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                                Ingenier&iacute;a de Tejidos
Lic. Laura Correa
Divisi&oacute;n Bioingenier&iacute;a
CRAVERI S.A.I.C
CRAVERI
Laboratorio farmac&eacute;utico nacional
Fundado en 1887 por Juan Bautista Craveri
CRAVERI
Planta de producci&oacute;n de formas farmac&eacute;uticas polvos,
granulados, comprimidos y comprimidos recubiertos.
CRAVERI
Planta aut&oacute;noma dedicada &iacute;ntegramente a la
fabricaci&oacute;n de productos hormonales.
CRAVERI
Planta para la elaboraci&oacute;n de productos
celulares
CRAVERI
Etapa 1: Nueva planta en el Parque Industrial
de Pilar (38.890 m2)
DA&Ntilde;O DE UN TEJIDO
(p&eacute;rdida por trauma o falla por enfermedad)
Estrategias m&eacute;dicas:
LIMITACIONES
Quir&uacute;rgicas
• Transplante de &oacute;rgano (de un paciente a
otro o xenotransplante)
Donantes limitantes, necesidad de
inmunosupresi&oacute;n
• Transferencia de un tejido sano del
mismo paciente a la zona da&ntilde;ada
Un tejido no puede reemplazar la totalidad de
las funciones de otro tejido y hay riesgos de
complicaciones
Riesgos de infecci&oacute;n, no siempre se logra
durabilidad del efecto y biocompatibilidad;
su utilizaci&oacute;n en ni&ntilde;os conlleva m&aacute;s
complicaciones
• Reemplazo mec&aacute;nico (por ej:
pr&oacute;tesis de articulaci&oacute;n, di&aacute;lisis)
Administraci&oacute;n de productos metab&oacute;licos (por ej: insulina)
Desbalance del metabolismo, por falta de mecanismos feed-back
2007
2008
2009
2010
2011
2012
Ingenier&iacute;a de Tejidos
&Aacute;rea interdisciplinaria emergente de la ciencia
que aplica los principios de la biolog&iacute;a e
ingenier&iacute;a para desarrollar substitutos viables
que mejoren o reemplacen tejidos u &oacute;rganos
da&ntilde;ados
Robert Langer and Joseph Vacanti.
Tissue Engineering. Science 1993; 260:920-926
Ingenier&iacute;a de Tejidos
Robert Langer
Joseph Vacanti
Vacanti, Charles et al.
Transplantation of Chondrocyte Utilizing a Polymer-Cell Construct to Produce Tissue-Engineered
Cartilage in the Shape of aHuman Ear. Plast Reconstruc Surg 1997; 100(2):297-302.
Ingenier&iacute;a de Tejidos
•1996- Tratamiento de un ni&ntilde;o con S&iacute;ndrome de Poland
Vacanti, Charles. “History of Tissue Engineering and a Glimpse into its Future.” Tissue Engineering.
Vol. 2. No. 5. Mary Ann Liebert, Inc.
May 2006. 1137-1142.
Ingenier&iacute;a de Tejidos
•2001 – Vacanti reconstruye la falange distal del dedo pulgar de un
paciente v&iacute;ctima de un accidente laboral.
Vacanti, Charles et al.
Replacement of an Avulsed Phalanx with Tissue-Engineered Bone Ear. N Engl J Med 2001;
344(20):1511-1514.
Ingenier&iacute;a de Tejidos
•2001 – Vacanti reconstruye la falange distal del dedo pulgar de un
paciente v&iacute;ctima de un accidente laboral.
Vacanti, Charles et al.
Replacement of an Avulsed Phalanx with Tissue-Engineered Bone Ear. N Engl J Med 2001;
344(20):1511-1514.
Ingenier&iacute;a de Tejidos
•1999- Apligraf en Epidermolisis bullosa
The use of tissue-engineered skin (Apligraf) to treat a newborn with epidermolysis bullosa.
Schachner LA, Valencia IC, Eaglstein WH. Arch Dermatol. 1999 Oct;135(10):1219-22.
