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                                Bienvenidos a
CRAVERI
Laboratorio CRAVERI
Laboratorio farmac&eacute;utico nacional
Fundado en 1887 por Juan Bautista Craveri
Laboratorio CRAVERI
Planta de producci&oacute;n de las formas
farmac&eacute;uticas polvos, granulados, comprimidos,
comprimidos recubiertos y grageas.
Laboratorio CRAVERI
Planta aut&oacute;noma dedicada &iacute;ntegramente a
la fabricaci&oacute;n de productos hormonales
Laboratorio CRAVERI
Planta de elaboraci&oacute;n de productos
dermatol&oacute;gicos y l&iacute;quidos de administraci&oacute;n
oral
Planta para la elaboraci&oacute;n de productos
celulares
INGENIER&Iacute;A DE TEJIDOS
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)
• Transferencia de un tejido sano del
mismo paciente a la zona da&ntilde;ada
• Reemplazo mec&aacute;nico (por ej:
pr&oacute;tesis de articulaci&oacute;n, di&aacute;lisis)
Donantes limitantes, necesidad de
inmunosupresi&oacute;n
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
Administraci&oacute;n de productos metab&oacute;licos (por ej: insulina)
Desbalance del metabolismo, por falta de mecanismos feed-back
Estad&iacute;stica mundial
United Network for Organ
Sharing/
Organ Procurement and
Transplantation Network
• Una persona cada 14 minutos se agrega a la lista de
espera
• Un paciente muere cada 85 minutos esperando un
transplante
Que pasa en Argentina?
Pacientes inscriptos en lista de espera
Que pasa en Argentina?
Pacientes transplantados
S&oacute;lo se llega a transplantar el 17% de las personas
que est&aacute;n en lista de espera (el 15% de los &oacute;rganos
y el 20% de los tejidos)
INGENIER&Iacute;A DE TEJIDOS
Constituye un campo interdisciplinario, en donde se
aplican los principios y m&eacute;todos de la ingenier&iacute;a y de
las ciencias biol&oacute;gicas para desarrollar sustitutos
biol&oacute;gicos que puedan reestablecer, mantener o
mejorar la funci&oacute;n de tejidos da&ntilde;ados.
ados
Robert Langer and Joseph Vacanti.
Tissue Engineering. Science 1993; 260:920-926
Ingenier&iacute;a de Tejidos
Hitos
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
Hitos
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
Hitos
Warnke et al.
Growth and Transplantation of a
Custom Vacularised Bone Graft
in a Man. Lancet 2004; 364:766770.
Ingenier&iacute;a de Tejidos
Breves referencias hist&oacute;ricas
•2011 – Atala genera un ri&ntilde;&oacute;n tridimensional, combinando c&eacute;lulas y
biomateriales con tecnolog&iacute;a de impresi&oacute;n.
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
C&Eacute;LULA MADRE
SC
Reproduce – mantiene sus
caracter&iacute;sticas
4 c&eacute;lulas especializadas
Diferenciaci&oacute;n – reemplazar tejido muerto o
da&ntilde;ado
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).
Embriogenesis
D&iacute;a 2
D&iacute;a 1
Fertilizaci&oacute;n
D&iacute;a 11-14
Diferenciaci&oacute;n tisular
D&iacute;a 3-4
Embri&oacute;n multicelular
D&iacute;a 5-6
blastocisto
D &Iacute;A 4
C a vid a d
c &eacute; lu la s
de
c u b ie rta
in te rn a
M a sa d e c&eacute; lu la s
in te rn as
M a sa d e c&eacute; lu la s
in te rn as
(c &eacute;lulas M a d re
E m b rio n a ria s)
C &eacute;lu las M A D R E p ara tran sp lan te s d e O rg an os
MASA DE CELULAS INTERNAS
C&eacute;lulas NERVIOSAS
C&eacute;lulas
Formadoras de
SANGRE
CELULAS MADRE
BLASTOCISTO
M odificado d e: S cientific A m erican, 2001
C&eacute;lulas PANCREATICAS
C&eacute;lulas CARDIACAS
C&eacute;lulas IPS (Induced Pluripotent Stem
Cells)
The generation of induced pluripotent stem cells – the
Takahashi and Yamanaka paper, Cell, 2006
C&eacute;lulas IPS (Induced Pluripotent Stem Cells)
Reprogramaci&oacute;n gen&eacute;tica
= adici&oacute;n de determinados genes
C&eacute;lula del cuerpo
IPS cell
Parecida a c&eacute;lula embrionaria
Diferenciaci&oacute;n
Cultivo de IPS cell
Todos los tipos celulares
Ventaja: no requiere destruir un embri&oacute;n!
