Articulos

PREMIO ALFREDO SANCHEZ MARROQUIN
CATEGORIA MAESTRIA

Ingenieria de tejidos vasculares: una mirada hacia el disefo, retos

y logros de la vascularizacion artificial
Daniel Santillan, Paul Mondragon*
Centro Médico Nacional “20 de Noviembre” — ISSSTE, San Lorenzo 503, Col. Del
Valle, Benito Juarez, Ciudad de México CP 03100, México.

Correo electrénico: p.mondragonteran@agmail.com

RESUMEN

La ingenieria de tejidos vasculares tiene el principal reto de realizar constructos o equivalentes
tisulares que sustituyan vasos sanguineos de manera segura, asi como investigar la generacion de
nuevos vasos sanguineos a partir de los existentes (angiogénesis) y mimetizar In vitro el proceso de
vasculogénesis llevado a cabo durante el desarrollo embrionario. En la presente revision, mostramos
la importancia de la ingenieria de tejidos vasculares, los recursos de células troncales, biomateriales,
retos y alcances que posee la ingenieria de tejidos ante la generacion y regeneracion vascular In
vitro e In vivo en la blsqueda de nuevas alternativas para cubrir las necesidades clinicas de terapia
isquémica.

Palabras clave: Ingenieria de Tejidos, Tubulogénesis, Cultivo tridimensional, Célula endotelial,

vascularizacion.

ABSTRACT

Vascular Tissue Engineering nowadays has the goal to develop tissue equivalent constructs for the
substitution or replace of blood vessel in a safe way. Vascular Tissue Engineering allows the culture
of progenitor endothelial cells as an In vitro recapitulation of blood vessel formation during embryo
development. In this review, we show the importance of vascular tissue engineering, the stem cells
resources, biomaterials, challenges and scopes that tissue engineering has in the area of vascular
generation and regeneration in vitro and in vivo in the search for new alternatives for cover the clinical
needs of ischemic therapy.

Keywords: Tissue Engineering, Tubulogenesis, Tridimensional Culture, Endothelial Cell,

Vascularization.
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1. Ingenieria de Tejidos

El concepto de ingenieria de tejidos
(I.T) fue acufiado en la primavera de 1987
durante una reunion de la Fundacion Nacional
de Ciencias de Medicina Humana en Estados
Unidos de América (Falke & Atala, 2000). La
I.T se enriquece y se ha desarrollado con un
enfoque multidisciplinario como es la biologia
celular y molecular en conjunto con otras
ramas de las ciencias, entre ellas: la quimica,
fisica, ingenieria, computaciéon entre otras,
han hecho posible una nueva era de la
medicina moderna al ofrecer nuevas opciones
terapéuticas (Chang & Niklason, 2017).
Langer & Vacanti (1993) plantearon que la I.T
se encuentra orientada al desarrollo de
sustitutos biolégicos o equivalentes tisulares
gue permitan mantener, mejorar o restaurar
las funciones normales de tejidos u érganos
dafiados por enfermedades degenerativas,
infecciosas o de alguna otra etiologia. La I.T
como todas las é&reas nuevas del
conocimiento tienen numerosas fuentes de
oportunidad y futuros prometedores, en el
area de la medicina reconstructiva y
trasplantes ya que precisamente estas areas
de la medicina registran baja disponibilidad de
tejidos obtenidos por donacion (Falke, 2001).
Para ello la I.T hace uso de 3 factores
principales: 1. Células troncales
(diferenciadas o indiferenciadas), 2. Factores
de sefializacion (crecimiento ylo
diferenciacion) y 3. Biomateriales. Existiendo
notables reportes en los cultivos de células de

piel, hueso, cérnea, vasos sanguineos,
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higado, musculo, y tejido nervioso (Arvelo,
2007). Cabe mencionar que no todos los
tejidos son disefiados de la misma manera,
existiendo grandes retos de representacion
artificial en el siguiente orden: tejidos
bidimensionales  (cornea, piel) tejidos
tubulares (uretra, eséfago, venas, arterias),
d6rganos viscosos (vagina, vejiga) y 6rganos
complejos (higado, tejido cardiaco, etc.) (Atala
et al., 2012). La ingenieria de tejidos
vasculares es un campo de conocimientos en
expansion enfocado al desarrollo de la
biologia vascular, ofreciendo nuevas vy
amplias opciones de terapia en retinopatia
diabética, artritis reumatoide, soriasis y en
progresiones malignas como es la
diseminacion  metastasica del céncer
(Deroanne et al., 2001). La vascularizacion In
vitro asume una importancia igual que la
vascularizacion In vivo brindando condiciones
adecuadas a la viabilidad celular durante el
crecimiento  del tejido, inducir una
organizacion estructural y promover la
vascularizacion tras la  implantacion
(Levenberg, 2005), por otro lado ayudara a
determinar genes y rutas metabdlicas
involucradas para la revascularizacién de un

tejido u érgano dafado.

2. Vasos Sanguineos
Los vasos sanguineos son conductos
gue proveen a los tejidos y o6rganos el
suministro de oxigeno y nutrientes, siendo el
sistema cardiovascular el primero en formarse

