UNIVERSITAT
L ROVIRA i VIRGILI

APLICACION DE ANDAMIOS CELULARES EN
INGENIERIA TISULAR PULMONAR

NATALIA ARTUNEDO JIMENEZ

TRABAJO DE FINAL DE GRADO BIOTECNOLOGIA

TUTOR ACADEMICO: Maria Del Carmen Portillo Guisado.
Departamento de Bioquimica i Biotecnologia.

Email: carmen.portillo@urv.cat

Septiembre 2021.



Jo, Natalia Artufiedo Jiménez, amb DNI 20921496-Y, sOc coneixedor de la guia de
prevencio del plagi a la URV Prevencié, deteccid i tractament del plagi en la docéncia:
guia per a estudiants (aprovada el juliol 2017)
(http://www.urv.cat/ca/vidacampus/serveis/crai/que-us-oferim/formacio-competencies-
nuclears/plagi/) i afirmo que aquest TFG no constitueixen cap de les conductes
considerades com a plagi per la URV.

Tarragona, 06 de Juliol de 2021

(signatura)




INDICE

F Y= To L= o 0T T=T ol o Ly OO OO TP 3
S 0= 0 0 1= o PR PR 4
2. INTFOAUCCION .ttt ettt st sttt s be st et et et s bbb st eb et ebe st bebereebe senbesbeseneeeen 5
K TR © 1 0] =1 LY7o L3OO ST USSR 9
4. Materiales Y METOUOS .....coecuiierierietie ettt e ete st st e e e a bt es s s e atesbestesae e essessessesasanneons 10
5. RESUITATOS ...ttt sttt et s bt s s e e s s e s e et et en e e e e 12
5.1 Caracteristicas principales de un andamio. .......cccecveieieinineneine e 12
5.2 Estrategias para andamios CEIUIAres .........ooriii e s 15
5.3 Consideraciones de la ingenieria tisular pulmonar .........c.cceveveeve s vecececceceeeeeee e 18
5.4 Andamios vasculares y reSPiratorios ....c.ccceeeveieieie e s sr s e e et ere s 19
5.5 Andamios descCelUlarizados ..........cocuveieerrieeine ettt s er e e 24
5.6 Andamios basados €N hidroZel ..........cooeveeeeeiiininie e ettt sre s e 29
6. CONCIUSIONES ..ttt ettt et st e st b e eb e st e e eb e s et eb et e sttt e b b e s ea 33
7. BiblIOZIafia cuoce e e e e bttt st st e e e beraere 35
8. AULORVAIUACION ...ttt sttt et st e et b s et et et s bt ebe st beb et ebeses s s e ebe nen 38
9. ANBXOS ottt e e s s e e h e e e he b b sh s e bbb er e 39



Agradecimientos.

Agradecer a mi tutora, Maria del Carmen Portillo Guisado, por su ayuda en la elaboracién de
este trabajo y la compresion mostrada durante el proceso. Agradecer también al coordinador

de la asignatura, Ricardo cordero, por su implicacion a la hora de ayudar a los estudiantes.

A mis padres, ya que sin su constante apoyo, esfuerzo y sacrificio nunca me hubiera sido posible

acabar este grado.

A Liviana, por estar siempre dispuesta a escuchar, preguntar y aprender sobre ambitos
cientificos y hacerme sentir que nuestro trabajo es valorado. Por todo el apoyo no solo durante

la elaboracidon de este TFG, sino durante todos los momentos dificiles del grado.

A Carla, por ofrecerme siempre una conversacion interesante sobre diferentes areas cientificas

y proporcionarme la visién de una ingeniera biomédica.

A Juan, por escuchar siempre con paciencia y entusiasmo tanto las cosas que me apasionan
como las que me desesperan. Por estar a mi lado en momentos dificiles y ayudarme siempre a

encontrar alternativas.

A todos los amigos y familiares que han formado parte de esta etapa universitaria que ha sido
tan dura como satisfactoria. Gracias por todos los animos, la comprension y el apoyo. Habéis

sido los pilares de este camino.



1. RESUMEN.

La ingenieria de tejidos pulmonar es un campo lleno de retos. Existen multiples elementos que
deben considerarse y multiples estrategias para su desarrollo y aplicacién. En el presente
trabajo, se pretende profundizar en el campo de los andamios celulares, sentando primero una
base sobre su naturaleza y funcién, para después examinar tres perspectivas diferentes para su
aplicacion en laingenieria tisular pulmonar: la creacion de dispositivos de asistencia respiratoria,
la formacidn de érganos completos funcionales y el disefio de andamios basados en hidrogeles

para su inyeccion en zonas especificas del pulmon.

ABSTRACT.

Pulmonary tissue engineering is a field full of challenges. There are multiple elements to consider
and multiple strategies for its development and application. In the present work, it is intended
to delve into the field of cellular scaffolds, starting by setting a general perspective on their
nature and function, and then examining three different perspectives for their application in
lung tissue engineering: the creation of lung assist devices, the formation of functional complete
organs and the design of scaffolds based on hydrogels for injection into specific areas of the

lung.



2. INTRODUCCION.

La ingenieria de tejidos constituye una de las ramas mas prometedoras y deslumbrantes dentro
del campo de la biotecnologia. Definimos esta rama como el campo interdisciplinar que aplica
los principios de la ingenieria y las ciencias de la vida con el propdsito de desarrollar estructuras
bioldgicas que reemplacen, mantengan o mejoren la funcién tisular. Esto abarca desde la
apliacion de pequefias estructuras o estrategias para la mejor funcién o regeneracién de tejidos,

hasta la creacién de érganos completos y funcionales. [1]

Tras cursar la asignatura Ingenieria de Tejidos en cuarto curso del grado y ante el reto de realizar
un trabajo de fin de grado bibliografico, decidi que este giraria entorno a este campo que habia
llamado mi atencion desde antes de comenzar mis estudios universitarios. Dentro de este

campo se barajaron diferentes tejidos y posibilidades de enfocar el trabajo.

Finalmente, me decidi por el tejido pulmonar. La eleccidn se basé en que se trataba de un tejido
de vital importancia para el funcionamiento del organismo y con amplia literatura al respecto,
un punto muy importante al tratarse de un trabajo bibliografico donde toda la informacién

plasmada provendria de la investigacidn de otros autores.

La importancia de la investigacion en ingenieria del tejido pulmonar reside en la elevada
incidencia de las enfermedades que afectan a este tejido. Diagndsticos como el cancer de
pulmén, la fibrosis quistica, le enfermedad pulmonar obstructiva crénica (EPOC), la fibrosis
pulmonar idiopatica, etc., pueden llevar a los pacientes a estados de insuficiencia pulmonar

donde un transplante supone la Ultima opcidén una vez agotados los demas tratamientos.

Actualmente, la demanda de transplantes de pulmdn supera con creces la disponibilidad de
donantes, asi como la compatibilidad de estos con los receptores. Muchos pacientes fallecen
todavia en la lista de espera. Ademas, el paciente debe enfrentarse a tratamientos
inmunosupresores que pueden suponer mas complicaciones en su estado de salud, existiendo
aun asi la posibilidad de rechazo o fallo pulmonar. La ingenieria tisular supone una nueva

perspectiva en un escenario tan desfavorecedor, proporcionando una alternativa a la donacién.