C&eacute;lulas IPS (Induced Pluripotent Stem
Cells)
Selecci&oacute;n
Drogas (Nanog, Oct4 genes)
Infecci&oacute;n
viral
drug selection
o
(Fbx15
gene)
morfolog&iacute;a
Sox2
(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;lulas
embrionarias
-L&iacute;nea c&eacute;lular que contibuye al
desarrollo de embiones murinos
Klf4
Lin28
Nanog
Esrb
&lt;0.1%
Formaci&oacute;n de colonias
iPS cells
(induced pluripotent
stem cells)
C&eacute;lulas IPS (Induced Pluripotent Stem Cells)
Reprogramaci&oacute;n gen&eacute;tica
IPS cell
C&eacute;lulas del cuerpo
diferenciaci&oacute;n
HERRAMIENTAS
Biomateriales
Materiales utilizados en la fabricaci&oacute;n
de dispositivos que interact&uacute;an con los
sistemas biol&oacute;gicos y que se aplican
en diversas especialidades de la
medicina
Metales
Cer&aacute;micos
Pol&iacute;meros
(naturales o sint&eacute;ticos)
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
Pol&iacute;meros
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
INGENIER&Iacute;A DE
TEJIDOS:
Campos de aplicaci&oacute;n
M&Uacute;SCULO
NERVIOS
V&Aacute;LVULA
CARD&Iacute;ACA
RI&Ntilde;&Oacute;N
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
una biopsia
Implante
Procesamiento
(aislamiento y
selecci&oacute;n celular)
Inyecci&oacute;n
Expansi&oacute;n
in vitro
Generaci&oacute;n de
la matriz
(Biomaterial)
Construcci&oacute;n del
sustituto biol&oacute;gico
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
DESARROLLOS
L&Aacute;MINAS DE QUERATINOCITOS AUT&Oacute;LOGOS
Y DISPOSITIVOS DERMO-EPID&Eacute;RMICOS
SUSPENSI&Oacute;N DE CONDROCITOS AUT&Oacute;LOGOS
L&Aacute;MINAS DE EPITELIO ANTERIOR DE C&Oacute;RNEA
DISPOSITIVOS VESICALES
SUSPENSI&Oacute;N DE MIOBLASTOS AUT&Oacute;LOGOS
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
Dispositivos DermoEpid&eacute;rmicos
DISPOSITIVOS DERMOEPID&Eacute;RMICOS
Obtenci&oacute;n de
biopsia de piel
Fibroblastos
Separaci&oacute;n
enzim&aacute;tica
Fibroblastos
Dermis
Cultivo primario
Expansi&oacute;n in vitro
Suspensi&oacute;n
celular
Epidermis
Queratinocitos
Queratinocitos
DISPOSITIVOS DERMOEPID&Eacute;RMICOS
Suspensi&oacute;n de
fibroblastos
Suspensi&oacute;n de
queratinocitos
Obtenci&oacute;n de
col&aacute;geno a partir
de tend&oacute;n vacuno
Gelificaci&oacute;n de
col&aacute;geno junto
con fibroblastos
Col&aacute;geno soluble
en medio &aacute;cido
48 horas
de cultivo
Implante
Procesamiento de la biopsia de piel
Epidermis
Dermis
Separaci&oacute;n de la epidermis de la dermis por tratamiento
enzim&aacute;tico y mec&aacute;nico
Obtenci&oacute;n de fibroblastosy queratinocitos
Procesamiento de la piel
Dermis
Epidermis
Colonia
Fibroblastos
Queratinocitos
Generaci&oacute;n de la DDE
+
=
Col&aacute;geno
+
Dermis artificial
Dermis artificial
Suspensi&oacute;n de
fibroblastos
=
Queratinocitos en
suspensi&oacute;n
Dispositivo
dermo-epid&eacute;rmico
Dispositivos dermo-epid&eacute;rmicos
Estudio en animales
Dispositivo
Hematoxilina - Eosina (d&iacute;a 14)
Integraci&oacute;n
Vimentina humana
60 d&iacute;as
Dispositivos dermo-epid&eacute;rmicos
Ventajas
• Es un producto biol&oacute;gico similar a la piel.
• Contiene c&eacute;lulas vivas y prote&iacute;nas estructurales.
• Secreta factores de crecimiento y citoquinas.
Participa activamente en la estimulaci&oacute;n de la reparaci&oacute;n
y cicatrizaci&oacute;n del &aacute;rea afectada.
Journal of Investigative Dermatology (2007) 127, 1018–1029.
ArtSkin
Aplicaci&oacute;n del
DDE en seres
humanos
Suspensi&oacute;n de
Condrocitos
&reg;
CONDROMAX
SUSPENSI&Oacute;N DE
CONDROCITOS AUT&Oacute;LOGOS
Muestra de cart&iacute;lago hialino
Procesamiento Mec&aacute;nico
o Remoci&oacute;n de la l&aacute;mina
de pericondrio.
o Eliminaci&oacute;n de hueso
contaminante.
o Corte en l&aacute;minas.