durante el desarrollo embrionario en los
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vertebrados (Caiado & Dias, 2012). Existen
dos mecanismos para la formacion de vasos
sanguineos: vasculogénesis, la formacion de
vasos  sanguineos  por  progenitores
endoteliales, y angiogénesis, la ramificacion
de nuevos vasos sanguineos a partir de los
preexistentes (Koroleva et al., 2016). Durante
la formacion de vasos sanguineos existe una
modulacién de diferentes factores de
crecimiento y diferenciacion celular entre los
que se encuentran: factor de crecimiento
hepatico (HGF), factor de crecimiento
endotelial vascular (VEGF), factor de
crecimiento de fibroblastos (FGF) o factor de
crecimiento derivado de plaquetas (PDGF),
proteina 1 quimiotactica de monocitos MCP1
y esfingosina 1 fosfato (S1P) (Miya et al.,2011;
Nguyen et al., 2013). Existen otros factores
biofisicos como es la tension de oxigeno y las
propiedades hidrodinamicas que tienen la
capacidad de encender otros genes que
favorecen el proceso de angiogénesis como
es la proteina heterodimérica HIF-1, la cual se
ha descrito en la formacién y generacion de un
patrén y maduracion vascular (Jain, 2003).
Los vasos sanguineos son divididos
en 3 categorias dependiendo su diametro: 1.
Microvasculatura (<1mm), 2. Pequefias venas
(1-5mm) y 3. Grandes venas (>6mm) ver
Tabla 1 (Chang & Niklason, 2017). Vasos
sanguineos de talla pequefia y grande
presentan una histologia compuesta de 3

capas, la primera es capa intima que genera
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el lumen tubular y consiste en el revestimiento
de células endoteliales en la membrana basal
y capa del tejido conectivo subendotelial; la
conformacion de células endoteliales tiene un
papel importante en la regulacion de los
factores de coagulacion, confieren
permeabilidad selectiva y participan en el
transporte de células del sistema inmune
(Hoenig et al., 2005). Seguido se encuentra la
capa intermedia, tunica media donde la
poblacién de células de musculo liso son las
gue la integran, rica en colageno, elastina y
proteoglicanos; confiriendo resistencia y
actuando como efector del tono vascular.
Arteriolas y vénulas son equivalentes a las
arterias y venas; pero de menor calibre,
presentan menos células de mdusculo liso.
Mientras que los capilares son
vascularizaciones de menor talla, tienen
pericitos o células murales (de Rouget) que
son contractiles y que apoyan a la capa de
células endoteliales y membrana basal pues
se envuelven alrededor de dichas células
(Song et al.,, 2018). Por dltimo, la tdnica
adventicia, es la capa mas externa, donde
fibroblastos se encuentran dispuestos
longitudinalmente; la matriz de esta capa es
rica en colageno- elastina. La red de capilares
estd compuesta por células endoteliales
dispuestos en la membrana basal distribuidas
junto con pericitos (Awad et al.,2018, Song et

al., 2018).
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Tabla 1. Vascularizacion y sus componentes extracelulares. (modificado de Thottappillii &

Nair.,2015).
Categoria por Tipo de Componentes de la Matriz Extracelular
Talla vascularizacion
Arteria elastica Elastina, fibronectina, fibrilina, colageno (I, 11, 11, IV,
Grande (30mm-5mm) V, VI) y proteoglicanos
Arteria muscular Elastina, fibronectina, fibulina, colageno (I, 11, 11, IV,
(6mm) V, VI) y proteoglicanos
Pequefias venas Vena (1-5mm) Elastina, fibronectina, colageno I, II, I, IV, V, VI y
proteoglicanos
Arteriola (>50um) Elastina, colageno (I, 1l1) y fibrilina
Microvasculatura | Vénula (20-100um) Laminina, colageno (1V) y fibronectina
Capilar (<20um) Colageno IV, laminina, fibronectina y proteoglicanos
de Heparan sulfato

3. Ingenieria de Tejidos Vasculares

Las enfermedades cardiovasculares
son una de las principales causas de
mortalidad y morbilidad a nivel mundial,
anualmente existieron entre el afio 2008-2013
~ 17.3 millones de muertes en estadisticas
reportadas por la Organizacion Mundial de la
Salud, mientras que para el afio 2015 se
reportaron 17.7 millones de defunciones por
esta causa, existiendo estimaciones de ~23.3
millones de muertes para el afio 2030 (Wang
et al., 2014; Wang et al., 2015; Carrabba &
Madeddu, 2018; OMS, 2019).

A mediados del siglo XX, la vena
safena se utiliz6 como injerto vascular de
aplicacion clinica, inicialmente, fue realizado
por Kunlin (1951) y en la actualidad
representa una de las técnicas mas comunes
de reemplazar tejido vascular; encontrando la
limitante en la disponibilidad del propio tejido
(Ravi & Chaikof, 2010). A finales de los afos
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70’s biomateriales no degradables como es el
poletileno-teraftalato (Dacrén) y
politetrafluoroetileno (Teflén, PTFE) fueron
introducidos para cirugias de bypass aértico y
extremidades inferiores. En la misma fecha
los primeros sustitutos vasculares generados
por ingenieria de tejidos fueron tejidos
acelulares bovinos y humanos como son:
Artegraft (North Brunswick, NJ), Procol
(Hancock Jaffe Laboratories Inc., Irvine, CA) y
Cryovein (CryolLife, Kennesaw,GA)(Carrabba
& Madeddu, 2018).

La ingenieria de tejidos vasculares en
las dltimas 3 décadas se ha desarrollado ante
la necesidad de remplazar obstrucciones
vasculares y estudiar los procesos de
angiogénesis 'y vasculogénesis para la
regeneracion vascular (Li et al, 2017).
Nuevos enfoques en la formacion de vasos
artificiales podrian afectar de manera positiva

la terapia de lesién isquémica, tratamiento de
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enfermedades cardiovasculares y el campo
de conocimiento de la ingenieria de tejidos
(Salingova et al., 2014). Actualmente se ha
buscado controlar la micro y
macroarquitectura de andamios
tridimensionales, el éxito de ello dependera de
la composicion y la estructura modificara e
influenciara la funcionalidad del sustituto
vascular. Estos acercamientos corresponden
a técnicas como electrohilado, celulas
dispuestas en multicapas, moldes e impresion
3D. Convirtiéendose en un objetivo primario el
desarrollar un sustituto completamente
biolégico, que cuente con buenas condiciones
mecénicas, didmetro, resistencia de
diferentes presiones de flujo, resistencia a
trombosis, regulacién del flujo sanguineo y
que no genere una respuesta inmunolégica
exacerbada por parte del paciente al sustituto
biolégico (Chang & Niklason, 2017,
Thottappillil & Nair, 2015). Para ello, son
importantes las investigaciones enfocadas en
el desarrollo y regeneracion vascular (proceso
esencial en la construccién de cualquier
organo funcional); los abordajes que se han
tenido incluyen descelularizacion de matrices,
andamios
biodegradables (Figura 1) (Wang et al., 2014);