Cabe mencionar también laimportancia de la pandemia en esta eleccidn. La crisis del SARS-CoV-
2 y la resultante COVID-19 provocaron mas de 13,5 millones de casos confirmados y mds de
580.000 muertes en todo el mundo reportadas desde el comienzo de la pandemia hasta julio de
2020. [2] Numeros que han seguido creciendo a lo largo del tiempo. La pandemia ha dejado
atrds pacientes con graves lesiones pulmonares, muchos de los cuales se enfrentan al escenario

anteriormente descrito. Una enfermedad nueva y altamente infecciosa ha puesto de manifiesto



una vez mas la necesidad de encontrar una alternativa al transplante de érganos procedentes

de donantes.

Aunque la ingenieria de tejidos puede suponer un enfoque nuevo al tratamiento de las lesiones
pulmonares, se enfrenta también a grandes inconvenientes. El pulmén, asi como la mayor parte
del tracto respiratorio, en un érgano altamente complejo donde se encuentran diversos tipos
celulares y estructuras. Ademas, la creacién de un pulmén artificial debe tener en cuenta
multiples consideraciones. Un pulmén artificial deberia poder aportar los requisitos de
intercambio de gases de un pulmdn funcional normal, de manera que mantenga la presion
arterial adecuada, disminuya las lesiones de las células sanguineas y minimize la coagulacion y

la respuesta inmunoldgica. [2]

También debe tenerse en cuenta la necesidad de la evaluacién in vivo y el uso de modelos
animales grandes. [2] Ante tantas incdgnitas y consideraciones a tener en cuenta, decidi
empezar desde la base para entender mejor la direccion de las investigaciones en ingenieria

tisular pulmonar.

La ingenieria de tejidos se suele basar siempre en el mismo esquema general. En un
procedimiento ideal, en primer lugar, se aislan células especificas de una pequena biopsia del
paciente. Estas células se cultivan bajo condiciones controladas para conseguir un tejido artificial
gue se interconecte con estructuras porosas llamadas andamios, capaces de soportar la
formacidn tridimensional del tejido. Una vez conseguida esta estructura, debe incorporarse a la
zona deseada del cuerpo del paciente. Esta construccion debe de ser capaz de estimular la
formacion de nuevo tejido dentro del andamio, y dicho andamio puede ser absorvido a lo largo

del tiempo. [3]

Para poder llevar a cabo estos procesos son necesarios diversos componentes. Los principales
componentes a tener en cuenta en la ingenieria de tejidos pulmonar son los andamios celulares
o scaffolds 3D, las fuentes de células o células madre, los factores de crecimiento necesarios
para impulsar la diferenciacion y proliferacién celular, y los biorreactores, sistemas capaces de

contener un compuesto 3D biologicamente activo. [4]

Ante la amplia literatura referente a cada uno de los componentes mencionados, decidi
decantarme por los andamios celulares. Podemos definirlos como estructuras disefiadas para
proporcionar soporte estructural para la adhesion celular de manera que las células puedan
proliferar, dando lugar al desarrollo del tejido. [5] Son, como su propio nombre indica, la base

sobre la que construir estructuras celulares.



Los andamios celulares han demostrado tener un gran potencial en la construccién de érganos
bioartificiales, donde se incluyen tejidos pulmonares funcionales. En general, los andamios se
pueden dividir en dos grupos segln el tipo de materiales utilizados para su construccion:

naturales y sintéticos, aunque también se han desarrollado técnicas mixtas.

Dentro de los andamios celulares naturales encontramos los andamios descelularizados, donde
a partir de un tejido ya existente se eliminan las células para trabajar con la matriz, y los
andamios biolégicos, donde se utilizan componentes naturales del tejido para recrear una matriz
extracelular adecuada. Por otra parte encontramos los andamios celulares sintéticos, donde se

utilizan materiales artificiales donde las células puedan proliferar. [4]

Biological and synthetic scaffolds Cell Types:

* Adult Lung Cells
Biocompatible Materials:

© Fibroblast

* Matrigel
y © Airway Smooth Muscle
o FLeA © Endothelium
* FFVH © Alveolar Epithelial Type 1 &2
* PLLA - Jpee.
« PDLLA 15 Progenitor Cells
« PLLA S * Induced Pluripotent Stem Cell (iPS)
o Collagen :: * Embryonic Stem Cell (ESC)
. Zl + Mesenchymal Stem Cell (MSC)
: a
1
Decellularized scaffolds Bioreactor (Decellularization) Bioreactor (Recellularization) _3J

-Human Native Lung

* . Im:lnnlalion I / n 0\
{ ,//[ \ ‘
[ /] |\ \
/ ; ' W5
- =i ﬁhl’ { A ”-hjl
-Animals Native Lung Decellularization Factors:  Recellularization Factors: [ £\ 1}
. Method Of Decellularization o Growth Factors > [\ (
* Chemical Agents . Mechanicals screech / / \ |

Perfusion Rates And Volumes o Perfusion [ |
Storage And Sterilization

Oxygen Tension } |

&

Figura 1. Componentes de la ingenieria tisular pulmonar. Imagen obtenida del articulo Lung Tissue Engineering: An

Update (Tebyanian et al., 2019).[4]

El objetivo es conseguir un andamio adecuado donde las células puedan crecer y que sea
compatible y adaptable al receptor. Una vez consegido este paso, se pasaria al cultivo de las

células en un bioreactor y finalmente podria ser implantado en el paciente.

No solo existen multiples tipos de andamios celulares, sino también multiples enfoques para su

aplicacién. Un andamio celular puede utilizarse para desarrollar un drgano completo, una



estructura celular implantable que ayude a la regeneracién del tejido o incluso un dispositivo

extracelular que ayude en el tratamiento de la enfermedad.

El presente trabajo pretende profundizar en el campo de los andamios celulares contemplando

las diversas estrategias y enfoques para su aplicacidn en la ingenieria de tejidos pulmonar.



3. OBJETIVOS.

El principal objetivo de este trabajo es realizar una revision bibliografica cientifica donde se
plasmen los Ultimos avances y resultados en ingenieria de tejidos pulmonar, principalmente en
lo que respecta al uso de andamios celulares. Para ello, se comenzara desde la base,
entendiendo las diferentes estrategias para crear un andamio y se revisardn diferentes enfoques

para su aplicacion.

Mediante este trabajo se pretende también poner en préctica el uso adecuado de bases de datos
para encontrar literatura conveniente, la correcta redaccidn de un trabajo bibliografico y la

perspectiva critica de toda la informacion que se obtenga.



4. MATERIALES Y METODOS.

En primer lugar, se buscaron reviews relacionados con el tema de la ingenieria de tejidos
pulmonar con el objetivo de obtener una perspectiva general del campo. Para ello, la base de
datos utilizada fue PubMed vy las palabras clave seleccionadas para la busqueda fueron “lung

tissue engineering”.

