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RESUMEN

Ultimamente ha cobrado gran interés en la comunidad
médica y cientifica, el avance experimentado por la medicina
regenerativa, la ingenieria de tejidos y el uso de terapias
celulares en base a células autdlogas maduras, como también el
uso de células madre. Desde que se levantd en Estados Unidos,
la prohibicion de investigar con células madre embrionarias,
se ha producido un aumento de las investigaciones en este
campo. El interés por estas investigaciones, se ha traspasado
a la comunidad no cientifica, que se encuentra expectante
frente al progreso que se logre, con las terapias derivadas de
tales estudios. En medicina reproductiva, existe la esperanza
de poder producir células germinales tanto femeninas como
masculinas (ovocitos o sus precursores y espermatozoides
0 sus precursores), a partir de células madre, para tratar
pacientes con falla gonadal (ovarica o testicular), que hasta
ahora resuelven su problema de infertilidad, mediante el uso
de gametos donados, prevaleciendo la falla endocrina, que
se resuelve con la administracion de reemplazo hormonal.
Las células madre son células indiferenciadas, toti potenciales
que bajo ciertas condiciones, pueden diferenciarse a células
especializadas. La medicina regenerativa se vale de laingenieria
de tejidos y las terapias celulares con células autdlogas
maduras y también con células madre. Este articulo es una
revision bibliografica sobre las ultimas investigaciones en el
campo de la medicina regenerativa y el uso de células madre
en medicina reproductiva. Se describen los diferentes tipos
de células madre y los tejidos que se ha logrado reproducir
in vitro hasta ahora, como también algunos estudios en
animales y su aplicaciéon en humanos.
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SUMMARY

In the last years, the scientific and non-scientific community
have been motivated by the great advances in the field of
regenerative medicine, tissue engineering and cell therapies
(using either mature autologous cells or stem cells). Since
the beginning of 2009, once the prohibition of research in
embryonic stem cells was abolished, there has been an increase
in research in this field. There is great expectation, specially in
the field of reproductive medicine and infertility where there
exists the hope to produce germinal cells (oocytes and sperms)
to treat couples with gonadal failure (ovarian o testicular). In
these patients, gamete donation and permanent hormonal
replacement therapy have resolved their fertility and/or endocrine
problems. Regenerative medicine uses tissue engineering, and
cell therapies to repair the function of a damaged organ. Stem
cells are undifferentiated, totipotentially cells, that under certain
conditions or milieu may differentiate to specialized cells. This
article is a bibliographic review of the most recent investigations
in the field of regenerative medicine and stem cell therapies,
using animal models and their application to humans.

Keywords: Tissue engineering, regenerative medicine, stem
cells, folliculogenesis, testicular failure, ovarian failure,
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INGENIERIA DE TEJIDOS

La ingenieria de tejidos utiliza los principios que rigen el transplante de
células, las ciencias aplicadas y la ingenieria, todo ello orientado hacia el
desarrollo de sustitutos biol6gicos que permitan restablecer o mantener
la funcién normal de un érgano o tejido. Asi, por ejemplo, se encarga
de desarrollar biomateriales, como una matriz de soporte extracelular
artificial, que reemplace a la natural y provea un espacio tridimensional,
para que las células puedan formar el nuevo tejido con su apropiada
estructura y funcion. La matriz debe proveer las condiciones y el ambien-
te para que pueda ocurrir una adecuada regulacién celular (adhesion,
migracion, proliferacion y diferenciacion), asi como la adecuada entrega
de factores bioactivos (de crecimiento y adhesion).

MATRICES EXTRACELULARES DE SOPORTE

Se puede utilizar matrices acelulares y matrices con células. Las matri-
ces acelulares se preparan removiendo mecénicamente las células de un
tejido rico en coldgeno, pero también las existen, de tejidos acelulares:
submucosa intestinal y vesical (1). Tienden a degradarse lentamente lue-
go de ser implantadas y son reemplazadas por proteinas de la matriz
extracelular, secretadas por las células del tejido en regeneracion.

Segun su tipo, las matrices pueden ser naturales, como coldgeno o algi-
nato; polimeros sintéticos, como el acido poliglicélico (PGA) y el acido
polilactico (PLA) o una mezcla de ambos (PGLA).