propiedades de las redes vasculares como es

laminas de células y

la geometria, maduracién, estabilidad,
suplementacién con factores de crecimiento
y/o diferenciacién biolégica en biomateriales
se han tratado de optimizar In vitro (Rosenfeld
et al.,, 2016). Por ejemplo, para generar
microvasculatura, se han encapsulado

angioblastos y células mesenquimales en

BioTecnologia, Afio 2019, Vol. 23 No. 3

matrices bioldgicas tridimensionales (3D),
mismas que tienden a organizarse como una
red microvascular; permitiendo la formacion

de laminas capilares.

3.1 Recursos de Células Troncales

Las células troncales han sido
descritas por presentar una division mitética
asimétrica, lo cual implica el generar una
célula destinada a una diferenciacién
especializada, al mismo tiempo es capaz de
autorrenovarse y permanecer en un estado
latente o quiescente. Por su “potencialidad”
son divididas en: totipotenciales,
pluripotenciales, multipotenciales,
biopotenciales y unipotenciales (Hong et al.,
2018). Por su “origen” son clasificadas en
células troncales embrionarias y en células
troncales adultas. En el campo de la IT
vasculares se han estudiado los procesos de
vascularizacion utilizando células
mesenquimales, células progenitoras
endoteliales y células troncales pluripotentes
inducidas del acronimo en inglés iPSC, entre
otras; evaluando la presencia de varias
proteinas de reconocimiento como
biomarcadores para evidenciar las células a
linaje endotelial; entre estos marcadores se
encuentran prominina-1 (CD133+), CD34+, c-
kit+/Scal+, CD146+, Molécula de adhesién
celular endotelial plaguetaria
(PECAM,CD31+), CD105+, Factor Von
Willebrand (VWF+), tirosin cinasa parecido a
inmunoglobulina (del inglés immunoglobulin-

like), caderina vascular endotelial +, receptor
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del factor de crecimiento endotelial vascular 2
(VEGFR-2+) (Caiado & Dias, 2012).

Un adecuado y prometedor recurso
celular es el derivar células autélogas del
paciente, esto es un paso critico para facilitar
la compatibilidad en terapia celular (Geenen et

al., 2015); minimizando el rechazo
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Figura 1. Ingenieria de Tejidos Vasculares. Factores que influyen en la realizacién de constructos

vasculares artificiales.

3.1.1 Células Endoteliales de la Vena
Umbilical Humana

Las células endoteliales de la vena
umbilical (del acrénimo en inglés HUVECS)
proveen un modelo éptimo de estudio de
regulacion de células endoteliales a
respuestas de diferentes estimulos. El cultivo
de estas células puede obtenerse por
perfusion de tripsina o colagenasa en venas
umbilicales de donadores (Jaffe et al., 1973).

Se ha reportado que cultivos de HUVECS en
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suspension en matrices de colageno tipo I,
tienden a entrar en procesos apoptéticos, pero
sobreviven cuando son transducidas con la
proteina anti-apoptética Bcl-2 (D34A caspasa-
resistente en la expresion del vector pSG5);
esto se demostro al implantar
subcutaneamente en ratones
inmunodeficientes hidrogeles de colageno y
fibronectina que contenian células HUVECs
soportadas con células murales (Schechner et

al., 2000). La infeccién de HUVECs se logré
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mediante cuatro infecciones en serie durante
2 semanas sin seleccion por farmacos; en
resumen, la infeccion se realizé de manera
estandar en presencia de polybrene (5 pg/ml)
realizado durante 6 h con una densidad
celular de1x10° HUVECs en el pasaje uno.
Las células fueron mantenidas toda la noche
en medio de crecimiento celular, y la infeccion
fue repetida el siguiente dia. Las células
fueron mantenidas una semana y nuevamente
se repitio el proceso de infeccibn a una
densidad de 1x10° células. Obteniendo al
finalizar del proceso una expresion de genes
transducidos >95% (Zheng et al., 2000;
Schechner et al., 2000).

3.1.2 Células Troncales Mesenquimales

Las células troncales mesenquimales
son células adultas que tienen la capacidad de
formar una variedad de células del tejido
conectivo, incluyendo células vasculares.
Pueden ser aisladas de médula ésea, sangre
periférica, musculo esquelético y tejido
adiposo. Algunos métodos propuestos por
Iwasaki et al. (2008) se enfocan en co-cultivos
de células endoteliales de la vena umbilical
humana (HUVECS) vy células troncales
mesenqguimales, visualizando que de manera

espontanea presentan una red vascular.

3.1.3 Células Progenitoras Endoteliales

Las células progenitoras endoteliales
(CPE) son células troncales, las cuales
podemos encontrar principalmente en medula
Osea representando el 1% de la misma. Sin

embargo, también se logran encontrar en un
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bajo porcentaje circulando en sangre
periférica, encontrando entre 0.1%-0.001% de
las células mononucleares dependiente del
donador. Las CPE patrticipan en procesos de
angiogénesis postnatal o reparacion vascular
(Geenen et al., 2015; Hanjaya-Putra et al.,
2011) originalmente estas células fueron
descritas por Asahara (1997) como células
mononucleares circulantes localizadas en
sangre periférica identificadas por ser CD34+,
FLK1+, mismas que son capaces de
diferenciarse en células endoteliales. Existen
factores que influencian la densidad de
células progenitoras endoteliales, como es
fumar, obesidad, edad, diabetes que actdan
negativamente disminuyendo la cantidad de
los progenitores, mientras que el ejercicio
estimula un aumento de estas (Saligovia et al.,
2014). Por otro lado, se ha reportado que el
porcentaje de CPE en sangre periférica se ve
incrementado como respuesta a un trauma o
isquemia, de manera que la matriz
extracelular es modulada para reclutar células
progenitoras que ayuden a regenerar el tejido
(Anderson et al., 2015).

