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Resumen. La ingenieria de tejidos es la nueva ciencia que con sus técni-
cas innovadoras estan haciendo posible fabricar nuevos tejidos a partir de pe-
quenos fragmentos de tejidos sanos, logrando restaurar la funcionalidad par-
cial o total de tejidos u 6rganos danados, como lo ejemplifican los logros al-
canzados con los cultivos de piel, cornea o cartilago. Por ahora esta nueva
ciencia es capaz de asegurar la recuperacion de la funcion perdida y sin duda,
en un futuro no lejano, sera capaz de desarrollar tejidos y 6rganos que sean si-
milares a los naturales. En nuestro laboratorio hemos iniciado el desarrollo de
las técnicas de ingenieria de tejidos para la elaboracion de piel in witro, te-
niendo como objetivo, a mediano plazo, la produccion de coérnea y cartilago.
En un primer ensayo clinico se aplicaron estas técnicas para el tratamiento de
pacientes con lesiones cronicas de la piel, demostrado las bondades y el alcan-
ce de estas nuevas herramientas para la solucién efectiva de problemas de di-
ficil abordaje terapéutico por medio de los tratamientos convencionales.

Tissue engineering and construction of human skin in vitro.
Invest Clin 2007; 48(2): 367 - 375
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Abstract. Tissue engineering is the new science that has come to make
possible the growth of new organ tissue from small fragments of healthy tis-
sue, thus partially or totally restoring the lost functions of ill tissues or or-
gans, as shown by the achievements made with the culture of skin, cornea or
cartilage. Thus far, this new science is able to ensure the recovery of lost func-
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tions and, doubtlessly, in a near future will be capable of developing tissues
and organs not unlike natural ones. In our laboratory we have began the de-
velopment of tissue engineering techniques for the successful construction of
in vitro skin with the aim at mid term of producing cornea and cartilage. In a
first clinical trial, these techniques were applied in the treatment of chronic
skin lesions and the advantages and reach of these new tools were demon-
strated for the effective solution of problems with would otherwise not be eas-
ily solved through the use of conventional treatments.
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INTRODUCCION

El desarrollo de la biologia celular y
molecular, con sus grandes logros técnicos
y cientificos, han hecho posible que co-
mience una nueva era de la medicina mo-
derna. Uno de los retos de esta medicina ha
sido el hecho de poder restaurar o mejorar
la funciéon de organos y tejidos lesionados
por enfermedades o traumatismos. La ciru-
gia de transplantes a partir de 6rganos vy te-
jidos extraidos de donantes es parte de esta
medicina reparadora. La Ingenieria Tisular
como se denomina actualmente a la tecno-
logia de la futura medicina es la que nos
acerca a ese objetivo, ya que nos permite, a
partir de un pequeno fragmento de tejido
recuperar la funcionalidad global del tejido
u 6rgano danado. Por otra parte, es impor-
tante senalar que la posibilidad actual de la
ingenieria tisular es la recuperacion de la
funcién perdida, ya que la formacion de 6r-
ganos y tejidos similares a los naturales es
todavia una ciencia ficcion.

Dentro de este amplio campo de inves-
tigacion y desarrollo biomédico, destaca
por sus logros ¢ importancia primordial la
Ingenieria de Tejidos, por lo que, el Labora-
torio de Cultivo de Tejidos del Instituto de
Biologia Experimental de la Facultad de
Ciencias de la UCV se ha interesado en este
nuevo campo, y ha desarrollado con éxito
las técnicas para el cultivo de piel humana y
su aplicacion terapéutica. Asi mismo, en un
futuro inmediato también se ha propuesto

desarrollar las técnicas que nos permitan
obtener coOrnea, cartilago y hueso con los
mismos fines. Esto nos ha conducido a pre-
sentar un proyecto que nos permita crear,
dentro del actual laboratorio de Cultivo de
Tejidos, la Unidad de Ingenieria de Tejidos
con el fin de producir los tejidos para satis-
facer las demandas del sistema nacional de
salud tanto ptublico como privado.