TERAPIAS CELULARES

Las terapias celulares se realizan con células o tejidos adultos diferen-
ciados. La fuente de tejido a usar (donado) puede ser heteréloga (otra
especie), halogénica (misma especie, otro individuo) o autéloga (mismo
individuo). El ideal es usar células autélogas, ya que con ello se evita el
rechazo y el uso de inmunosupresores. Para ello se toma una biopsia
al propio huésped en la parte sana del 6rgano o tejido afectado, las
células se disocian y pueden implantarse directamente en el huésped, o
bien, pueden expandirse en cultivo, unidas a una matriz de soporte, para
luego ser implantadas al huésped.

Principales limitaciones al uso de terapias celulares han sido: la dificul-
tad para tomar una muestra de tamafio adecuado en un drgano que
estd en fase terminal de su funcién y las dificultades para multiplicar
o amplificar in vitro células especificas en gran cantidad. Incluso, hay
drganos, como el pancreas, en que no se ha logrado expandir células
autdlogas primarias (1).

Sin embargo, investigadores en diferentes partes del mundo, han lo-
grado desarrollar en el laboratorio diferentes tipos de células y tejidos,
realizando estudios en animales, para su posterior aplicacion clinica en
humanos. Por ejemplo, se han construido injertos vasculares, usando
células autdlogas y un soporte biodegradable, que puede degradarse in
vivo, permitiendo que el nuevo tejido que se forma, vaya progresando,
sin que queden trazas de un material extrafio o ajeno al organismo. Esta

técnica se aplico con éxito en perros (2) y en ovejas (3). Posteriormente,
la técnica fue aplicada en humanos. Se recuperaron células vasculares
autdlogas, que luego se sembraron y expandieron en el soporte biode-
gradable, el tejido resultante fue aplicado para reemplazar una arteria
pulmonar estenosada, que se habia intentado corregir previamente con
cirugfa, sin éxito. El tratamiento fue exitoso y siete meses después del
implante de tejido, no se encontrd evidencia de oclusion o formacion de
aneurisma en el paciente receptor del injerto (4).

Otro ejemplo de terapia celular ha sido el uso de cartilago autélogo. To-
mando una biopsia de cartilago del Iébulo de la oreja, se logra facilmente
la formacién de neocartilago in vivo e in vitro. Los condrocitos se cultivan
en polimeros sintéticos, biodegradables. Esta técnica se adapté a un mo-
delo porcino, para tratar el reflujo vesico ureteral. Se sembraron células
de cartilago, en una matriz de alginato, que va siendo reemplazada por la
matriz producida por el cartilago, a medida que el alginato se biodegrada.
Luego esta solucién fue inyectada por via cistoscopica y se vio que el
cartilago elastico que se formo, podia corregir el reflujo vesicoureteral, sin
evidencias de obstruccion (5). Esta tecnologia fue posteriormente aplicada
en humanos, en dos estudios multicéntricos, realizados en 10 centros en
EE.UU., con buenos resultados (6). En otro estudio similar, realizado en
tres centros médicos también en EE.UU., se traté un grupo de pacientes
con incontinencia urinaria, inyectando condrocitos autélogos endoscépi-
camente. Los estudios fase 1 mostraron una tasa de éxito de aproximada-
mente 80% a los tres y doce meses post inyeccion (7).

Se sabe que los hombres con falla testicular o hipogonadismo, ademas
de infértiles, son dependientes de terapias de reemplazo con andré-
genos para poder mantener niveles fisiologicos de testosterona y sus
metabolitos. Las modalidades disponibles para reemplazo hormonal (ta-
bletas y capsulas, inyecciones de depésito, parches y gel transdérmico)
se asocian a grandes fluctuaciones en los niveles séricos y a efectos
adversos, como retencién de liquido y nitrégeno, hipertension y cambios
en la densidad mineral dsea. En un estudio en ratas macho castradas,
se intenté reemplazar la produccién hormonal de andrégenos usando
implantes de células de Leydig o fragmentos de tejido gonadal heterdlo-
go. Sin embargo, los resultados no fueron buenos. A pesar que el tejido
transplantado sobrevivio, fallé en la produccién de androgenos (8).