Ingenier&iacute;a de Tejidos
Ingenier&iacute;a de Tejidos
Warnke et al.
Growth and Transplantation of a
Custom Vacularised Bone Graft
in a Man. Lancet 2004; 364:766770.
Ingenier&iacute;a de Tejidos
Warnke et al.
Growth and Transplantation of a
Custom Vacularised Bone Graft
in a Man. Lancet 2004; 364:766770.
Ingenier&iacute;a de Tejidos
Craniofacial bone tissue engineering. Nacamuli RP, Longaker MT. Dent Clin North Am. 2006
,
Apr;50(2):175-90,
vii.
1
Ingenier&iacute;a de Tejidos
Impresi&oacute;n 3 D
Anthony Atala.
Growth an Artificial Kidney. TED October 2011
HERRAMIENTAS
C&eacute;lulas
Biomateriales
Mol&eacute;culas
HERRAMIENTAS
C&eacute;lulas
Diferenciadas
• C&eacute;lulas funcionales presentes en
todos los tejidos.
• Poseen, por lo general, una baja
taza de proliferaci&oacute;n in vivo.
Indiferenciadas
• Est&aacute;n presentes en muchos tejidos.
• Implicadas en la regeneraci&oacute;n de los
tejidos da&ntilde;ados.
• Tienen la capacidad de
autoperpetuarse.
C&eacute;lulas indiferenciadas
(C&eacute;lulas madre)
aquellas que pueden:
autoperpetuarse
y generar c&eacute;lulas
diferenciadas
HERRAMIENTAS
C&eacute;lulas indiferenciadas
(C&eacute;lulas madre – Stem cells)
Totipotenciales
• Pueden desarrollar un
organismo completo
Pluripotenciales
• Capacidad extraordinaria de
proliferaci&oacute;n y
diferenciaci&oacute;n.
Multipotenciales/
Unipotenciales
• Limitada capacidad de
proliferaci&oacute;n y diferenciaci&oacute;n
(menor al de las c&eacute;lulas
embrionarias, pero
igualmente interesante y
superior a una c&eacute;lula
diferenciada).
C&eacute;lulas embrionarias
C&eacute;lulas embrionarias
X
C&eacute;lulas IPS (Induced
Pluripotent Stem Cells)
The generation of induced pluripotent stem cells.
Takahashi and Yamanaka, Cell 2006
C&eacute;lulas IPS (Induced
Pluripotent Stem Cells)
Selecci&oacute;n
Drogas (Nanog, Oct4 genes)
Infecci&oacute;n
viral
o
morfolog&iacute;
morfolog&iacute;a
Sox2
Biopsia
(c-Myc)
Oct4
C&eacute;lulas
som&aacute;ticas
Takahashi &amp;Yamanaka, 2006
Maherali et al., 2007
Wernig et al., 2007
Okita et al., 2007
- Indistinguibles de c&eacute;
c&eacute;lulas
embrionarias
-L&iacute;nea celular que contribuye al
desarrollo de embriones murinos
Klf4
Lin28
Nanog
Esrb
&lt;0.1%
Formaci&oacute;n de colonias
iPS cells
(induced pluripotent
stem cells)
Biomateriales
Permitir la adhesi&oacute;n y migraci&oacute;n
Liberaci&oacute;n y retenci&oacute;n de c&eacute;lulas y factores
bioqu&iacute;micos
Permitir la difusi&oacute;n de nutrientes celulares
vitales y productos de excreci&oacute;n
Ejercer influencias mec&aacute;nicas y biol&oacute;gicas
para modificar el comportamiento celular
HERRAMIENTAS
Biomateriales
Naturales
Derivados de MEC
Biocompatibles
Mecanismo biol&oacute;gicos
de degradaci&oacute;n
Purificaci&oacute;n
Sint&eacute;ticos
Generados por procesos
controlados
+/- rango de respuesta
biol&oacute;gica
+/- rango de degradaci&oacute;n
Protocolos establecidos
HERRAMIENTAS
Mol&eacute;culas
(Factores quimiot&aacute;cticos, de proliferaci&oacute;n y
de diferenciaci&oacute;n celular)
• Diferenciaci&oacute;n de cultivos celulares in vitro
El uso de factores para reclutar y estimular la
proliferaci&oacute;n y diferenciaci&oacute;n de c&eacute;lulas en el paciente
es una opci&oacute;n atractiva, pero sumamente complicada.