INGENIERIA DE TEJIDOS

Durante los tltimos 50 afios uno de los
principales logros de la medicina moderna
ha sido poder restaurar o mejorar la fun-
cién de algunos tejidos y organos lesiona-
dos por enfermedades o traumatismos con
la cirugia de transplante a partir de 6rganos
y tejidos extraidos de donantes. En la actua-
lidad estas técnicas han comenzado a ser
no solo complementadas, sino incluso susti-
tuidas exitosamente mediante la ingenieria
de tejidos, nueva ciencia que con sus téeni-
cas basadas en el cultivo de células in vitro
estan haciendo posible la produccion de te-
jidos que sustituyan a los lesionados,
abriendo también la posibilidad de fabricar
nuevos Organos. A partir de un pequefio
fragmento de tejido se puede lograr restau-
rar la funcionalidad parcial o total de los te-
jidos u 6rganos danados, como lo ejemplifi-
can los logros alcanzados con los cultivos
de piel, cornea, cartilago, hueso, masculo,
tejido nervioso y tejido glandular, entre
otros.
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Cuando una enfermedad o lesiéon dana
tejidos enteros, se pueden aislar, cultivar,
y amplificar suficientemente células sanas
en el laboratorio, y luego ser transplanta-
das a las zonas afectadas para reparar las
partes lesionadas. Con una muestra del ta-
mafio de una estampilla postal se puede
cultivar suficiente piel de repuesto para re-
cubrir todo el cuerpo de una victima de
quemaduras graves; asi mismo podemos to-
mar una pequena muestra de la cornea
sana de un paciente con una lesion de este
6rgano, cultivarla y asi obtener una nueva
cornea, incluso ahora pueden aislarse célu-
las madre, cultivarse y hacer los transplan-
tes exitosamente con ellas. Por tanto, para
“construir” un tejido es importante tener
las células que constituyen el tejido y el
sustrato sobre el cual se desarrollen. Asi,
para obtener un tejido in wvitro es impor-
tante manejar un numero elevado de célu-
las, lo cual constituye un reto, ya que
usualmente una muestra de tejido es muy
pequena y el namero inicial de funcionales
muy reducido, por lo que el problema fun-
damental es expandir las células en cultivo
para obtener un nimero considerable y su-
ficiente de las mismas. En cuanto al segun-
do requerimiento, también serd un reto la
“construccion” de una matriz extracelular
idonea para el tejido que se quiere restau-
rar, la cual es una estructura neccesaria
para que las células tengan una disposicion
tridimensional que les permita tanto cre-
cer como desarrollar las funciones fisiolo-
gicas que le son propias.

LA PIEL HUMANA IN VITRO

La piel constituye el 6rgano mas gran-
de del cuerpo humano, protegiéndolo del
medio ambiente (contra fuerzas mecanicas,
factores quimicos, radiaciones, cambios de
temperatura, microorganismos, y manifies-
ta signos y sintomas de enfermedades sisté-

micas) y jugando ademads un papel impor-
tante en otras funciones vitales tales como
metabdlicas (sintesis de vitamina D, reserva
de grasas, eliminacion de desechos, equili-
brio hidroelectrolitico, secuestro de toxi-
cos), nervioso (asiento de receptores ner-
viosos: tacto, temperatura, presion, dolor) y
psicoldgica (expresion de emociones, con-
tacto afectivo, autoimagen, cosmética) (1).
Esto ha hecho que se haya generado la ne-
cesidad de crear un sustituto para la misma
ante las lesiones y dafios que pueden produ-
cirsele por enfermedades, accidentes, trau-
matismos o cirugias extensas. Por ello, a lo
largo de la historia, se hicieron mltiples
intentos de obtener un medio natural o ar-
tificial capaz de sustituir la piel dafada o
perdida, pero solo los grandes avances he-
chos en biologia celular en el siglo XX per-
mitieron, a partir de la década de los anos
50, que se¢ iniciaran y se desarrollaran diver-
sas técnicas que permitieran alcanzar ese
objetivo. Dentro de todas las técnicas ensa-
yadas destacan las desarrolladas a partir de
las técnicas para el cultivo de células in vi-
tro, haciendo posible que las células aisla-
das de un organismo puedan sobrevivir y
multiplicarse por largo tiempo o por
tiempo indefinido.

