muestran condrocitos (a) y células mesenquimales (b) creciendo en una matriz de

POSS-PCU (3).

Se trata de un polimero versatil que permite su
manipulacion para asemejarse lo maximo posible a una
traquea original. Por ejemplo, puede fabricarse con el
porcentaje de porosidad deseado que facilite el
crecimiento y la vascularizacion. Ademas las
caracteristicas mecanicas del polimero pueden ser
controladas para imitar las del tejido original o incluso
mejorarlas. En junio 2011 se realiz6 un reemplazo
traqueal en una paciente con cancer utilizando este
polimero con buenos resultados, ya que no se dieron

signos de rechazo (3). (Figura 6).

La matriz bioartificial POSS-PCU se sembroé con células Figura 6, Protesis de triquea
madre de la medula 6sea y fue trasplantada a la paciente ~ desarrollada con POSS-PCU (2).

que recibié un tratamiento con G-CSF y epoetina-8 durante 14 dias para favorecer
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la formaciéon de cartilago y la neovascularizacidon respectivamente. Inicialmente
aparecieron algunos signos infeccion fungica y tejido necroético, pero la paciente
seguia asintomatica y libre de tumores a los 5 meses. La matriz extracelular o
soporte presentaba anastomosis y una mucosa vascularizada que parcialmente
estaba recubierta con epitelio. Concluyendo que, la ventaja de este polimero es que
se puede disefar siguiendo las propiedades de cada paciente (4).

El soporte ideal debe imitar en la mayor medida de lo posible la estructura del 6rgano
original, sin embargo la tridquea se trata de una estructura que es dificil de reproducir
debido a los anillos cartilaginosos y las membranas, que si no se tienen en cuenta a la
hora de desarrollar los soportes afectaran a la funcién del 6rgano. Naturalmente el
desarrollo de una estructura 3D similar a la del 6rgano original tan solo soluciona la
mitad del problema ya que la ECM es una mezcla de proteinas estructurales y
funcionales dispuestas creando un Unico y dindmico microambiente, que ofrece una
cascada de factores de sefializacion ademas del soporte. Los polimeros sintéticos hasta
la actualidad no son capaces de cumplir todos estos requisitos por lo que una
modificacién en su superficie estd siendo evaluada para promover la respuesta celular
(21). Actualmente usar una fusidén tanto de matrices naturales (colageno) como
sintéticas (polimeros) a la hora de fabricar los soportes parece una estrategia bastante

acertada que debera ser revisada en el futuro (6).

Figura 7, (A) Imagen del soporte (B) Esquema de la matriz vista frontal, (C) vista lateral, (D) imagenes del la matriz

a diferentes ampliaciones 100x (E) 3000x (F) imagen de una triquea de rat6n autdctona (22).

La necesidad de crear soportes que imiten estas condiciones ha dado lugar a la
fabricacion de la siguiente generacion de matrices entre los cuales se incluyen polimeros
aprobados por la FDA como polietileno tereaftalato (PET) y poliuretano (PU), en los
cuales eletroespinnig fue la técnica de fabricacion. Esta técnica es simple y rapida

ademds de que permite generar distintos tipos de redes similares a las caracteristicas de
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una traquea original (22)

La mejor opcién para conseguir este objetivo consiste en la combinacion de células
autdlogas con un biomaterial de soporte basado en la estructura del 6rgano original. De
los polimeros existentes PET y PU fueron seleccionados. Pues ademas de estar
aprobados por la FDA poseen un tiempo de degradacién rapido y ofrecen la posibilidad
de modificar las caracteristicas mecénicas para imitar a la triquea, en 2011 la primera
version de estos polimeros se aplico a la clinica, consistia en una mezcla al 50% de PET
y PU denominada “polyblend”, estos soportes tenian una alta porosidad y ademas se
consiguieron unas propiedades mecanicas bastante similares a las originales, con
suficiente fuerza y extensibilidad. Ya que se desarrollaron también los anillos en forma
de C encargados de soportar las fuerzas del entorno (22).

Sin embargo tras el implante de estas matrices se notifico un colapso parcial al afio de la
cirugia, lo que se debe a la velocidad de degradacion del PU. Aunque esta degradacion
puede considerarse positiva pues disminuye la posibilidad de generar rechazos y facilita
el crecimiento del tejido nativo, si ocurre de manera muy rapida puede suponer un
riesgo para los pacientes. Por lo que es importante tener en cuenta la capacidad de
regeneracion del tejido autdctono a la hora de decidir la estabilidad mecénica de los
soportes (22).

Este equilibrio es especialmente importante en casos pediatricos, ya que los materiales
de soporte deben adaptarse al crecimiento del paciente para poder evitar futras cirugias
debido a que estos han quedado obsoletos (13). Los polimeros pueden degradarse de
dos maneras distintas, de manera superficial o degradacion a granel. En la degradacion
superficial el material es erosionado capa por capa manteniendo su estructura original,
sin embargo, en la degradacién a granel el polimero se pierde por desintegracion
debilitando la estructura de soporte. Lo que si se produce sin dejar el tiempo necesario
para que el tejido autoctono prolifere se producira el colapso de las vias. Idealmente las
células del tejido autoctono deben de ir repoblando el material de soporte a la vez que
este se va degradando en productos que deben de ser no toxigénico y no inmunogénicos.
El tiempo de degradacion es modificable mediante cambios en el pH del ambiente y en
las uniones quimicas del polimero (7).