Una vez realizada esta busqueda, se seleccionaron varios reviews teniendo en cuenta sus fechas
de publicacidn. Se seleccionaron reviews que fueran posteriores a 2016. Tras su lectura. Una vez
analizadas las diferentes posibilidades para enfocar el trabajo, se decidié ampliar el tema de los
andamios celulares. Esta vez se recurrio a diversas fuentes citadas en los reviews seleccionados,

ademads de ampliar la busqueda en PubMed con la palabra clave “scaffolds”.

Para encontrar mas fuentes relacionadas con los diferentes tipos de andamios celulares y su
funcionamiento, se utilizaron también las palabras clave “decellularized scaffolds”, “biological

scaffolds” y “synthetic scaffolds”.

El planteamiento inicial era descartar articulos posteriores a 2016, pero por tal de poder
redactar una buena base para la comprensién de las estrategias en andamios celulares se
aceptaron articulos con fechas de publicacion anteriores, siendo la fecha de publicacién del mas

antiguo 2008.

En una primera instancia se pretendia hacer una evaluacidn de los tipos de andamios segun su
material de construccién, pero a medida que se fueron analizando articulos se cambid la
perspectiva, ya que resultaba mas interesante estudiar varios enfoques para la aplicacion de los

andamios.

Se consultaron varios articulos de perspectiva general sobre andamios celulares y biomateriales,
principalmente partiendo de las referencias mas modernas de los reviews. Se descartaron
articulos que se basaban en un solo material o tipo de andamio, ya que el objetivo no era

profundizar en el tipo de material utilizado o en un andamio en concreto.

Una vez elaborada la base para la comprensién general de los andamios celulares, se procedié
a buscar estrategias para su aplicacidn. Las estrategias desarrolladas en este trabajo se
obtuvieron de articulos referenciados en los reviews iniciales y en las primeras bulsquedas, ya
gue la mayoria aparecieron en la busqueda de PubMed utilizando las palabras clave “lung tissue

engineering”.
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Finalmente, se profundizé en tres de los enfoques de aplicacidon que se encontraron, ya que se
consideraron perspectivas bastante diferentes entre ellas y resultaba interesante ver como un

mismo componente podia resultar en aplicaciones diversas.
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5. RESULTADOS.

5.1 Caracteristicas principales de un andamio.

Los andamios celulares, tipicamente compuestos por biomateriales poliméricos, son los
encargados de aportar soporte estructural para la adhesién de las células y el subsecuente

desarrollo del tejido. [5]

La gran mayoria de tipos celulares, a excepcién de las células sanguineas, requieren un anclaje
a una matriz sélida conocida como matriz extracelular (MEC). Existen numerosos tipos de MEC
en los tejidos humanos, normalmente formadas por multiples componentes y con una
composicion especifica para cada tejido. [5] El objetivo de los andamios celulares es mimetizar

la matriz extracelular.

Las funciones principales de la MEC pueden resumirse en cinco. En primer lugar, la MEC
proporciona soporte estructural y un ambiente fisico adecuado para que las células del tejido
en cuestion puedan adherirse, crecer, migrar y responder a sefiales. En segundo lugar, la MEC
proporciona al tejido su estructuray, por lo tanto, sus propiedades mecanicas, como pueden ser

la elasticidad o rigidez que se asocian con las funciones del tejido. [5]

En tercer lugar, la MEC puede proporcionar activamente sefales bioactivas para las células del
tejido de manera que regulen su actividad. Un ejemplo seria como la secuencia RGD de la
fibronectina promueve eventos de unidn, mientras que el patron topoldgico regular estimula la

alineacioén preferida por las células. [5]

La MEC puede actuar también como reserva de factores de crecimiento, asi como potenciar sus
actividades biolégicas. Finalmente, la MEC proporciona un ambiente fisico degradable que
permite la neovascularizacidon y el remodelaje en respuesta a cambios debidos al desarrollo,
fisiolégicos o patolégicos, véase la morfogénesis, la homeostasis y la curaciéon de heridas

respectivamente. [5]

Teniendo en cuenta estas consideraciones, llegamos a la conclusién de que el mejor andamio
para la ingenieria de tejidos deberia ser la MEC del tejido estudiado en su estado nativo. Sin
embargo, la compleja composicidn, las multiples funciones y la naturaleza dindmica de la MEC

en tejidos nativos hacen dificil la creacidon de un andamio celular exacto a esta. [5]

Asi pues, un andamio ideal deberia reunir una serie de caracteristicas. En lo referente a su
arquitectura, los andamios deberian proporcionar volumen vacio para la formacidon de nuevo
tejido, la vascularizacién y el remodelaje, facilitando asi la integracion del tejido una vez

implantado. Los biomateriales utilizados deberian procesarse de manera que se obtenga una

12



estructura lo suficientemente porosa para un transporte de nutrientes y metabolitos eficiente,
pero sin comprometer la estabilidad mecdnica del andamio. Ademas, los biomateriales también
deberian ser degradables una vez implantados de manera que el ritmo de degradacion
armonizara con el ritmo de sintesis de nueva matriz por parte de las células del tejido en

desarrollo. [5]

Por lo que respecta a la compatibilidad celular y tisular, los andamios deberian proporcionar
soporte tanto a células endégenas como a células exdgenas incorporadas al tejido, de manera
gue puedan adherirse, crecer y diferenciarse durante el cultivo in vitro y durante la implantacion

in vivo. [5]

Otro punto que debe tenerse en cuenta es la bioactividad. Los andamios deberian interactuar
con los componentes celulares de los tejidos activamente para facilitar y regular su actividad.
Los biomateriales utilizados podrian incluir sefiales como ligandos de adhesién celular para
incrementar la unién entre células o sefales fisicas como la topografia para influir en la

morfologia y alineacién celular. [5]
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Figura 2. Requerimientos de un andamio celular. Imagen obtenida del articulo A Comparative Review of Natural and

Synthetic BiopolymerComposite Scaffolds (Reddy et al., 2021) [6]
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Los andamios también pueden servir como vehiculo o reserva de sefiales exdgenas para la
estimulacién del crecimiento, como pueden ser factores de crecimiento para estimular la
regeneracion. Respecto a esto, los materiales deberian ser compatibles con las biomoléculas y
compatibles con una técnica de encapsulacidon que permita la liberacidon controlada de las

biomoléculas con actividad retenida. [5]

Finalmente, cabe tener en consideracion las propiedades mecanicas del andamio. Los andamios
se encargan de prestar estabilidad mecdnica y de forma al tejido. Las propiedades mecanicas
intrinsecas de los materiales utilizados en el andamio deberian adecuarse y mimetizar las del
tejido huésped. Varios estudios en mecanobiologia han destacado la importancia de las
propiedades mecdnicas del andamio sobre las células cultivadas en él. Muchos tipos de células
maduras como las células epiteliales, fibroblastos, células musculares o neuronas perciben la
rigidez del sustrato al ejercer fuerzas de traccién sobre él. Cuando lo hacen, muestran
caracteristicas morfoldgicas y de adhesion diferentes. También se ha observado que esta
sensibilidad mecanica puede influir incluso en procesos de diferenciacion celular, llegando a

determinar la tendencia de diferenciacion. [5]
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5.2 Estrategias para andamios celulares.