Las referencias iniciales para el cultivo
de piel hacen alusién al cultivo celular en
forma de explantes celulares (2). Aun cuan-
do este tipo de técnica no permitia una pro-
liferacion epitelial suficiente, se pudo de-
mostrar que los cultivos celulares obtenidos
eran validos y transplantables a animales, y
el rapido desarrollo de nuevas técnicas hi-
cieron posible realizar los cultivos a partir
de células disgregadas, estableciéndose di-
versos modelos (3), pero en lineas genera-
les, las colonias obtenidas por estos méto-
dos no permitian la realizacién de subculti-
vos celulares por sobrecrecimiento de los fi-
broblastos o paraddjicamente por ausencia
de los mismos.
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CULTIVO DE QUERATINOCITOS
HUMANOS

Rheinwald y col. en 1975 (4), a partir
de los trabajos con una linea celular epite-
lial cutdnea o queratinocitos originada de
un teratoma de ratdn, establecieron las
condiciones necesarias y fundamentales
para cultivar, de forma indefinida, este
tipo de células. En el mismo afio, estos au-
tores aplicaron sus técnicas a los querati-
nocitos humanos normales, obteniéndose
cultivos que podian ser transferidos seria-
damente. Ellos demostraron que las defi-
ciencias encontradas para el cultivo de las
células epiteliales no se debian a limitacio-
nes intrinsecas de ellas, sino a las comple-
jas relaciones con las células del parénqui-
ma. Era por tanto, posible, obtener en cul-
tivo un tejido epitelial diferenciado, si se
empleaba la técnica apropiada que no ob-
viara tal relacion.

El desarrollo in vivo de las células epi-
teliales, asi como su diferenciacion y multi-
plicacién, dependen de complejas interac-
ciones con la matriz extracelular, asi como
de diferentes estimulos procedentes de los
fibroblastos y sus productos (5). Basandose
en este principio, Rheinwald y col. introdu-
cen en su téenica de cultivo una capa celu-
lar adicional llamada feeder layer para que
estimule la proliferaciéon y maduracién de
los queratinocitos. Para este fin utilizaron
fibroblastos de ratén, la linea celular 3T3,
previamente irradiada con 6000 rads o tra-
tadas con Mitomicin C durante 2 horas, ello
con el fin de inhibir su multiplicacién
(6).Este tratamiento previo con los fibro-
blastos permite que se adquieran las si-
guientes caracteristicas: a) promueven el
crecimiento, diferenciacion y adhesiéon de
los queratinocitos; b) secretan proteinas de
matriz extracelular y factores de crecimien-
to; ¢) inhiben la proliferaciéon de los fibro-
blastos humanos (2). La adicciéon de las cé-
lulas 3T3 a los cultivos de los queratinoci-

tos sirven de soporte y estimula al desarro-
llo de los mismos, promoviendo su creci-
miento, diferenciacién y adhesion e impi-
diendo el crecimiento de los fibroblastos
humanos. La feeder layer permite expresar
a los queratinocitos caracteristicas diferen-
ciales, y también se demostré que las defi-
ciencias encontradas inicialmente para el
cultivo de las células epiteliales no se deben
en realidad a limitaciones intrinsecas de di-
cho tipo celular, sino mas bien a las com-
plejas relaciones entre los queratinocitos y
los fibroblastos (7).

Los queratinocitos disgregados, con
una concentracion adecuada de c¢élulas
3T3, forman una monocapa en la superficie
de la placa de cultivo de forma tal que en
las ctapas finales del cultivo se suele obser-
var una capa continua de queratinocitos y
una ausencia total de fibroblastos (8).
Southgate y col. en 1987 (9), realizaron es-
tudios microscopicos de estos cultivos y de-
mostraron la presencia de estratificacion e
incluso evidenciaron fenémenos de querati-
nizacién en las capas mads superficiales.

APLICACION CLINICA

En 1980 Banks-Schelegel y col. de-
muestran la viabilidad del epitelio cutaneo
obtenido in vitro empleandolo como injerto
en animales de experimentacion, lo cual lle-
v6 al perfeccionamiento de estas técnicas
haciendo posible la utilizacién de estos teji-
dos, obtenidos en el laboratorio, en la prac-
tica clinica (10, 11).

Esta nueva metodologia, que permite
obtener a partir de una pequena biopsia y
en un tiempo relativamente corto, una gran
cantidad de tejido autélogo ha revoluciona-
do el tratamiento de los pacientes quema-
dos, curacion de tlceras cronicas, lesiones
extensas de la piel y la correccion de defec-
tos cutdneos, brindando ventajas con res-
pecto a otros tipos de tratamientos, como
los que usan piel de cadaveres o los auto in-
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jertos, hasta hace muy poco tiempo amplia-
mente usados.