Las CPE se han clasificado en 2 tipos,
las CPE tempranas y las CPE tardias (Figura
2), por sus caracteristicas en condiciones de
cultivo In vitro. Las CPE tempranas son
células en forma de huso, que proliferan
ampliamente en la segunda o tercera semana
después del aislamiento; sin embargo, solo
pueden ser mantenidas en cultivo por un lapso
no mayor a 4 semanas. Las CPE tardias
tienen morfologia adoquinada, la cual es

caracteristica de las células endoteliales. En
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cultivo, aparecen aproximadamente entre la
semana 2-3 después del aislamiento,
proliferan mas rapido entre la cuarta y la
octava semana y sobreviven In vitro alrededor
de 12 semanas (Grochot et al., 2013).

3.1.4 Células Troncales Pluripotentes
Inducidas

El innovador trabajo de Takahashi &
Yamanaka (2006), demostré la posibilidad de
gue células sométicas humanas adultas (por
ejemplo, fibroblastos especializados) re-
expresaran genes de pluripotencia celular
(Sox2, Klf4; c-Myc y Oct3/4) de manera
artificial, generando asi a las Células
Troncales Pluripotentes Inducidas (IPSC por
sus siglas en inglés). En el afio 2007, se
reporto la generacion de las primeras células
pluripotentes humanas inducidas (human
induced Pluripotent Stem Cells, hiPSCs)
(Takahashi et al., 2007). Como ventaja estas
células ofrecen la posibilidad de tener grandes
bancos celulares de trabajo al ser guiadas a
cualquier estirpe celular, mismas que podrian
ser utilizadas en terapia celular (Figura 3)
(Wang et al., 2014; Gu et al., 2017). En ese
sentido se ha reportado que al utilizar medio
suplementado con PDGF-BB, acido retinoico
(RA) y TGF-B promueven la diferenciacion de
IPSC hacia células de musculo liso mientras
que para el linaje endotelial se ha

implementado principalmente el VEGF y FGF
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(Greiner & Wendorff, 2007; Song et al., 2018).
Como desventaja se sabe que las iPSCs
presentan variaciones clon a clon, en las
cuales predominan mutaciones puntuales y
aneuploidias; existiendo aneuploidias
parciales o completas recurrentemente
reportadas en el cromosoma: 8,12,17 o 20 asi
como trisomia X (Lin & Xiao, 2017); aunado a
ello, el proceso de reprogramacion tiene una
baja eficiencia, por lo que hace falta
estandarizar el protocolo de generacion,
diferenciacion y purificacion que asegure una
inocuidad en la inoculacién de dichas células;
ya que en experimentos con modelos
animales de ratén el implementar células no
diferenciadas implica la generacién de
teratomas (Abad et al.,, 2013). Adams et al.
(2013) demostraron que la plasticidad
fenotipica de las iPSCs derivadas de células
endoteliales tienen respuestas a estimulos
biomecanicos, farmacolégicos y humorales
similares a las que se presentan en células
endoteliales. Mientras que Wang et al. (2014)
establecieron un cultivo hiPSCs derivados de
fibroblastos adrticos humanos, los cuales
fueron rediferenciados a células de musculo
liso y dispuestos en una matriz macroporosa
de acido poli-L-lactico  biodegradable;
demostrando la factibilidad y funcionalidad
como una fuente de recurso celular en

ingenieria de tejidos vasculares.

44



100 pm

Figura 2. Cultivo de células progenitoras endoteliales (CPEs). A) CPEs tempranas, presentan
morfologia ahusada y proliferacién dispersa, B) CPEs tardias, presentan morfologia “adoquinada” y
proliferacion por colonias (Fotografias tomadas con microscopio invertido de luz Olympus IX71, en
el laboratorio de Medicina Regenerativa e ingenieria de tejidos del CMN 20 de Noviembre ISSSTE).

3.2 Biomateriales

Los biomateriales tienen la funcién de
actuar como una matriz de soporte
extracelular artificial. Por definicién los
biomateriales son aquellos materiales sélidos,
liquidos o geles que, por sus caracteristicas
fisicas, quimicas y mecanicas pueden entrar
en contacto con células y tejidos vivos
ofreciendo una estructura tridimensional
(andamio 3D) para el mantenimiento,
crecimiento y diferenciacion celular (Falke &
Atala, 2000; Atala, 2012); idealmente no
deben alterar o modificar negativamente las
funciones de las células y tejidos con las que
interacttan, contrario a ello las células no solo
deben sintetizar nueva matriz extra celular en

el andamio sino que también tienen que
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promover un proceso de reparacién o
regeneracion del tejido (Fabres, 2010; Ye et
al., 2000).

Los biomateriales son clasificados en
3 tipos, naturales (biolégicos), artificiales/
sintéticos e hibridos. Inicialmente las protesis
vasculares fueron hechas de polimeros no
degradables como el PTFE, Dacrén y Gore-
Tex sin embargo la regeneracién vascular era
nula y faltaba permeabilidad limitando el uso
de estos materiales; observandose que son
materiales eficaces para reemplazar grandes
vasos, sin embargo, cuando se utilizan en
injertos vasculares de pequefio didmetro
estos sustitutos son facilmente trombdticos
(Deutsch et al., 2009; Carrabba & Madeddu,
2018; Hoenig et al., 2005).
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Figura 3. Induccion de células Pluripotentes Humanas (hiPSCs) aplicado a Ingenieria de Tejidos

Vasculares.