Dentro del campo de los andamios celulares, encontramos diversas estrategias. Por una parte,
encontramos los andamios porosos 3D, andamios prefabricados donde posteriormente se
sembraran las células. Este tipo de andamios puede componerse de materiales naturales o
sintéticos. [5] Pueden utilizarse técnicas de impresion 3D, por ejemplo, el robocasting, una
versatil técnica que permite la produccidn de andamios con morfologias y estructuras
predeterminadas, capaces de soportar su propio peso durante el ensamblaje y que permite un

preciso control del tamafio del poro, la forma y la alineacidn. [7]

Por otra parte, encontramos los andamios descelularizados. En este caso, se parte del tejido
nativo en cuestidn y se eliminan las células nativas, eliminando todos los antigenos celulares que
podria ser fuentes de inmunogenicidad, y manteniendo los componentes de la MEC. [5] De esta

manera, se obtiene el andamio que mejor simula la naturaleza del tejido.
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Figura 3. Estrategias para crear andamios celulares. Imagen obtenida del articulo Scaffolding in tissue engineering:

general approaches and tissue-specific considerations (Chan y Leong, 2008).

Otra de las estrategias que podemos encontrar son las ldminas de células. En esta estrategia, se
cultivan las células sobre un polimero termosensible hasta llegar a cierto nivel de confluencia y

estas sintetizan su propia matriz extracelular. No son necesarios métodos enzimaticos para la
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posterior obtencién del tejido cultivado. Este enfoque resulta excelente para tejido como el

epitelio, el endotelio y tejido con gran densidad celular. [5]

Finalmente, encontramos la estrategia de la encapsulacién en matrices de hidrogel. En este caso,
el propdsito es encapsular células vivas dentro de una membrana semipermeable o una masa
solida homogénea. Los biomateriales utilizados para dicha encapsulacion son generalmente los

hidrogeles, formados por la reticulacion idnica o covalente de polimeros solubles en agua. [5]

En la tabla 1, mostrada a continuacidn, se resumirdn las principales ventajas y desventajas de

cada estrategia de forma general.
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Estrategia.

Andamios porosos prefabricados.

Andamios descelularizados.

Laminas celulares con MEC

propiamente excretada.

Células encapsuladas en matrices de

hidrogel.

Ventajas.

Diversidad de eleccion de materiales, naturales o
sintéticos.

Disefio preciso de la microestructura y arquitectura.

Se trata del andamio que mejor simula la naturaleza del
tejido en términos de composicion y propiedades

mecanicas.

La matriz, al ser generada por las propias células es
altamente biocompatible.

Excelente para tejidos densos en células como el
epitelio y el endotelio.

Rapida neovascularizacion.

Inyectable.

Procedimiento rapido y de un solo paso.

Interaccion cercana entre las células y los materiales.

Tabla 1. Ventajas y desventajas de las diferentes estrategias para crear andamios celulares. [5]

17

Desventajas.

La siembra de células en estos andamios lleva mucho tiempo y es
ineficiente ya que la habilidad de penetracién de las células en

estos andamios es limitada.

Distribucidn no homogénea de las células al sembrarlas.
Dificultad para retener toda la matriz extracelular.

Peligro de inmunogenicidad si la matriz no esta completamente
descelularizada.

Se necesita un dérgano o tejido nativo que descelularizar para
obtener este tipo de andamio.

Dificil construccién de tejidos gruesos, se necesitan multiples
laminas.

Dificil construccién de tejidos ricos en MEC, secrecion de MEC

limitada.

Propiedades mecanicas pobres, no utilizables en tejidos que

deben soportar cargas fisicas.



5.3 Consideraciones de la ingenieria tisular pulmonar.

El pulmén nativo posee una ratio drea-volumen muy importante, llegando a disponer de una
superficie de entre 70 y 100 metros cuadrados de superficie para el intercambio de gases. En
esta compleja estructura, encontramos vias respiratorias ramificadas que terminan en sacos
alveolares, cavidades de unas 200 micras de didmetro. Estos sacos se cruzan con una red
vascular ramificada que difunde un flujo sanguineo de 5 litros por minuto a través de capilares
pulmonares separados de los alveolos por una fina membrar respiratoria. Esta membrana
respiratoria tiene de media unas 0,5 micras de grosor, permitiendo asi un intercambio eficiente

de oxigeno y didxido de carbono. [8]

La compleja estructura anatdomica 3D del pulmdn ha hecho de la reproduccion de este tejido un
desafio. Los enfoques sobre los andamios celulares para el tejido pulmonar se estan
desarrollando de manera que integren tanto la estructura vascular como las estructuras de las

vias respiratorias donde se realiza el intercambio de gases. [8]

Algunos andamios desarrollados utilizan polimeros porosos o redes de microfluidos para crear
las estructuras vasculares y las vias respiratorias del pulmén. [8] Esta estrategia va dirigida a la
creacién de dispositivos de asistencia pulmonar. Por otra parte, los andamios descelularizados
también estan siendo estudiados como posible opcion para crear una estructura pulmonar
funcional. En este caso, la orientacion va mas dirigida a la creacién de érganos completos

trasplantables. Ambas perspectivas serdn estudiadas en este trabajo.

Se estudiard también la estrategia de los hidrogeles inyectables mediante catéteres, donde en
lugar de buscar la obtencién de una estructura pulmonar funcional de novo, se busca remodelar
la estructura pulmonar y regenerar el tejido respiratorio perdido debido a patologias. En las
siguientes secciones analizaremos los diferentes enfoques propuestos dentro del campo de la

ingenieria de tejidos pulmonar.
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5.4 Andamios vasculares y respiratorios.

Esta estrategia pretende afrontar el reto de la creacién de un andamio pulmonar mediante la
elaboracion de dos sistemas 3D independientes: por una parte, una red vascular ramificada y
por otra las vias respiratorias o “espacio aéreo”. Las redes respiratorias y vasculares deben estar
separadas por una membrana permeable a gases con una gran superficie que pueda permitir la

difusidon de oxigeno y didxido de carbono de manera eficiente. [8]

Enlo que respecta ala creacidn de la red vascular, la angiogénesis ha sido estudiada como medio
para crear vasos sanguineos para aplicaciones de ingenieria tisular. Sin embargo, la angiogénesis
espontdnea esta limitada como enfoque arquitectdnico, y ya que no puede abordar la necesidad
de creacién de vasos mas grandes que puedan conectarse a la red capilar espontdnea. Esto
supone un problema, ya que un pulmén creado mediante ingenieria tisular deberia estar listo
para recibir toda la presién cardiaca en el momento de la implantacion, por lo tanto, los grandes
vasos arteriales y venosos deberian estar completamente desarrollados y conectados a la red

capilar para su uso inmediato. [8]

Encontramos también un inconveniente en que la red capilar del andamio pulmonar debe estar
estrechamente conectada con las estructuras alveolares, y no existe evidencia de que una red
capilar generada mediante angiogénesis espontanea pueda conseguir esto de manera eficiente.