Si bien el perfeccionamiento del siste-
ma de cultivo de células epiteliales iniciado
por Rheinwald y col. abri6 la posibilidad de
poder expandir otros epitelios distintos al
cutdneo, una de las principales utilidades
en la practica clinica ha sido el cultivo de
queratinocitos para el tratamiento de per-
sonas seriamente quemadas (4). Los gran-
des problemas clinicos que acarrean estos
pacientes son muchos y complejos, por lo
que a lo largo del tiempo se crearon nume-
rosos sustitutos cutaneos biolégicos y sinté-
ticos para aportar una cobertura al tejido
lesionado y profundamente dafiado. Pese a
ello el paciente con una superficie amplia-
mente quemada presentaba un prondstico
vital, funcional y estético pésimo, pero los
avances logrados con la aplicacién de las
nuevas técnicas empleando células cultiva-
das ha sido crucial.

Mediante el cultivo de células, a partir
de una biopsia minima de piel sana, se pue-
de obtener en un periodo relativamente
corto una gran cantidad de piel autdloga,
atil para transplantar, no existe morbilidad
por complicaciones de la zona donante y al
tratarse de un injerto autélogo se obvia el
problema de rechazo inmunolégico. La con-
solidacién de las téenicas de cultivo de que-
ratinocitos ha generado la publicacion de
innumerables trabajos motivados por la
aplicacion clinica de las misma (12, 13).
Por otra parte, es importante el desarrollo
de una base dérmica (compuesta por una
matriz extracelular conteniendo fibroblas-
tos dérmicos) sobre la que el cultivo clasico
de queratinocitos consiga gran expansion,
diferenciacion completa, y posibilidades de
éxito tras el transplante. Hasta la presente
estan descritas distintas superficies sobre
las que los queratinocitos podran desarro-
llarse, aunque con ninguna de ellas se ha lo-
grado obtener un areca de piel suficiente
para las necesidades de un paciente con

gran superficie de quemaduras (14). La fi-
brina, proteina derivada del fibrindgeno
sanguineo, aunque no es un compuesto na-
tural de la dermis, es la base para la repara-
cion de heridas (15), ya que actiia como he-
mostatico, y en un primer momento es la
matriz extracelular provisional necesaria
para que las células inicien el proceso repa-
rador. El plasma humano puede ser utiliza-
do como fuente de matriz dérmica para el
crecimiento de los queratinocitos, y la ob-
tencion de la ldamina de piel artificial (16).
Para poder solucionar el periodo de tiempo
critico que transcurre desde el momento de
la toma de la muestra hasta obtener el epi-
telio transplantable, se utilizan actualmen-
te productos comerciales derivados de las
investigaciones de la ingenieria de tejidos,
como lo son el Dermagraft, y Transcyte, que
son polimeros de diferente composicion
(acido poliglicolico, colageno tipo I) mez-
clados con fibroblastos los cuales funcionan
como sustitutos cutdneos temporales que
proporcionan una cobertura al lecho de la
quemadura evitando tanto la pérdida de
fluidos y electrolitos como una barrera para
impedir la contaminacién (17, 18). Tam-
bién se utilizan como cobertura temporal la
piel de cadaver (homoinjerto), ya que se
considera como una de las mejores cobertu-
ras, y que pueden utilizarse bien sea frescos
o conservados (19). Existen otros productos
de origen natural como son xenoinjertos de
piel (cerdo) o membrana amnidtica (20,
21). El epitelio cutaneo obtenido in vitro,
aparte de ser usado para el tratamiento de
quemados, también se ha empleado con éxi-
to para el tratamiento estético de enferme-
dades cutdneas cronicas o extensas que re-
quieran una amplia sustitucion de tejido
para su correccion. Asi, se han utilizado en
el tratamiento de tlceras cutdneas crénicas
(22, 23), nevus gigantes (24, 25) epidermo-
lisis bullosa (26, 27), lesiones en la mucosa
oral y uretral (28, 29) y la hipomelanosis
extensa (30, 31). El campo abierto por es-
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tas investigaciones y su uso cada vez mayor
en la practica médica apenas estd comen-
zando, cada vez mas su uso es exigido y ge-
neralizado, siendo un area en expansion, sin
olvidar que la experiencia obtenida con la
aplicacion clinica de los tejidos obtenidos
in vitro han servido a la vez para poner de
manifiesto las dificultades todavia existen-
tes que se plantean a la hora de generalizar
el uso de los mismos.