VASOS
CART&Iacute;LAGO
PIEL
HUESO
EPITELIO
RI&Ntilde;&Oacute;N
M&Uacute;SCULO
NERVIOS
V&Aacute;LVULA
CARD&Iacute;ACA
Obtenci&oacute;
Obtenci&oacute;n de una
biopsia
Implante
Procesamiento
(aislamiento y
selecci&oacute;
selecci&oacute;n celular)
Inyecci&oacute;
Inyecci&oacute;n
Expansi&oacute;
Expansi&oacute;n in
vitro
Generaci&oacute;
Generaci&oacute;n de
una matriz
(Biomaterial)
Construcci&oacute;
Construcci&oacute;n del sustituto
biol&oacute;
biol&oacute;gico
Formaci&oacute;
Formaci&oacute;n de un
neotejido
OBTENCI&Oacute;N DE LA BIOPSIA
• La biopsia de tejido se toma, en
condiciones de asepsia, minimizando los
riesgos de contaminaci&oacute;n microbiol&oacute;gica.
• Dicho tejido puede ser el mismo que debe
repararse (ej: piel, cart&iacute;lago) o un tejido con
caracter&iacute;sticas similares que pueda aportar
las c&eacute;lulas de inter&eacute;s (ej: m&uacute;sculo
esquel&eacute;tico para el tratamiento de
insuficiencia card&iacute;aca).
• La biopsia es conservada en un recipiente
con medio de transporte refrigerado y se
env&iacute;a de inmediato al laboratorio para su
procesamiento.
Obtenci&oacute;n de
una biopsia
Implante
Procesamiento
(aislamiento y
selecci&oacute;n celular)
Inyecci&oacute;n
Expansi&oacute;n
in vitro
Generaci&oacute;n de
una matriz
(Biomaterial)
Construcci&oacute;n del
sustituto biol&oacute;gico
Formaci&oacute;n de
un neotejido
PROCESAMIENTO
• Lavados.
La biopsia es sometida a una serie
de lavados con concentraciones
crecientes de antibi&oacute;ticos.
• Procesamiento
El objetivo del procesamiento es
obtener las c&eacute;lulas separadas del
resto del tejido, susceptibles de
ser cultivadas directamente o
previo proceso de selecci&oacute;n
celular.
PROCESAMIENTO
Aislamiento y Selecci&oacute;n
Disgregaci&oacute;n
mec&aacute;nica
T&eacute;cnica de
explante
Digesti&oacute;n
enzim&aacute;tica
PROCESAMIENTO
Aislamiento y Selecci&oacute;n
• Centrifugaci&oacute;n
PROCESAMIENTO
Aislamiento y Selecci&oacute;n
• Marcadores moleculares.
- Citometr&iacute;a de flujo.
- Columnas de separaci&oacute;n.
PROCESAMIENTO
Aislamiento y Selecci&oacute;n
• Requerimientos nutricionales.
• Velocidades de adhesi&oacute;n diferenciales (pre-plating).
• Inhibici&oacute;n selectiva del desarrollo.
Obtenci&oacute;n de
una biopsia
Implante
Procesamiento
(aislamiento y
selecci&oacute;n celular)
Inyecci&oacute;n
Expansi&oacute;n
in vitro
Generaci&oacute;n de
una matriz
(Biomaterial)
Construcci&oacute;n del
sustituto biol&oacute;gico
Formaci&oacute;n de
un neotejido
EXPANSI&Oacute;N
• Cultivos est&aacute;ticos
- Frascos de vidrio o pl&aacute;stico,
con superficies modificadas.