8]

Sin embargo, ha sido posible el desarrollo de un andamio vascularizado para la ingenieria de
tejidos pulmonar. Este se basa en los andamios vascularizados para tejido hepatico disefiados
por el grupo de Vacanti para superar las limitaciones que supone la angiogénesis. El concepto
arquitecténico central de este andamio es una red de vasos sanguineos ramificados creados
desde la arteria pulmonar hasta llegar a los vasos capilares pulmonares y luego recogerse en las
venas pulmonares. Esta red vascular se posiciona adyacente a la cdmara alveolar. De esta
manera, la sangre fluye a través de la red vascular microfluidica y el oxigeno fluye a través de la
camara alveolar adyacente. El intercambio de oxigeno y diéxido de carbono se da a través de la

membrana que los separa. [8]
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Figura 4. Disefio de la red vascular del dispositivo de asistencia pulmonar. A. Vista superior de la red vascular
ramificada. B. Imagen de corte transversal del borde cortado del dispositivo con membrana de silicona. Imagen

obtenida del articulo Lung Tissue Engineering (Hoganson et al., 2014).

Siguiendo este disefio, se desarrollé una primera generacion de tecnologia pulmonar utilizando
una red vascular ramificada de 200 micras de profundidad. Se probaron tres tipos de membranas

para el intercambio de gases:

- Membrana de intercambio gaseoso de silicona de 64 micras de grosor.
- Membrana porosa.

- Membrana porosa con revestimiento de silicona de 3 micras.

Se llevaron a cabo diversas pruebas de intercambio de gases in vitro en las que se observo un
intercambio creciente de oxigeno y didxido de carbono a medida que se incrementaba el flujo
sanguineo. Segun el texto de los autores, no se observaron diferencias significativas entre las
membranas, pero si observamos la grafica con atencién si podemos observar que, en el caso de
la transferencia de dioxido de carbono, se observa una disminucion en la membrana de silicona
a medida que se aumenta el flujo sanguineo. En todo caso, se trataba de membranas de primera
generacion para una tecnologia de andamio pulmonar plano. Este primer andamio demostré la
potencial utilidad de esta estructura pulmonar como un paso hacia el desarrollo de un pulmén

creado mediante ingenieria tisular. [8]

Aungue esta primera generacién mostré un intercambio de gases eficiente, la red vascular
poseia una Unica profundidad y presentaba flujo sanguineo no fisioldgico en algunas partes. Asi
pues, el enfoque fue redisefiado para crear una red vascular con flujo sanguineo fisiolégico. Se
desarrollé una serie de principios de disefio basados en las dimensiones y propiedades de vasos

biomiméticos, dando lugar al flujo sanguineo fisioldgico, primeramente, en andamios celulares
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hepaticos. Estos principios se aplicarian después a los andamios pulmonares, dando lugar a la

segunda generaciéon de andamios pulmonares vascularizados. [8]
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Figura 5. A. Transferencia de oxigeno en el dispositivo de asistencia pulmonar frente a tasas de flujo sanguineo. B.
Transferencia de dioxido de carbono en el dispositivo de asistencia pulmonar frente a tasas de flujo sanguineo. Imagen

obtenida del articulo Lung Tissue Engineering (Hoganson et al., 2014).
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El flujo sanguineo fisioldgico es un aspecto altamente importante en un andamio para tejido
pulmonar. La tension de cizallamiento se mantiene en un estrecho margen en los vasos
sanguineos nativos para evitar la activacion de las plaquetas, que daria lugar a la adhesion
plaquetaria y a la formacion de trombos. Dicha tensidn debe conseguirse en el andamio para
minimizar la activacion plaquetaria y la consecuente trombosis. Una vez se ha completado el
revestimiento endotelial del andamio, mientras el disefio consiga la tensién fisiolégica

adecuada, la anticoagulacion deberia poder retirarse. [8]

Esta segunda generacion posee una tension de cizallamiento dentro del rango de la tensién
arterial normal. Ademads, varios aspectos del disefio se optimizaron aplicando analisis
computacionales de dindmicas de fluidos. Se utilizé una membrana de intercambio de gaseoso
de silicona mejorada de 8.7 + 1.2 micras de espesor, y en las pruebas in vitro se observd un

intercambio de gases comparable al de los oxigenadores de fibra hueca. [8]

support post alveolar chamber
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Figura 6. Disefio de la red vascular pulmonar con flujo sanguineo fisiolégico. Imagen obtenida del articulo Lung

Tissue Engineering (Hoganson et al., 2014).
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Estos andamios pulmonares eran fabricados utilizando silicona y aplicando técnicas de litografia
blanda, estandar en microfluidica. Este andamio es un intermedio, un paso en el proceso de
crear un andamio reabsorbible que sea adecuado tanto para el intercambio de gases como para

la siembra de células epiteliales y endoteliales pulmonares. [8]

Aungue este andamio de silicona no es adecuado para la celularizacién, puede tener una

aplicacion clinica como dispositivo de asistencia pulmonar.
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5.5 Andamios descelularizados.

Otra gran estrategia en ingenieria tisular pulmonar es el uso de andamios generados mediante
la descelularizacién de drganos completos. La descelularizacién implica la eliminacién de las
células nativas de la matriz extracelular de los tejidos para producir un andamio 3D del érgano
qgue, idealmente, mantiene la anatomia 3D del drgano nativo. El primer éxito conseguido
mediante la aplicacidn de esta estrategia fue la obtencién de un andamio de corazén completo
utilizando técnicas de perfusion. Desde entonces, se ha seguido utilizando con éxito en

multiples érganos incluyendo el pulmadn, el higado, el rifién y el pancreas. [9]

Por lo general, el procedimiento de construccién de andamios a partir de érganos naturales
comprende el uso de células que pueden permanecer regenerativas después del aislamiento, su
cultivo in vitro, su siembra en andamios preparados, dirigir la diferenciacion a células de linaje

pulmonar y permitirles madurar y funcionar. [10]

En la siguiente imagen podemos observar un resumen del proceso utilizando como ejemplo un
pulmén de rata. En primer lugar, se obtiene el pulmdn nativo y se procede a su descelularizacion.
A continuacidn, el andamio se introduce en un biorreactor que permita el cultivo de los tipos
celulares necesarios, en este caso endotelio vasculary epitelio pulmonar. Finalmente, tras varios
dias de cultivo, el pulmadn recelularizado puede retirarse del biorreactor y ser implantado en un

modelo singénico de rata.
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Figura 7. Esquema para la ingenieria de tejidos pulmonar. Imagen obtenida del articulo Lung Tissue Engineering

(Hoganson et al., 2014).
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La descelularizacion implica el uso de detergentes, sales, enzimas y enfoques fisicos para
eliminar las células al tiempo que se preserva no solo la composicion de la MECy la arquitectura
del érgano, sino también la bioactividad y las propiedades mecanicas de la MEC. Dada la
intrincada arquitectura del pulmdén humano y la importancia de la interfaz alveolar-capilar, este
es sin duda un enfoque que ofrece multiples ventajas, pero supone un desafio a la hora de

desarrollar un andamio eldstico y con suficiente superficie para la transferencia de gas. [9]