CIENCIA EN EXPANSION

Teniendo en cuenta el gran interés
que representa este tipo de técnica en
cuanto a su aplicabilidad clinica y a las ven-
tajas que supone sobre otros tratamientos,
tenemos que considerar que es dentro del
campo de los cultivos epidérmicos donde
las investigaciones han tenido mas éxito,
poniéndose de manifiesto sus ventajas, pero
también sus inconvenientes. No podemos
obviar que con su desarrollo se abri6 la po-
sibilidad de poder aplicar estas técnicas a
otros tipos celulares, fundamentalmente a
otros epitelios. Esta nueva metodologia pro-
pone también la aplicacion de las técnicas
de cultivo celular ya conocidas sobre matri-
ces biodegradables que sirvan de soporte
para su injerto en el huésped (32). Con los
éxitos alcanzados en el manejo de las célu-
las epiteliales se iniciaron los estudios para
obtener las condiciones éptimas para el cre-
cimiento, desarrollo y diferenciacioén en cul-
tivo de diferentes tejidos especializados y ti-
pos celulares, asi como su aplicaciéon en cli-
nica. Ejemplo de estos adelantos, ensayos y
aplicaciones en clinica, se ha trabajado con
cartilago (33, 34), tenddon (35, 36), hueso
(37, 38), urotelio (39, 40), intestino (41,
42), valvulas cardiacas (43, 44), coérnea
(45). Por nuestra parte, nuestro laboratorio
ha iniciado el camino con el cultivo de piel
y su aplicacién en clinica, habiéndose gene-
rado una gran expectativa, y ha planteado
la necesidad de crear la unidad de ingenie-
ria de tejidos (46).

Es importante destacar, que en nues-
tro pais no existe un laboratorio especiali-
zado que haya desarrollado esta técnica de
la obtencion piel artificial, y que su crea-
cion podra suministrar material a bajo cos-
to, y con la urgencia requerida. Ademas,
mejorard las alternativas terapéuticas de los
pacientes con lesiones en la piel, siendo
una de éstas el autoinjerto obtenidos a par-
tir del cultivo de queratinocitos derivados
de un pequenio fragmento de su propia piel.
El desarrollo y aplicacion clinica de estos
autoinjertos es lo mas conveniente para el
paciente por las siguientes razones: a) dis-
minucion del riesgo de rechazo del injerto,
b) disminucion del riesgo de infecciones, ¢)
disminucion del ntimero de intervenciones
quirdrgicas a que son sometidos los pacien-
tes a ser injertados con su propia piel, au-
mentando la agresion tanto fisica como psi-
colégica, d) disminucion de probabilidades
de reintervenciones posteriores por forma-
cion de cicatrices y contracturas indesea-
bles, ¢)disminucién de costos tanto por es-
tadia hospitalaria como por ausencia labo-
ral, f) una mejor calidad de recuperacion
del paciente y g) rapida incorporacion del
paciente a la vida normal.

No hacemos mal cuando nos detene-
mos un momento en este camino que nos
brinda tantas posibilidades para reflexio-
nar y maravillarnos de lo lejos que hemos
avanzado. Es también importante no olvi-
dar que las tecnologias y tratamientos que
salvan vidas pueden hacerse muy costosos,
y que en ocasiones pueden producir preo-
cupantes efectos secundarios, aunado a
que en el futuro, también tendremos que
enfrentarnos con decisiones muy dificiles.
Las terapias mas avanzadas, como las que
s¢ han resenado al inicio de esta revision
no son estrictamente curativas, y que de
no usarse llevarian a la muerte inminente
del paciente. Independientemente de estas
consideraciones necesarias, hay que decir
que a pesar de lo que acabamos de mencio-
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nar, los avances son asombrosos al aplicar
las nuevas terapias, y que las téenicas intro-
ducidas en afios recientes han revoluciona-
do la cirugia plastica y estética. Hoy, se
puede considerar que se pueden reparar, re-
generar y sustituir algunos tejidos de 6rga-
nos muy importantes.

9.
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