3.2.1 Polimeros naturales

Los polimeros naturales tienen un
mayor acercamiento a los componentes de la
matriz extracelular, entre las que se incluyen
principalmente colageno tipo |, fibronectina,
fibrina, laminina y membranas basales
reconstruidas (ejemplo: matrigel) (Koroleva et
al., 2016; Deroanne et al., 2001). Por ello son
considerados un material adecuado para la
generacion de andamios y generalmente no
presentan riesgo de inflamacién crénica o
toxicidad al paciente (Boccafoschi et al.,
2007). Cabe mencionar que los polimeros
naturales presentan desventajas en cuanto a
las propiedades de carga mecanica, y el perfil

de biodegradacion; colageno y elastina, llegan
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a ser los principales componentes de una
arteria, estos componentes son los
responsables  de las  caracteristicas
mecanicas; por lo que estadn en procesos
constantes de investigacion (Ravi & Chaikof,
2010). Con lo que respecta a Matrigel®,
contiene factores de crecimiento no bien
definidos y potencialmente tumurogénicos
aunado a ello las variaciones de produccion
(Koroleva et al., 2016).

El colageno es un ejemplo de
aplicaciones muy diversas, ya que en forma
de membrana o peliculas se ha propuesto
como sustituto de cérnea en modelos
animales, en membranas para hemodialisis,

piel artificial y en reparacion de hernias, en
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formas de esponja es utilizado en tratamientos
de lesiones de piel, en la sustitucion de hueso
y cartilago, valvulas cardiacas y como agente
hemostatico, entre otras aplicaciones.
Dreesmann et al. (2007), generaron una
matriz de esponja de gelatina porcina
entrecruzada con metanal (formaldehido), al
cultivar células L929 (fibroblastos de ratén) en
la esponja se demostr6 que no genera
citotoxicidad alguna, permitiendo asi su
proliferacion. En pruebas In vivo tanto en un
huevo como en un injerto subcutaneo en un
raton; observaron que es posible la
proliferacion y la adquisicion de estructuras
tubulogénicas dentro de la matriz de esponja.
Raghava et al. (2010) reportaron la
generacion de microvasculatura, con moldes
de PDMS y colageno tipo 1, utilizando células
endoteliales de cordon umbilical y BAMECs
(células endoteliales de la microvasculatura
adrenal bovina) con el propésito de que las
microvasculaturas estén generando mejores
procesos de difusiéon de oxigeno y nutrientes,
que, hasta entonces en el contexto temporal,
era algo que no se habia abordado del todo.
En moldes de PDMS se generaron
microcanales entre 50-100um de altura, y un
centimetro de largo, a los cuales se les relleno
de matriz de colageno tipo 1 mezclado con
células, mismas que al interactuar con el
medio de culivo y los factores de
diferenciacion como VEGF y FGF, se indujo la
generacion de microvasculatura. Algunos
otros estudios han demostrado que la
presencia de fibroblastos en los andamios

corresponde  a un incremento  de
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vascularizacion, debido a que los fibroblastos
secretan proteinas de la matriz extracelular
como es laminina, colageno tipo | y coldgeno
tipo IV; necesarios para una maduracion
vascular (Greiner & Wendorff, 2007; Song et
al., 2018) de igual manera se ha demostrado
que el acido hialurénico juega un rol
importante en la regulacién de angiogénesis al
estimular la secreciébn de citocinas y la
proliferacion de células troncales por
interacciones de a3/a5 (1 integrinas,
obteniendo mejores resultados que en
hidrogeles que no contienen 4cido hialurénico
(Lietal., 2017).

3.2.2 Polimeros sintéticos

Los polimeros sintéticos han tenido
relevancia al presentar mayor resistencia
mecanica que los polimeros naturales, sin
embargo, la desventaja que presentan es que
no proveen los suficientes receptores
celulares, necesarios para la adhesién celular.
Polimeros sintéticos como lo son el acido
poliglicdlico, policaprolactona, poli L-lactico y
mezclas de ellos, han sido investigados por
sus propiedades de biocompatibilidad,
biodegradabilidad y ninguna inmunogenicidad
(Pham et al.,, 2006, Song et al., 2018). Un
estudio reciente elaborado por Gui et al.
(2016) utilizd estructuras tubulares de acido
poliglicélico, en donde se inocularon células
de mdusculo liso obtenidas de iPSCs; los
autores demostraron que las células
provocaban la generaciéon de depdsitos de
colageno, incrementando la resistencia de

presiones de flujo de 500 mmHg después de
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8 semanas de cultivo.

3.2.3 Biomateriales Hibridos

Son materiales que presentan poca
adherencia  celular generalmente  son
recubiertos con secuencias de Arginina-
Glicina-Acido aspartico (RGD) e incluso
factores de crecimiento como es FGF y/o
VEGF.

El primer reporte clinico exitoso como
aplicacion de ingenieria de tejidos vasculares
en pacientes fue realizado por Shin’oka et al.
(2001) quienes implantaron un constructo
biodegradable como un conducto pulmonar en
un nifio con atresia pulmonar y anatomia de
ventriculo Unico. El constructo fue realizado
por la mezcla de L-lactico y e-caprolactona,
reforzado con Acido poliglicélico. Las células
implementadas fueron células autélogas
mesenquimales derivadas de médula 6sea;
los resultados mostraron una sobrevida de 7

meses postimplante (Song et al., 2018).

4. Estado de las Investigaciones en Ingenieria
de Tejidos Vasculares

El primer sustituto de venas generado
por ingenieria de tejidos fue realizado por
Weinberg y Bell ( 1986), generando cultivos
de células endoteliales bovinas, células de
musculo liso y fibroblastos en capas de
colageno soportados por una malla de Dacron
por 3-6 semanas; dispuestas en capas que
mimetizaban la arquitectura celular de un vaso
sanguineo (Ravi & Chaikof, 2010; Chang &
Niklason, 2017); la estructura tubular presenté

una resistencia de ~300 mmHg (Hoenig et al.,
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2005), lo cual es muy bajo para un implante
arterial, la resistencia natural aproximada se
encuentra entre 2000mmHg y 3000 mmHg en
la vena safena humana y en la arteria
mamaria interna respectivamente (Song et al.,
2018). L’'Heureux et al. (1998) generaron una
estructura  vascular de tres capas
completamente biodegradable, los autores
emplearon células de musculo liso de vena
umbilical, fibroblastos de piel y células
endoteliales en el lumen por 7 dias de cultivo;
mostrando una resistencia de presion de 2600
mmHg, pero con permeabilidad en 3 de 6

constructos (Song et al., 2018).