Digesti&oacute;n enzim&aacute;tica
Cultivo celular
Cultivo monocapa
Matriz 3-D
Condrocitos
DESDIFERENCIADOS
Condrocitos
REDIFERENCIADOS
Suspensi&oacute;n de condrocitos
SUSPENSI&Oacute;N DE
CONDROCITOS AUT&Oacute;LOGOS
Lesi&oacute;n
Implante
SUSPENSI&Oacute;N DE
CONDROCITOS AUT&Oacute;LOGOS
6 meses luego del tratamiento
Implante
Control
Evaluaci&oacute;n
macrosc&oacute;pica
Coloraci&oacute;n con
Alcian Blue
CONDROMAX
Aplicaci&oacute;n en
pacientes
Protocolo IMPACTO
Lesi&oacute;n condral
&Aacute;rea de lesi&oacute;n condral de
aproximadamente 6,5 mm,
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
Sutura y sellado de la l&aacute;mina
Protocolo IMPACTO
Prueba de estanqueidad
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
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
L&Aacute;MINAS DE EPITELIO
ANTERIOR DE C&Oacute;RNEA
Toma de biopsia
Aislamiento y
expansi&oacute;n
Siembra de c&eacute;lulas
limbares sobre feeder
layer
Cultivo de “feeder
layer”
Preparaci&oacute;n de
c&aacute;maras
+
Formaci&oacute;n de malla
de fibrina
Formaci&oacute;n de l&aacute;mina de
epitelio anterior de c&oacute;rnea
L&Aacute;MINAS DE EPITELIO
ANTERIOR DE C&Oacute;RNEA
Toma de biopsia
Aislamiento y
expansi&oacute;n
Siembra de c&eacute;lulas
limbares sobre feeder
layer
Cultivo de “feeder
layer”
Preparaci&oacute;n de
c&aacute;maras
+
Formaci&oacute;n de malla
de fibrina
Formaci&oacute;n de l&aacute;mina de
epitelio anterior de c&oacute;rnea
L&Aacute;MINAS DE EPITELIO
ANTERIOR DE C&Oacute;RNEA
Toma de biopsia
Aislamiento y
expansi&oacute;n
Siembra de c&eacute;lulas
limbares sobre feeder
layer
Cultivo de “feeder
layer”
Preparaci&oacute;n de
c&aacute;maras
+
Formaci&oacute;n de malla
de fibrina
Formaci&oacute;n de l&aacute;mina de
epitelio anterior de c&oacute;rnea
L&Aacute;MINAS DE EPPITELIO
ANTERIOR DE C&Oacute;RNEA
VENTAJAS del Plasma pobre en plaquetas (PPP)
•Transparencia
•Elasticidad
•Minimizaci&oacute;n del riesgo a infecciones y
rechazo inmunol&oacute;gico
Comercial
PPP
Comercial
PPP
L&Aacute;MINAS DE EPITELIO
ANTERIOR DE C&Oacute;RNEA
GRUPO TRATADO
GRUPO CONTROL
K4
K 3/12
L&Aacute;MINAS DE EPITELIO
ANTERIOR DE C&Oacute;RNEA
DISPOSITIVOS VESICALES
Obtenci&oacute;n
de biopsia
de vejiga
Digesti&oacute;n enzim&aacute;tica
y expansi&oacute;n in vitro
Matriz
biodegradable
(col&aacute;geno bovino,
chitosan, fibrina,
etc.)
Siembra de c&eacute;lulas
musculares en la matriz
o gelificaci&oacute;n del
biomaterial junto con
las c&eacute;lulas
Suspensi&oacute;n de
c&eacute;lulas de m&uacute;sculo
liso
Suspensi&oacute;n de
c&eacute;lulas uroteliales
48 horas
SUSPENSI&Oacute;N DE MIOBLASTOS
AUT&Oacute;LOGOS
Tratamiento enzim&aacute;tico y
aislamiento de c&eacute;lulas
sat&eacute;lite
Obtenci&oacute;n de biopsia
del m&uacute;sculo vasto
lateral
Expansi&oacute;n
in vitro
Implante de la suspensi&oacute;n celular
SUSPENSI&Oacute;N DE MIOBLASTOS
AUT&Oacute;LOGOS
Incontinencia
urinaria
Inyecci&oacute;n en esf&iacute;nter
uretral
Infarto de
miocardio
Inyecci&oacute;n en escara
isqu&eacute;mica, durante cirug&iacute;a de
revascularizaci&oacute;n mioc&aacute;rdica
Hasta la pr&oacute;xima, mucha
suerte en los futuros trabajos
y gracias por la paciencia.
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