Dentro de las técnicas de descelularizacién se pude observar el uso de diferentes materiales.
Por lo que respecta a los agentes quimicos, encontramos uso de dacidos, bases, disolventes
organicos, soluciones hipertdnicas o hipotdnicas, detergentes idnicos, detergentes no idnicos y
detergentes de ion hibrido (zwitterionic detergents). También encontramos la aplicacion de
diversos agentes fisicos como son la presién, la congelacion y descongelacién, la
electroporacion, la agitacion o la sonicacidn. Cabe mencionar también el uso de agentes

enzimaticos como la tripsina o las exonucleasas y endonucleasas. [11]

Entre las técnicas mas utilizadas encontramos la perfusion total del 6rgano. Este proceso utiliza

III

el sistema vascular natural del érgano, lo que podriamos llamar el “sistema de tuberias”, para
eliminar las células rapidamente desde adentro hacia afuera, lo que permite preservar la
ultraestructura 3D de la matriz extracelular del tejido. Encontramos también la técnica de la
inmersién y agitacién. Como su propio nombre indica, en esta técnica el tejido se sumerge en

un detergente descelularizante y se somete a agitacién. [11]

Otra técnica utilizada para la descelularizacion es el gradiente de presidn. Esta estrategia se
suele utilizar en el caso de los tejidos huecos como puede ser el intestino o los vasos sanguineos.
Se utiliza para acelerar y aumentar la entrada de los agentes descelularizantes a los tejidos y
forzar la salida de los componentes celulares residuales. Por otra parte, encontramos la técnica
del uso de fluidos supercriticos. Este enfoque emplea sustancias inertes (por ejemplo, didéxido
de carbono), que tienen baja viscosidad y altas propiedades de transporte. Los componentes
celulares se eliminan de los tejidos cuando los fluidos supercriticos pasan a una velocidad
controlada y dan como resultado una alteracién minima de las propiedades mecdnicas de la

MEC del tejido. [11]

Aunque se han estudiado diversos métodos de descelularizacién y varios tipos celulares para la
recelularizacién, todavia no hay consenso sobre cual es el mejor método. [4] La técnica dptima

para la descelularizacién esta posiblemente ligada al tipo de érgano y al contexto. [9]

Uno de los mayores retos de la descelularizacidon es conseguir la eliminacion suficiente de los

restos celulares nativos manteniendo la composicién nativa de la MEC. Varios estudios han
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demostrado que proteinas propias de la MEC como el colageno, la laminina, la elastina y la
fibronectina pueden retenerse tras la descelularizacién, mientras que otros han reportado

niveles reducidos de proteinas de la MEC y factores de crecimiento. [9]

Por ejemplo, si se utiliza un detergente bipolar como CHAPS para la descelularizacién de
pulmones de rata, se retiene colageno y algo de elastina dejando intactas las vias respiratorias
y las estructuras vasculares, pero se eliminan los glicosaminoglicanos (GAG). Por otro lado, si se
usa SDS, se preservan las estructuras alveolares y vasculares y se permite la recelularizacidny el

intercambio de oxigeno, pero se reduce el contenido en elastina de la matriz. [9]

Asi pues, el protocolo de descelularizacién es importante y, por lo tanto, debe optimizarse. Las
matrices nativas y los procesos de descelularizacion son campos en desarrollo y varios estudios

se han enfocado en los aspectos desconocidos de esta tecnologia. [4]

Otro aspecto clave que debe tenerse en cuenta en la mecdnica del pulmdn descelularizado. Las
alteraciones en la composicion de la MEC y la estructura afectan la fuerza y la mecdnica del
andamio resultante. La descelularizacion influencia la rigidez de la matriz debido a la eliminacidn
de las células nativas y las alteraciones en la composicién de la MEC, pero los efectos no son
consistentes. Por ejemplo, en funcion del método de descelularizacién utilizado, el mismo
6rgano puede presentar unincremento de la rigidez y el médulo tangencial, o un cambio minimo
o incluso despreciable. [9] Una vez mds, la técnica escogida para la descelularizacion presenta

una gran importancia.

El aspecto de la mecanica de los pulmones descelularizados debe tenerse en cuenta, ya que
existe evidencia de que las fuerzas mecanicas pueden influir tanto en la composicion de la MEC

como en la diferenciacion celular. [9]

En la siguiente tabla se resumen diversos estudios llevados a cabo utilizando la estrategia de la

descelularizacion y los resultados que se obtuvieron.
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Estudio. Andamio descelularidado.

Kajbafzadeh et al. = Pulmdn de rata.

(2015) [12]

Price et al. (2015) Pulmodn de cerdo.

[13]

Tebyanian et al. | Pulmédn de rata.

(2017) [14]

Tebyanian et al. Pulmodn de rata.

(2018) [15]

Crabbé et al. Pulmodn deraton.

(2015) [16]

Planteamiento.

Un andamio de pulmén completo biocompatible y

con terminales alveolares preservados fue
descelularizado mediante el uso de detergentes

guimicos.

La matriz pulmonar se descelularizé mediante un
método automatizado y se compard con el método
manual (detergente quimico).

Pulmones de rata fueron descelularizados utilizando
detergentes quimicos.

Pulmones de rata fueron descelularizados utilizando
detergentes quimicos.

Pulmones descelularizados utilizando detergentes
quimicos fueron sembrados con células madre
mesenquimales derivadas de la médula ésea (MSCS)
y células alveolares tipo .

Tabla 2. Resumen de varios estudios sobre andamios descelularizados.
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Resultado.

La estructura respiratoria terminal permanecid
preservada después de la descelularizacion.

El método automatizado ofrecié una matriz mas
consistente y redujo el tiempo requerido por el
procedimiento de descelularizacion.

La destruccién aumentaba a medida que se
aumentaba la concentracion de detergente. Su
enfoque demostré que pueden mantener la
estructura 3D y la MEC del pulmdén con una
destruccién minima.

Consiguieron obtener un andamio apropiado
para recelularizacién usando células madre vy
para investigaciones ex vivo e in vivo.

Los pulmones de raton descelularizados se
recelularizaron con éxito en un biorreactor de
suspension dindmica con disminucion de la
apoptosis y aumento de la regeneracién en
comparacién con las condiciones de

recelularizacion estatica.



Estudio. Andamio descelularidado.

Wagner et al. Pulmonesde cerdoyhumanos.
(2014) [17]

Gilpin et al. (2014) Pulmones de rata, de cerdo y

[18] humanos.

Ott et al. (2010) Pulmones de rata.
[19]

Ren et al. (2015) Tejido vascular pulmonar de

[20] rata y humano.

Planteamiento.

Los andamios se sembraron con células epiteliales y
endoteliales.

Los diferentes pulmones fueron descelularizados por
detergentes quimicos y recelularizados con células
umbilicales humanas del endotelio venoso

(HUVEC), células epiteliales de las vias respiratorias
pequefias o células epiteliales alveolares.

Los andamios se sembraron con células epiteliales y
endoteliales y fueron trasplantados a una posicion

ortotdpica.

Las células se depositaron en el andamio pulmonar

utilizando métodos mejorados.

Tabla 2. Resumen de varios estudios sobre andamios descelularizados.
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Resultado.