4.1 Descelularizacién de Tejidos

Los Injertos xenogénicos (otra
especie) y alogénicos (misma especie)
pueden ser un recurso de tejido para ser
descelularizado por procesos de abrasion
mecanica, digestion enzimética  yl/o
surfactantes quimicos (Thottappillii & Nair,
2015), La ventaja que ofrece la
descelularizacion es que se conserva la
arquitectura nativa de la matriz extracelular,
de esta manera proporciona un punto de
partida para la remodelacion al colocarle las
células de interés y en un lapso minimo de una
semana un implante avascular puede ser re-
vascularizado por el hospedero (paciente)
(Greiner & Wendorff, 2007). Huynh et al.
(1999), utilizaron pequefios segmentos de
submucosa intestinal porcina descelularizada
impregnada con coldgeno | bovino (cerca de
4mm) mostrando que tiene el potencial de

integrarse en un tejido huésped (arteria de
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conejo), proporcionando un  andamio
adecuado al presentar una buena
homeostasia y permeabilidad. El injerto se
remodelé6 en un periodo de 90 dias
presentando actividad fisioldgica; se infiltraron
células de musculo liso y células endoteliales
mostrando respuesta a agentes vasoactivos.
Estudios realizados por Gui et al. (2009)
descelularizaron arterias umbilicales
humanas por ciclos con detergentes (3-[(3-
cholamidopropyl) dimethylammonio]-1-
propanesulfonate y dodecil de sodio sulfatado
e incubado en medio de crecimiento endotelial
(EGM-2), manteniendo la integridad de la
matriz de colageno y una reduccion parcial de
fibras de elastina.

Mientras que Assmann et al. (2013),
descelularizaron aortas de ratas mediante la
implementacion de dodecil sulfato sédico
(SDS) y deoxicolato, al finalizar el proceso de
descelularizacién, decidieron colocar en la
matriz un recubrimiento adicional de
fibronectina (50u/ml) por 24 h a 37°C;
Demostrando que la fibronectina acelera el
proceso de endotelizacion sin formar trombos,
sin embargo, existen evidencias de que la
fibronectina induce wuna hiperplasia en
miofibroblastos.

La idea de utilizar tejido xenélogo se
ha propuesto debido a la falta de donaciones
y disponibilidad de tejidos humanos; sin
embargo, las reacciones inmunolégicas como
respuesta a células y matrices no propias
pueden llegar a ser severas y en ocasiones
fatales, como es la presencia de galactosa-

alfa-1,3-galactosa (alfa-gal) epitopo
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expresado en todas las superficies celulares
de los mamiferos, a excepcion de los
humanos y primates (Dhulekar & Simionescu,
2018), siendo ello una limitante del avance
como uso convencional; llevando a procesos
de investigacion en las técnicas de
descelularizacién, asi como la meta de
eliminar completamente biomoléculas
inmunogénicas. Un ejemplo de ello que ha
sido descrito es inactivar la alfa-galactosa con
glutaraldehido, mismo que tiende a reticular el
tejido reduciendo asi la inmunogenicidad,
cabe mencionar que, la utilizacién del
glutaraldehido compromete a citotoxicidad,
predisponerlo a ser trombogénico y ser

susceptible a calcificarse (Song et al., 2018).

4.2 Hidrogeles

La fabricacion de constructos
tridimensionales (3D) con hidrogeles para
homologar procesos de vasculogénesis y
angiogénesis, se ha ido diversificando (McCoy
et al., 2016). Los hidrogeles son biomateriales
con un alto contenido de agua, buena
biodegradabilidad,

proveen un adecuado microambiente y son

biocompatibilidad y

considerados como un material ideal para
tejidos suaves. Hidrogeles sintéticos Yy
semisintéticos han tenido gran popularidad en
el campo de la Ingenieria de tejidos
vasculares al contener a las células,
modulando factores solubles como pueden
ser las citocinas o bien la disponibilidad de
oxigeno y nutrientes (McCoy et al., 2016; Liu
et al., 2015; Koroleva et al., 2016). Hidrogeles

sintéticos como es el polietilenglicol (PEG);
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ofrece estabilidad mecénica, estructura
tridimensional, ademas de que facilmente
puede ser conjugado con péptidos, enzimas,
proteinas y otros biomateriales (Koroleva et
al., 2016). Avances en la ingenieria para
elaborar constructos de tejido mas complejos
In vitro ha generado la necesidad paralela del
desarrollo y disefio 3D de redes vasculares.
(Liu et al., 2015)

Syedain et al. (2011) utilizaron
fibroblastos cultivados en hidrogeles de fibrina
para generar vascularizacion de pequefios
diametros, para estos métodos el hidrogel fue
polimerizado en un tubo que en el centro
contenia un mandril de vidrio tubular. Los
fibroblastos generaron su propia matriz
extracelular, principalmente colageno; esto en
un periodo de 7-9 semanas de cultivo en
biorreactor con control de flujo para inducir la
alineacion circunferencial de las células y la
matriz. Posteriormente los investigadores
descelularizaron el constructo anteriormente
desarrollado con 1% de dodecil sulfato de
sodio y lo implantaron como injerto en arterias
femorales de ovejas, al cabo de 24 semanas
el injerto se repoblé completamente por
células endoteliales mostrando evidencia de

depositos de elastina (Syedain et al., 2014).