- Sistemas tridimensionales
• Biorreactores
- Mantener concentraciones
deseadas de gases disueltos en
el medio de cultivo
- Mantener una distribuci&oacute;n
celular uniforme
- Exposici&oacute;n a est&iacute;mulos
mec&aacute;nicos necesarios para una
potencial diferenciaci&oacute;n
(mecanotransducci&oacute;n)
EXPANSI&Oacute;N
•Las c&eacute;lulas aisladas en la etapa de procesamiento se van a
adherir a las superficies de cultivo para iniciar su amplificaci&oacute;n.
•Distintos tipos celulares tendr&aacute;n distintos requerimientos
nutricionales para proliferar. Esto es tambi&eacute;n un modo de
selecci&oacute;n.
•Al alcanzar el 100% de confluencia, se produce una inhibici&oacute;n
por contacto y las c&eacute;lulas dejan de proliferar.
EXPANSI&Oacute;N
Repique
Nuestros desarrollos
Desarrollo
Investigaci&oacute;n
precl&iacute;nica
Investigaci&oacute;n
C&eacute;lulas mesenquim&aacute;ticas
Cultivo de hueso en matriz
Cultivo de condrocitos en matriz
L&aacute;minas de queratinocitos
Suspensi&oacute;n de fibroblastos
C&eacute;lulas de cuerpo cavernoso
Suspensi&oacute;n de mioblastos (incontinencia)
EPIBIO
 L&aacute;minas de epitelio corneal
ARTSKIN
 Dispositivos dermo-epid&eacute;rmicos
 Suspensi&oacute;n de condrocitos aut&oacute;logos
CONDROMAX
Investigaci&oacute;n
cl&iacute;nica
Dise&ntilde;o y puesta
a punto
Pruebas en
animales
Comercializaci&oacute;n
Dise&ntilde;o del
ensayo cl&iacute;nico
Pruebas
cl&iacute;nicas
Implante de Condrocitos
Aut&oacute;logos
Lesi&oacute;n en
cart&iacute;lago articular
X
Reparaci&oacute;n /
regeneraci&oacute;n
No vascularizado (bajo
potencial de cicatrizaci&oacute;n)
Cascada de eventos
qu&iacute;micos y mec&aacute;nicos
Condrocitos: capacidad
migratoria y replicativa
disminuida
Enfermedad
degenerativa de rodilla
Suspensi&oacute;n de Condrocitos
Procedimiento
Procesamiento Mec&aacute;nico
Digesti&oacute;n enzim&aacute;tica
Cultivo celular
Cultivo monocapa
Matriz 3-D
Condrocitos
DESDIFERENCIADOS
Condrocitos
REDIFERENCIADOS
Suspensi&oacute;n de Condrocitos
Estudio Precl&iacute;nico
Bopsia
Condrocitos
Bolsillo de periostio suturado y sellado con fibrina
Lesi&oacute;n
Implante celular
Suspensi&oacute;n de Condrocitos
Estudio Precl&iacute;nico
Evaluaci&oacute;n
Macrosc&oacute;pica
(seis meses)
Implante
Control
Tinci&oacute;n con Alcian blue
(seis meses)
Implante de condrocitos
aut&oacute;logos
Protocolo
IMPACTO
Implante aut&oacute;logo de condrocitos en rodilla
Elaboraci&oacute;n CONDROMAX

Muestra de cart&iacute;lago
Protocolo IMPACTO
Lesi&oacute;n condral
&Aacute;rea de lesi&oacute;n condral de
aproximadamente 10,5 mm2,
edema de m&eacute;dula &oacute;sea y
derrame articular.