La encapsulacion de células en membranas biopoliméricas y biocompa-
tibles ha mostrado ser una técnica efectiva para proteger a las células
transplantadas de la respuesta inmune del huésped, manteniendo su
viabilidad, mientras se permite la liberacion de los agentes terapéuticos
deseados. Asi, en otro estudio, realizado en ratas macho castradas, se
usé células de Leydig encapsuladas en microesferas de alginato-poli-L-
lysina, como método de liberacion de testosterona in vivo, observandose
niveles elevados y estables de testosterona sérica. Esto sugiere que la
encapsulacion de células de Leydig podria constituir una modalidad te-
rapéutica para la sustitucién de testosterona en humanos (9, 10).

Existe una variedad de condiciones patoldgicas del pene, como traumas,
cancer del pene, disfuncion eréctil severa, genitales ambiguos, hipospa-
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dias y epispadias, que requieren cirugia reconstructiva. Una limitacion im-
portante, es la escasez de tejido para la reconstruccion. Por esto, el uso de
células autélogas del huésped es una buena opcidn. Se realizé un estudio,
en el cual se extrajo mUsculo liso cavernoso autdlogo y células endotelia-
les, se amplificaron y se sembraron en matrices de coldgeno acelulares,
para ser luego implantadas en un modelo de conejo. Estudios histolégicos
posteriores confirmaron la adecuada organizacion de los tejidos penea-
nos. Esto también fue confirmado con estudios funcionales como caverno-
sonografia, cavernosonometria y estudios de apareamiento (11).

Las malformaciones uterinas tienen también grandes implicancias clinicas.
Es asi como pacientes con desordenes intersexuales o con una cloaca Uni-
ca, no tienen suficiente tejido uterino para efectuar una adecuada repara-
cién y tener un embarazo posterior. Por ello se investigd la posibilidad de
construir tejido uterino a partir de células autélogas. Utilizando un modelo
de conejo, se obtuvo células musculares lisas del Gtero y células endote-
liales, se hicieron crecer y expandir en cultivo, luego fueron sembradas
en un soporte preconfigurado de polimero biodegradable con forma de
(tero. Esta matriz se us6 para el reemplazo subtotal del Utero en el mismo
animal. Seis meses después del implante, estudios histoldgicos e histoqui-
micos mostraron tejido uterino con componentes normales. También se
demostrd, con estudios biomecénicos, que el tejido uterino formado era
funcionalmente idéntico al tejido uterino normal (12).

TERAPIA CON CELULAS MADRE

Debido a las limitaciones, de las terapias celulares con células diferencia-
das autélogas, como se mencioné anteriormente, se ha planteado usar
células precursoras indiferenciadas o células madre. La combinacion de
las técnicas aprendidas en las Ultimas décadas en la ingenieria de teji-
dos, con esta fuente potencialmente inagotable de células tan versatiles,
puede llevar a nuevas fuentes para el reemplazo de 6rganos y tejidos.
En los Ultimos afios se han desarrollado varios protocolos que permiten
identificar y aislar en humanos células indiferenciadas primitivas (células
madre) en diferentes tejidos, lograndose su multiplicacion in vitro, como
también proveer las condiciones que llevan a su diferenciacion, hacien-
do posible la aplicacién clinica de células madre autdlogas (1).

Las células madre son células primitivas, indiferenciadas y totipotencia-
les, capaces de diferenciarse a células especializadas para formar dife-
rentes tejidos en el organismo.

Hay dos clases de células madre, segun su origen:

 Embrionarias, que se encuentran en el macizo celular interno del blas-
tocisto, del cual se pueden obtener por su diseccion mecanica o inmu-
nolégica. Tienen dos propiedades importantes: pueden proliferar en un
estado indiferenciado, reproduciéndose a si mismas en cultivo en forma
ilimitada (inmortales) y pueden diferenciarse. Son pluripotenciales, es
decir, pueden originar células que se diferenciaran a cualquiera de las
tres capas embrionarias: endo, ecto y mesodermo (13).

« Adultas o sométicas, que se encuentran en diferentes cantidades en

casi todos los tejidos con capacidad de regenerarse, especialmente, en
la médula 6sea, tejido graso y tejido conjuntivo. Son multipotenciales,
0 sea son capaces de dar origen a células especializadas de su misma
linea embrionaria.