4.3 Fibrina

Como una alternativa a andamios de
colageno, investigadores se han enfocado en
el uso de células inmersas en geles de fibrina
para generar injertos celulares (Peck et al.,
2012); la fibrina es el producto final de la

cascada de coagulacion del fibrindgeno en la
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presencia de trombina y calcio; el fibrin6geno
es una glicoproteina que se encuentra
solubilizada en el plasma sanguineo en una
1.4-3.5¢/1
Flanagan, 2011),

proporciona un andamio estructural para la

concentracion normal de

(Jockenhoevel &

adhesién, proliferacién y migracion de células
importantes en la curaciéon de heridas; y al
final de este proceso el coagulo de fibrina es
reabsorbido por el cuerpo. El hidrogel de
fibrina es propuesto como un modelo de
estudio para vasos sanguineos asociados a
tumores o para vasos sanguineos en sitios de
lesiones vasculares (Lafleur et al., 2002). Los
geles de fibrina son un biomaterial
prometedor, pueden ser obtenidos
autdlogamente, disminuyendo los riesgos
potenciales de los aloinjertos como es el
rechazo inmunoldgico y la adquisicion de
enfermedades por virus (Ye et al., 2000; Zhao
et al.,, 2007; Koroleva et al., 2016) de una
manera minimamente invasiva, y que al variar
las concentraciones proteicas, aumento de la
concentracion de calcio, sodio y el
entrecruzamiento a través de enzimas o luz
ultravioleta se puede generar un implante con
caracteristicas deseadas (gelificacion,
compresion, velocidad de degradacién, etc.)
(Murphy & Leach., 2012; Koroleva et al.,
2016). El hidrogel de fibrina tiene una virtud
entre los factores biofisicos, debido a que es
un gel que contiene mayoritariamente los
ligandos de B3 integrinas, permitiendo asi la
migracién celular. Trombina, fibrindgenos,
mondémeros de fibrina y fibrinopéptidos B,

todos incrementan la sintesis de ADN en
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células de musculo liso y consecuentemente
su proliferacion (Pakala et al., 2001). Como
ejemplo de ello mostramos en la Figura 4 dos
abordajes de cultivo de CPEs en hidrogeles
de fibrina, en la que células progenitoras
endoteliales tempranas se inocularon a una
densidad de 1x103 célulasecm=? para ser
cultivadas en monocapa. Desde el dia 2 (48 h)
se logran apreciar estructuras circulares, y
que han sido reportadas como procesos
incipientes de vascularizacién endotelial;
mismos que a través de un mayor tiempo de
cultivo (648-720 h) logran ser estructuras
mayormente definidas. En contraste con una
densidad de 1x103 célulasecm-inmersas, en
la que Unicamente las células presentan un
crecimiento 3D, aumentando proyecciones
celulares las cuales han sido reportadas como
“sprouting” endoteliales, las cuales tienden a
secretar factores de crecimiento como es el
VEGF y FGF (Herbert & Stainier, 2011).

La degradacién In vivo puede ser
controlada con la proteinasa inhibidora de
aprotinina y agentes entrecruzantes (Ravi &
Chaikof, 2010). Como una aplicacion clinica
Ryu et al. (2005) implantaron células
mononucleares de médula 6sea usando una
matriz de fibrina inyectable, incrementando
asi la vascularizacién del miocardio infartado.

Cummings et al. (2004), se
dispusieron a generar 2 tipos de hidrogeles

(fibrina y colageno tipol) con el proposito de
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comparar las propiedades fisicas de los
mismos; concluyendo que el gel de fibrina es
un polimero muy flexible (28 y 19 Kpa),
mientras que el de colageno es mas rigido
(191-242 kpa), no tan flexible. Al realizar una
mezcla 1:1 (2 mgemL?) de fibrina con
colageno, las propiedades fisicas de los geles,
es el promedio de los geles por separado, por
lo que se obtiene un biomaterial (gel) no tan
duro, ni tan flexible (153-116 Kpa);
permitiendo asi una adecuada manipulacion y
gue a su vez genera un buen mantenimiento y
proliferacion de células de musculo liso de
aorta de rata. Chung et al, en 2015
compararon el efecto que provocaban tres
tipos de geles (fibrina, colageno tipo 1, y P-
fibrina) en las células de tejido adiposo. P-
fibrina es la mezcla de polietilenglicol con la
fibrina, concluyendo que, las células de tejido
adiposo logran crecer y proliferar en mayor
cantidad con los geles de naturaleza de
fibrina, sin embargo como copolimero (P-
fibrina) al igual que en el estudio llevado a
cabo por Cummings et al. (2004), los
copolimeros otorgan mayores propiedades
fisicas y quimicas que pueden ser benéficas
para las células a estudiar, en este sentido, en
los andamios de P-fibrina, se lograron
apreciar que las células crecian de una
manera mas elongada y formaron mayores

estructuras de conformacion tubular.
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Cultivo de células en
fibrina (monocapa, 2D)

Cultivo de células en
fibrina (inmersas, 3D)

Figura 4. Cultivo de CPEs en hidrogeles de fibrina. Presentando dos abordajes a 648 y 720 h de
cultivo estandarl) cultivo en monocapa (lado izquierdo; densidad de 1x10%® CPEsecm),
observandose disposiciones de células en estructuras circulares; proceso incipiente de
vascularizacion. y 2) cultivo de células inmersas (3D; densidad de 1x10% CPEsscm-3), Observandose
un crecimiento 3D de las células en el hidrogel con un mayor nimero de proyecciones de filopodios
conocidas como “sprouting” endoteliales. Anexando a esta secuencia de imagenes una
reconstruccion Z stack de las células observadas en microscopia multifotnica.