Protocolo IMPACTO
Obtenci&oacute;n de la l&aacute;mina de periostio
Protocolo IMPACTO
Sutura y sellado de la l&aacute;mina
Protocolo IMPACTO
Implante de la suspensi&oacute;n
Protocolo IMPACTO
Seguimiento
Resonancia Magn&eacute;tica Nuclear
Antes del tratamiento
Un a&ntilde;o post-implante
Dispositivo DermoEpid&eacute;rmicos
Obtenci&oacute;n de
muestra de piel
Separaci&oacute;n
enzim&aacute;tica
Fibroblastos
Fibroblastos
Dermis
Cultivo primario
Expansi&oacute;n in vitro
Suspensi&oacute;n
celular
Epidermis
Queratinocitos
Queratinocitos
Obtenci&oacute;n de fibroblastos y
queratinocitos
Muestra de
tejido
Separaci&oacute;n de la
epidermis y dermis
Cultivo celular
Digesti&oacute;n enzim&aacute;tica
+
=
Suspensi&oacute;n de
fibroblastos
PPP
=
+
Dermis artificial
Dermis artificial
Queratinocitos en
suspensi&oacute;n
Dispositivo
dermo-epid&eacute;rmico
Cultivo celular
Fibroblastos
Cultivo celular
Queratinocitos
Colonia
ArtSkin
Dispositivo dermo-epid&eacute;rmico
Controles de calidad
H&amp;E
Laminina
Pancitoqueratina
Col&aacute;geno IV
P63
Ki67
Dispositivo dermo-epid&eacute;rmico
Estudio en animales
Dispositivo
Hematoxilina - Eosina (d&iacute;a 14)
Integraci&oacute;n
Vimentina humana
60 d&iacute;as
Pr&oacute;ximos pasos
Aplicaci&oacute;n del DDE
en seres humanos
L&aacute;minas de Epitelio
Aut&oacute;logo de C&oacute;rnea
C&eacute;lulas madre limbares
C&Oacute;RNEA
LIMBO
CONJUNTIVA
Deficiencia total de c&eacute;lulas madre limbares
P&eacute;rdida de c&eacute;lulas epiteliales
Invasi&oacute;n de c&eacute;lulas de la conjuntiva
P&eacute;rdida de visi&oacute;n
Alternativas
Transplante de c&oacute;rnea
Ingenier&iacute;a de tejidos
L&aacute;minas de Epitelio Aut&oacute;logo
de C&oacute;rnea
Estudio Precl&iacute;nico
Biopsia
C&eacute;lulas creciendo
sobre 3T3 i
C&eacute;lulas
sembradas sobre
una matriz
Plasma o Fibrina
+
Generaci&oacute;n de los discos con matriz
L&aacute;mina de
epitelio
L&aacute;minas de Epitelio Aut&oacute;logo de
C&oacute;rnea
Lesi&oacute;n
Implante
Treated
K3/K12
Resultados (2 meses)
Resultados (1 a&ntilde;o)
Control
K19
K19
K3/K12
U.S.A. (11)
Epicel
Dermagraft
TransCyte
Apligraf
OrCel
Carticel
Osteocel plus
Provenge
Laviv
Hemacord
Gintuit
Canada (2)
Prochymal
ReCell
United Kingdom (2)
MySkin
CryoSkin
Germany (9)
Bioseed-S
EpiDex/eurokinin
Chondrotransplant
CACI/MACI
Bioseed-C
ACI-Maix
Chondrokin
CaReS
Chondrotrarrsplant
Italy (1)
Laserskin
Belgium (2)
ChondroCelect
Lyphoderm
Netherlands (1)
Cellactive
Sweden (1)
Hyalograft-C
Epidex
China (2)
Antifu/ActivSkin
CaReS
Denmark (1)
Cartilink-3
Slovenia (1)
ControArt
Singapore (2)
Chondrotransplant
Cartogen
Australia (2)
ReCell/CellSpray
Cartogen
New Zealand (1)
Prochymal
Source J-TEC,
Korea (19)
Chondron
Holoderm
Kaloderm
Karaheal
Innolak
Creavax-RCC Inj.
Adipocell
Immuncell-LC
NKM Inj
Hyalograft 3D
RMS Ossron
Autostem
Queencell
Cureskin
Kaloderm (new ind)
LSK Autograft
Hearticellgram-AMI
Cartistem
EpiSkin
Epibase
Japan (2)
JACE
JACC
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