Experimentalmente se puede producir células madre de origen embrio-
nario mediante las siguientes técnicas:

* La clonacion terapéutica, llamada también transferencia o transplante
nuclear, que consiste en la transferencia del nicleo de una célula soma-
tica de un donante determinado a un ovocito enucleado, para generar
un embridn genéticamente idéntico al donante. Pueden usarse las célu-
las embrionarias obtenidas de esta forma, en el tratamiento de enferme-
dades renales terminales, enfermedades neurodegenerativas o diabetes,
en el donante, sin provocar rechazo. Es muy dificil obtener transplantes
inmunocompatibles de dichos érganos o tejidos (14).

* La activacion partenogenética de ovocitos no fecundados. Cibelli y
colaboradores (15) demostraron en monas (macaca fascicularis) que
células indiferenciadas pluripotentes (células madre) obtenidas de ovo-
citos en metafase Il (M I1), activados partenogenéticamente, tenian una
amplia capacidad de diferenciacion. En su estudio, 28 de 77 ovocitos
maduraron in vitro hasta el estadio M II. Los ovocitos M Il fueron ac-
tivados partenogénicamente y un 14% de ellos logré desarrollarse a
blastocisto, el maciso celular interno fue aislado y se obtuvo células
embrionarias indiferenciadas que fueron cultivadas in vitro.

NUEVOS CONCEPTOS ACERCA DE LA FOLICULOGENESIS

Durante los Ultimos 40 afios, ha existido el dogma que en las mujeres,
como en algunos mamiferos, se pierde la capacidad de generar nuevos
ovocitos, desde cierto momento de su desarrollo fetal en que se logra una
cantidad fija de foliculos en los ovarios desde antes de nacer (16, 17).
Esta cantidad fija de foliculos al nacer, se estima en aproximadamente un
millén  300.000 en la especie humana, pudiendo haber pequefias varia-
ciones de una mujer a otra (18). Durante toda la vida de la mujer, se pro-
ducirfa, en ambos ovarios, un proceso de crecimiento folicular y atresia o
muerte celular programada (19).A la edad de la menarquia, se estima que
quedarfa una cantidad cercana a los 300.000-400.000 foliculos y durante
toda su vida, una mujer ovularia solo alrededor de 250 ovocitos (18). De
modo que, en una mujer con ciclos ovulatorios regulares, en cada ciclo
se iniciaria el crecimiento de una cohorte de aproximadamente 12 a 18
foliculos, de los cuales solo uno sera seleccionado para ser ovulado. Esta
rigurosa seleccion se produce por sefiales hormonales y de retroalimen-
tacion entre el ovario y la hipdfisis. El resto de la cohorte sufrirfa atresia y
nunca mas serfan utilizados. De esta forma, se iria extinguiendo en el ova-
rio ese capital de foliculos con que una mujer nace, a medida que avanza
la edad, hasta llegar a la menopausia (20). El proceso de desarrollo y
atresia, o muerte celular programada, se produciria en los ovarios durante
toda la vida de la mujer: en las nifias desde antes de la menarquia y en la
mujer adulta, ain durante el embarazo y la lactancia. La menopausia no
es otra cosa que el agotamiento de los foliculos en el ovario, con la con-
secuente falta de produccion de estrégeno y cese de las menstruaciones,
que se produce en la mujer alrededor de los 49 + 5 afios. Sin embargo,
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diferentes situaciones o patologfas, como cirugias muy extensas sobre los
ovarios, tiroiditis autoinmunes o uso de drogas para tratamientos de can-
cer, pueden provocar una menopausia precoz (antes de los 40 afios). Pero
existe también, un grupo creciente de mujeres, que sin presentar ninguno
de los antecedentes mencionados, experimenta una menopausia precoz
o una disminucién importante de su reserva ovarica, de causa idiopatica
o indeterminada, bastante antes de los 40 afios. Este ltimo grupo de
mujeres, tiene una disminucion objetiva en su fertilidad (se embarazan
menos y abortan mas), por tener una peor calidad de ovocitos (21), por lo
que muchas de ellas deben recurrir a la donacion de ovocitos para poder
ser madres.