4.4 Electrohilado

Una parte del conocimiento de
ingenieria de tejidos vasculares se ha
abordado por la técnica de electrohilado, el
cual, es un proceso que utiliza la fuerza
electrostatica para obtener fibras de polimero
natural o sintético en escala nanométrica, de
tal manera que se puede mimetizar la matriz
extracelular, proporcionado un microambiente
Optimo para la proliferacion, migracién y/o
diferenciacion celular. Podria presentar una

ventaja al poder modular la porosidad del
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andamio y si fuese necesario la alineacion de
las propias fibras (Agarwal et al., 2008).
Andamios de nanofibras tubulares
han sido producidos como injertos vasculares
con mezclas de colageno, elastina y otros
polimeros reabsorbibles (PCL, LC, PLGA y
PLLA); un ejemplo de estas combinaciones es
45% colageno, 15% elastina y 40% polimeros
reabsorbibles (Ercolani et al., 2015). Un
enfoque de estos estudios corresponde al
realizado por Filipe et al. (2018) que

demostraron In vitro e In vivo que al
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electrohilar un andamio de seda de Bombix
Mori se obtienen caracteristicas reologicas
(elasticidad, elongacion y punto de ruptura)
similares a una aorta de rata, llegando a ser
mejor que un modelo comercial de

politetrafluoroetileno.

4.5 Bioimpresion

Se ha reportado el proceso de
impresion de constructos 3D implementando
células y biomateriales. La “biofabricacion”
funcional de tejidos y 6rganos se realiza
mecanicamente adicionando biotinta (células
suspendidas en biomateriales) dispuestas
capa por capa para homologar el tejido u
6rgano en funcién a su histologia y anatomia.
Controlando la micro y macro arquitectura del
disefio se proporcionard lo esencial del
espacio de crecimiento celular y las
propiedades mecanoquimicas adecuadas (Liu
et al., 2015; Song et al., 2018; Kolesky et al.,
2016)

Recientes estrategias se han
enfocado en el desarrollo acelular de
estructuras de “sacrificio”, las cuales son
biotintas que pueden ser impresas con una
fina resolucién para generar estructuras que
después seran removidas por disolucion;
generando microcanales donde las células
endoteliales puedan proliferar.

El uso de materiales de “sacrificio” fue
primeramente demostrado por Miller et al.
(2012), quienes implementaron una tinta
soluble de azucar. Primero fue bioimpresa la
estructura tubular vascular con didmetros

uniformes de 150 um, esta estructura tubular
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fue embebida con un hidrogel; seguido de un
proceso para disolver la estructura tubular con
agua. Esto permiti6 que en el hidrogel se
generaran estructuras tubulares que actuaron
como guia de proliferacién celular de las
células endoteliales.

4.6 Microfluidos

El cultivo en sistema de microfluidos o
sistema en “chips” se considera una
prometedora forma de cultivo celular, el cual
es definido como un cultivo que permite
modular flujos de medio de cultivo hacia
células contenidas en camaras con micro-
canales; este tipo de cultivo puede aportar
estimulos similares a los fisiolégicos,
bioguimicos y mecanicos. En el tema del
cancer, puede contribuir al estudio de la
formacion, progresién y respuesta a terapia
(Meng et al., 2019). La relevancia fisiolégica
es alta y tiene potenciales usos para predecir
el desarrollo o progresion de las
enfermedades; para tales fines, actualmente
se han modelado de manera exitosa sistemas
de cultivos en chips de alveolos pulmonares,
corazébn, tubulos del rifién, barrera
hematoencefalica, higado entre otros. Entre
las enfermedades o alteraciones fisiol6gicas
gque se han mimetizado se encuentran: Edema
pulmonar, trombosis, asma y obstruccion
pulmonar crénica (Sontheimer et al., 2019;
Schoéneberg et al., 2018).

Los sistemas en microfluidos se han
convertido en herramientas invaluables para
desarrollar e investigar las propiedades del

nicho perivascular In vitro, de este modo
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Winkelman y Dai 2015 desarrollaron un
sistema de red microvascular formada por
células HUVECs (1x106 célulasemL?) vy
fibroblastos humanos pulmonares (2x106
célulasemL?). Las células fueron suspendidas
en hidrogeles de fibrina 3D dentro de un
sistema de microfluidos con el objetivo de
recrear un nicho neurovascular de manera
artificial y poder entender la dinamica que se
esta teniendo entre las células endoteliales y

las células neurales (Winkelman & Dai, 2015).

Conclusiones

El desarrollo In vitro de procesos
vasculogénicos o0 angiogénicos es de vital
importancia debido a que la mayoria de los
o6rganos y tejidos funcionalmente hablando
deben estar vascularizados. Pese a que
existen fortalezas en cada una de las técnicas
anteriormente mencionadas para la obtencion
de procesos vasculares, también existen retos
que deben ser abordados para la correcta
integracion, forma y funcién de los vasos
sanguineos generados. Clinicamente, el
tiempo de espera (en algunos casos son
meses) para generar un sustituto de tejido u
O6rgano autdlogo de manera artificial es un
impedimento, que posiblemente el paciente
no pueda tener, ya que dependera de su
estado de salud, condicidn fisica y edad. Por
lo que es importante realizar mayores
investigaciones en los procesos de obtencion
celular, generacibn de matrices y su
mantenimiento artificial. Por ejemplo, saltando
la importancia de generar procesos de

vascularizacién e incentivando la curiosidad
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cientifica se ha observado que el estado de
maduracion celular respondera de diferente
manera al generar sustitutos vasculares. En
ese sentido se ha descrito que la adicién de
acido ascérbico y acido retinoico en el medio
de cultivo celular endotelial potencializa la
produccion de colageno, y a su vez esto
incrementa las propiedades mecanicas del
constructo vascular (Hoenig et al., 2005).

En un futuro las aplicaciones de la
Ingenieria de tejidos vasculares podran
permitir plantear trasplantes sin riesgos de
rechazo y efectivos funcionalmente, ya sea
por xenotrasplantes, alotrasplantes o
autotrasplantes. En teoria, potencialmente
podrian generarse cualquier tipo de érgano y
tejido a un paciente especifico; incluso con

sus propias células haciendo uso de hiPSCs.
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