Ambos andamios se repoblaron con éxito con
varios tipos de células pulmonares y no
pulmonares humanas que pudieron sobrevivir
hasta al menos 4 semanas.

Se consiguié un andamio biocompatible con la

estructuray composicion de la MEC conservadas
utilizando el método de descelularizacién de

perfusidn basada en SDS.

Los andamios transplantados que fueron
perfundidos por la circulacion del organismo
receptor y ventilados por las vias y musculos
respiratorios del organismo receptor,
aguantaron el intercambio de gases in vivo hasta
6 horas después de la extubacion.

Las células se administraron de manera
eficiente, se mantuvieron viables y se lograron

[imenes vasculares perfundibles.



5.4 Andamios basados en hidrogel.

Esta estrategia supone un nuevo enfoque en la ingenieria tisular. Los andamios basados en
hidrogel permiten su inyeccidon en el tejido para poder repararlo y mejorar su funcion. El
principio de la inyeccién de biomateriales mediante el uso de catéteres estd validado

clinicamente.

En aplicaciones pulmonares, esta estrategia supone una gran ventaja. Estos andamios
inyectables, que pueden inyectarse mediante catéteres, pueden distribuirse directamente a la
zona afectada. A diferencia de enfoques en ingenieria de tejidos que utilizan andamios
prefabricados, los sistemas inyectables son un método terapéutico Unico para areas del cuerpo
dificiles de alcanzar. Esto se debe a que estos andamios tienen la capacidad de adaptarse a

cualquier forma deseada. [21]

Otra de las ventajas que supone esta estrategia, es que las células y las moléculas bioactivas
pueden incorporarse facilmente en la solucién del andamio. Esto puede hacerse mezclandolas
antes de la inyeccidn, o bien inyectdndolas simultdneamente junto con el andamio, creando una

distribucién homogénea dentro de la matriz del andamio. [21]

Ademas, el proceso de inyeccion es minimamente invasivo, de manera que se reduce la
incomodidad del paciente, la formacién de cicatrices, el riesgo de infeccidén, el coste del

tratamiento y el tiempo de hospitalizacién. [21]

Por otra parte, la administracién de estos andamios también implica ciertos desafios. Para la
correcta inyeccion de los andamios de hidrogel, es necesario un nivel de viscosidad bajo previo
alainyeccion. El proceso de gelificacion que sigue a la reticulacion debe comenzar poco después

de que el andamio sea inyectado para facilitar asi el flujo del andamio a través del catéter. [21]

Ademas, los materiales que compongan el andamio y sus productos de degradacién deben ser
biocompatibles. También debe tenerse en cuenta que las estructuras de hidrogel creadas deben
presentar las propiedades mecdanicas adecuadas para la aplicacién especifica que se esta
tratando. Tampoco debe olvidarse que las estructuras del andamio de hidrogel disefiado deben
ser porosas para permitir el crecimiento celular adecuado en el interior y la formacién de nuevo

tejido. [21]

Delante de todos estos retos, el equipo de Shulimzon ha desarrollado nuevos andamios de
hidrogel basados en polimeros de hidrogel (gelatina y alginato) y reticulados utilizando

carbodiimida. Estos polimeros se disefiaron para poder inyectarse a través de un catéter largoy
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delicado junto con aire, y usarse como andamios porosos para la regeneracién del tejido

pulmonar. [21]

La gelatina y el alginato son dos moléculas altamente adecuadas para este propdsito dada su
naturaleza. La gelatina es un polimero natural soluble en agua obtenido a través de la hidrdlisis
irreversible del colageno. Este polimero contiene secuencias de péptidos inherentes que
facilitan la adhesion celular y la degradacién enzimatica. Se trata de uno de los materiales mas
investigados para aplicaciones en ingenieria tisular debido a su alta biocompatibilidad y
biodegradabilidad. Adema3s, a diferencia de su predecesor el colageno, no es inmunogénica. Este
material es también relativamente barato de producir y tiene un historial de seguridad

comprobado en aplicaciones médicas. [21]

Por otra parte, el alginato o acido alginico, es un polimero de elevado peso molecular que puede
encontrarse dentro de las paredes celulares y los espacios intracelulares de las algas pardas. Se
conoce que este polimero es biocompatible, no inmunogénico y relativamente barato de
obtener. Asi pues, el alginato es uno de los polimeros polisacaridicos mas estudiados en

ingenieria de tejidos, asi como en los sistemas de administracion de farmacos. [21]

El grupo de Shulimzon selecciond el alginato como aditivo polimérico para su andamio dada su
alta concentracién de grupos carboxilicos, que son esenciales para la reaccién de reticulacion de
las carbodiimidas. Esto permite crear una red reticulada tridimensional formada por estructuras
de gelatina-alginato. Modulando las cantidades relativas de los tres componentes, se puede
controlar las propiedades fisicas y mecanicas de los andamios. Esto, junto a la porosidad
controlable, hace de estos componentes los mas adecuados para aplicaciones de soporte y

regeneracion pulmonar. [21]

El andamio creado por el grupo de Shulimzon resulta en una tipica estructura Unica al final de
proceso, tal como se puede observar en la siguiente imagen (Figura 7). Se tratade una estructura
porosa en 3 capa: una capa inferior que presenta baja porosidad, una capa intermedia con

porosidad media y una capa superior altamente porosa.
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Figura 7. Proceso de preparacion e inyeccion para formar un andamio poroso. A. Formacion una solucién acuosa
gelatina-alginato. B. Mezcla de la solucién con el reticulador. C. Inyeccion mediante el uso de un catéter largo en zonas
especificas del pulmdn. D. Formacion local de estructuras de andamiaje porosas en zonas especificas de pulmon.
Imagen obtenida de articulo Catheter Injectable Hydrogel-Based Scaffolds for Tissue Engineering Applications in lung

disease (Shulimzon et al., 2020). [21]

La capa inferior, casi densa, le confiere al hidrogel su resistencia, mientras que la capa superior
altamente porosa permite la difusién de moléculas, asi como la migracién celular y el tamafio
de poro adecuado para que se dé la proliferacion de las células. El papel de la capa intermedia

consiste en hacer de unién entre las otras dos capas. [21]

En este estudio se investigaron los efectos de los parametros de formulacién, es decir, las
concentraciones de gelatina, algina y reticulante, sobre las propiedades mecdnicas y fisicas
relevantes por tal de encontrar una formulacidon dptima del andamio para la inyeccion mediante
catéter en el pulmon. Las propiedades mecdnicas del hidrogel reticulado son extremadamente
importantes y deben ser similares a las de los tejidos pulmonares. Estas propiedades se midieron

en modo de tensidn para determinar la resistencia del material de hidrogel. [21]

El parametro fisico mas importante de la solucién acuosa es su viscosidad, ya que esta indica la
resistencia al flujo. Una viscosidad elevada no permitiria que la solucidn fluyera y se inyectara a
través de un catéter fino. Por otra parte, una viscosidad demasiado baja daria lugar a que el
hidrogel se esparciera por grandes superficies en lugar de permanecer ocupando el area

deseada. [21]

Para esta aplicacion especifica, otra de las caracteristicas fisicas relevantes del hidrogel es su
tiempo de gelificacion. Se trata del tiempo que tarda la solucion acuosa de gelatina-alginato en
convertirse en un hidrogel. Es necesario un tiempo de gelificacién éptimo para que el médico
pueda manipularlo adecuadamente. Un tiempo de gelificacién demasiado breve haria dificil

realizar el procedimiento de la inyeccién. [21]

El éxito de este estudio puso de manifiesto la utilidad y viabilidad de los andamios basados en
hidrogel inyectables mediante catéteres. Se estudid la biocompatibilidad de los andamios en

células mesenquimales de ratén y fibroblastos humanos obteniendo buenos en tasas de
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inyeccion bajas, medias y altas. Este hallazgo significa que las formulaciones propuestas por el
grupo de Shulimzon no son citotdxicas y que la inyeccion de células junto con el hidrogel no
afecta su viabilidad incluso a altas tasas de inyeccidn. Se obtuvo una viabilidad de al menos el

70% para todas las muestras durante un minimo de 7 dias. [21]
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6. CONCLUSIONES.