Al obtener este resultado el siguiente paso consistio en formular una matriz reduciendo
la concentracion de PU, de manera que asi se alarga el tiempo de degradacion
permitiendo la regeneracion del tejido autdctono. Se desarrollaron dos matrices una que

consistia en una mezcla de PET70/PU30 y otra formada tan solo por PET, con
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caracteristicas similares a una traquea original exceptuando que el grosor de la pared del
soporte es un 50% menor al de la pared del 6rgano. Tras un exhaustivo proceso de
evaluacion, se determino que los soportes formulados tan solo con PET son
biologicamente superiores a los formulados con la mezcla de PET y PU debido a que
poseian una mayor proliferacion celular y mayor nimero de células viables. De la
misma manera, un modelo animal aprob6 las biocompatibilidad de ambos materiales
ademds de su funcién como trasplante ortotopico.

Se concluyo que ambos materiales son mecanicamente fuertes, poseen una red fibrosa
uniforme y ademads favorecen la viabilidad y la adhesion celular. Los experimentos “in
vitro” demostraron una superioridad de los soportes creados tnicamente con PET frente
a los creados con PET/PU, aunque no se observaron diferencias en los resultados de los

modelos “in vivo”(22).

5.3 Biorreactores

Son necesarios para facilitar la adhesion de las células y asegurar la correcta fabricacion
de las células, ya que mimetizan las condiciones de crecimiento del tejido autdctono (6).
Un birreactor ideal para ingenieria de tejidos deberia (3):

- Disponer de diferentes condiciones de cultivo para cada uno de los lados de la

pared del organo.

- Oftrecer un flujo de fluido apropiado para el crecimiento celular.

- De facil esterilizacion (23).

- Permitir suficiente transporte de oxigeno y nutrientes entre las células y el medio

de cultivo.

- Poseer indicadores de concentracion de nutrientes y oxigeno ademdas de las

presiones internas.

- Permitir el reajustarse de las condiciones segtin lo observado por el operador.
Actualmente las mejoras en la tecnologia de los biorreactores han faclilitado el
crecimiento adecuado, ya que las caracteristicas de cultivo cada vez se asemejan mas a
las condiciones “in vivo’(4).

La figura 4 muestra un biorreactor desarrollado por Crowley C, Birchall M, Seifalian
AM, et al, de vidrio que permite la facil esterilizacion y la visualizacidn de las células en
crecimiento, ademas posee una doble camara pare el cultivo de diferentes tipos celulares
con diferentes tipos de medio de cultivo. La importancia de las camaras duales en los

bioreactores se debe a que asi permiten sembrar diferentes tipos de células en zonas
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especificas del material de soporte (3), como por ejemplo las células epitelales del

interior de la trdquea y las células cartilaginosas de soporte (24).

Figura 8, Biorreactor con dos camaras de cultivo desarrollado por Crowley C, Birchall M, Seifalian AM (3).

Niklason et al. (25) Demostré que el uso de un bioreactor capaz de someter a tension
pulsatil a las matrices sembradas con celulas musculares. Facilita el la organizacion y
desarrollo de los vasos sanguineos. Lo que aplicado a la traquea es de gran interés, ya
que se busca un biorreactor capaz de producir unas vibraciones a frecuencia sinusidal

que provoquen un mayor contacto célula a célula y de la célula con el medio (4).

6 CONCLUSIONES

El carcinoma de cabeza y cuello es la sexta causa de céncer a nivel mundial. Y
representa aproximadamente el 4% de los tumores malignos y un 5% de mortalidad. El
tabaco aumenta el riesgo 10 veces comparado con los no fumadores y el alcohol es un
factor independiente. Pero combinados el efecto dafiino que producen sobre la traquea
es mucho mayor (26).

El tratamiento de estos pacientes depende de su estado clinico, del dafio tisular y la
presencia de metéstasis. Hasta el momento se trataba de una cirugia seguida de
quimioterapia o radioterapia, ya que no era posible eliminar todo el tejido dafiado sin
comprometer la funcion de la traquea. Por lo que la medicina regenerativa supone un
gran avance en estas terapias, permitiendo la sustituciéon completa de este 6rgano. Como
ya hemos visto existen multiples técnicas que han sido utilizadas con éxito pero aun es
necesario perfeccionarlas para ponerlas al alcance de mayor nimero de pacientes. Por
ultimo también es necesario continuar con el desarrollo de nuevos materiales que se
asemejen a la trdquea, como el dltimo polimero mencionado de PU/PET, para asi no

depender de la necesidad de 6rganos donantes a la hora de realizar un trasplante.
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