La ingenieria tisular pulmonar es sin duda uno de los campos de la biotecnologia mas
interesantes. La creciente necesidad de alternativas terapéuticas para patologias pulmonares ha
abierto la investigacion de este campo desde multiples perspectivas. Las tres estrategias
revisadas en este trabajo plantean tres enfoques muy diferentes desde los cuales se puede

abordar el campo de la ingenieria de tejidos pulmonar.

La primera estrategia revisada partia de la base de comprender el funcionamiento del pulmény
elaborar un dispositivo funcional desde cero. Aunque esta perspectiva resulta muy interesante
y desde luego los autores consultados supieron trabajarla de manera brillante, se trata de una
estrategia altamente compleja. Este enfoque se dirige hacia la creacién de dispositivos de
asistencia pulmonar externos mas que a la creacién de un pulmon funcional completo o a la

terapia mediante su aplicacién directa.

La optimizacidon del disefio y el escalado a un dispositivo de tamafio clinico son los siguientes
pasos principales de esta tecnologia. Primeramente, se dirige a la creacién de un dispositivo
acelular con anticoagulacidn para uso en pacientes adultos. Con el tiempo, se buscard la
conversidon a un andamio biomimético con células endoteliales que lo hara aplicable como
dispositivo pediatrico o incluso neonatal. Estudios mas recientes de los autores han conseguido

el intercambio de gases en membranas de colagenos celularizadas. [22]

La segunda estrategia revisada, los andamios descelularizados, es uno de los enfoques favoritos
de muchos investigadores de este campo. Es sin duda prometedor. Una de las perspectivas que
se contempla es que los andamios descelularizados combinados con el uso de materiales

sintéticos sea la ruta hacia un pulmdn basado en ingenieria de tejidos. [4]

Multiples estudios utilizan esta estrategia buscando su optimizacion, ya que existe un gran
trabajo por delante una vez obtenido el andamio. Dentro de este método se han desarrollado
estudios de descelularizacién de pulmones de diferentes especies, normalmente mamiferos,
pero estudios mas transgresores se han aventurado a hacerlo con pulmones de aves, mas

eficientes que los de origen mamifero, con resultados satisfactorios. [23]

Actualmente se estan desarrollando andamios de tamafo humano. Esta estrategia estd en
constante desarrollo y es probable que sea la que lleve a la creacién de un pulmén bioartificial

completo y funcional.

La tercera estrategia se basa en el uso de hidrogeles para crear andamios inyectables. Esta es, a

mi parecer, una de las perspectivas con mas futuro en la ingenieria de tejidos pulmonar. A pesar
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de los multiples inconvenientes a los que se enfrenta, el uso de hidrogeles parece ser la

tecnologia mas cercana a la aplicacion real.

Como los propios autores del articulo trabajado mencionan, los hidrogeles podrian tener cabida
dentro de las tecnologias de reduccién broncoscdpica del volumen pulmonar (RBVP). Los
procedimientos de RBVP son un grupo de procedimientos no quirdrgicos innovadores que
intentan mejorar el estado de la enfermedad y la funcién pulmonar de los pacientes que
presentan enfermedades como la EPOC moderada a grave, especificamente los que se

mantienen con limitaciones a pesar del tratamiento convencional. [24]

Las tecnologias de RBVP, actualmente remodelan la arquitectura pulmonar en dos niveles:
periférico (bronquiolos terminales y alvéolos) y central (vias respiratorias principales). Las
tecnologias del area central utilizan principalmente dispositivos metalicos (valvulas, espitas y

bobinas) y las tecnologias del area periférica utilizan materiales espumosos o vapor. [21]

Hidrogeles como el que se estudia en este trabajo, disefiado por Shulimzon y su grupo, pueden
utilizarse como tecnologia de area pulmonar periférica. A diferencia de otros enfoques de
ingenieria de tejidos que utilizan andamios prefabricados, el hidrogel inyectable a través de un
catéter en el drea del pulmén es un método terapéutico Unico, que se puede realizar sin la

adicién de células o mezclando las células simultdaneamente con el hidrogel. [21]

Ademas, tal y como se menciona en el apartado de resultados, presenta multiples ventajas: el
procedimiento de inyeccion minimamente invasivo esta disefiado para reducir la incomodidad
del paciente, el riesgo de infeccién, la formacién de cicatrices, el costo del tratamiento vy el
tiempo de hospitalizacién. La parte in vitro de este estudio mostrd las relaciones entre los
parametros de formulacion, los pardametros del proceso y la estructura y las propiedades

relevantes resultantes [21].

Las aplicaciones clinicas de este tipo de matriz sintética son dobles: remodelacién de la
arquitectura pulmonar mediante RBVP y regeneracion pulmonar como un andamio 3D para

implantes celulares o de organoides. [21]
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8. AUTOEVALUACION.

La redaccion de este trabajo ha sido, sin duda, un reto personal. Encontrar un tema fue la parte
mas dificil. La biotecnologia es una ciencia muy amplia y ofrece ilimitadas opciones. Finalmente,
acabé decidiéndome por el campo de laingenieria tisular, que habia llamado mi atencidn incluso

antes de iniciar el grado en biotecnologia.

La busqueda y seleccién de informacién ha sido definitivamente complicada. La cantidad de
articulos que existen sobre el tema es abrumadora, y decidir cuales trabajar y cuales descartar
ha sido un gran esfuerzo. A pesar de ello, estoy satisfecha con el trabajo elaborado, ya que
buscaba entender mejor este campo empezando desde la base y revisando diferentes enfoques,
y he cumplido mi expectativa en ese sentido. He explorado mas a fondo perspectivas que no
llamaron mi atencién en un principio y he descubierto que son mas interesantes de lo que

parecian en primera instancia.

Este trabajo ha implicado mucho tiempo y esfuerzo que se ha visto recompensado con una
perspectiva mas amplia de las posibilidades de la ingenieria tisular. Aunque me hubiese gustado
mejorar el trabajo en multiples sentidos, estoy satisfecha con los conocimientos resultantes de
esta investigacion y, definitivamente, me gustaria seguir aprendiendo de este campo en el

futuro.
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