Esta problemética se ha manifestado més cominmente en los Ultimos
afios, debido a cambios socioldgicos a nivel mundial, de los que Chile
no esta exento. En efecto, actualmente hay una postergacién en la
edad del matrimonio y en la edad en que las mujeres quieren tener su
primer hijo (22).

En los Ultimos afios han surgido estudios que desafian y contradicen el
dogma aceptado hasta ahora, del nimero fijo de foliculos antes de na-
cer, y demuestran su formacién de novo en el ovario juvenil y adulto. Se
ha demostrado que esto ocurre en roedores (23) y en humanos, a partir
de células madre indiferenciadas presentes en el ovario (24, 25).

Estudios en ratones, han mostrado que en esta especie al igual que en
humanos, también se produce una declinacién del nimero de ovocitos
después del nacimiento (26). Sin embargo, un estudio reciente, cuestiona
el dogma de un nimero predeterminado de foliculos y ovocitos, al de-
mostrar formacion de ovocitos (0ogénesis), con su respectiva cobertura
de células sométicas (foliculogénesis), en forma persistente en los ovarios
de ratones hembra durante su vida juvenil y adulta (23). Este concepto se
ha tratado de demostrar en otras especies de mamiferos, pero atin no hay
suficiente evidencia y se est4 abriendo camino lentamente (27).

En otro estudio, Johnson et al. (25) demostrd que los ovarios de hem-
bras adultas de ratones pueden producir cientos de ovocitos nuevos
en 24 horas, reforzando los hallazgos de su estudio inicial. Sus experi-
mentos en ratones hembras, basados en andlisis de expresion génica y
transplante de médula 6sea, sugieren que la médula dsea es una posible
fuente de células madre, capaces de transformarse en células germi-
nales (25). Se realizaron estudios adicionales en hembras de la misma
especie esterilizadas por quimioterapia, a las que se transplanté sangre
periférica, obtenida de otras hembras transgénicas que tenian restringi-
da su linea germinal a la expresién de una proteina fluorescente verde
y se demostrd la presencia de ovocitos con tincién para la proteina fluo-
rescente verde, en la superficie ovarica de las hembras transplantadas.
Lo que sugiere que dichas células germinales provendrian de células
progenitoras de la médula dsea alogénica, que viajarfan por la circula-
cion periférica al ovario. Sin embargo, no se ha demostrado que estas
células sean capaces de producir ovocitos fertilizables y crias viables.

Bukovsky et al. (24) sostiene, a diferencia de lo que concluye Johnson,
que las células germinales de hembras adultas serian de origen epite-

lial de la superficie ovdrica y algunas de ellas, al entrar a la circulacién
periférica, llegarfan a poblar la médula 6sea. El propuso un estudio
en animales, comparando el efecto de transfusiones autélogas versus
alogénicas de concentrados de células sanguineas blancas nucleadas,
para inducir renovacion folicular después de quimioterapia. Este autor
sugiere que los ovarios de roedores poseen aclimulos de células granu-
losas primitivas, similar a los ovarios humanos, y para que éstos sean
recolonizados, con nuevos foliculos primarios, se requeriria la presencia
de dichos nidos, para que alojaran a los nuevos ovocitos, que se formen
en la superficie del ovario (24).

En un estudio realizado en ovarios humanos, obtenidos de mujeres j6-
venes con ciclos regulares sometidas a histerectomia por dolor pelviano,
Bukovsky et. al. (28) demostrd que en ellos se encuentran los compo-
nentes para la formacion de nuevos foliculos primarios. Las células de la
granulosa primitivas y las células germinales se diferenciarian secuen-
cialmente y de novo a partir de células mesenquimaticas progenitoras
citoqueratina positivas, que residen en la tinica albuginea. Los foliculos
primarios se formarfan de la unién o ensamblaje de ovocitos (células
germinales) con nidos de células de la granulosa primitiva, que se en-
cuentran en la corteza ovdrica. Al contrario que en la génada mascu-
lina, en el ovario no se encuentran células madre de la linea germinal.
Entonces, el nimero de nuevos foliculos primarios, en los ovarios de
mujeres adultas estaria determinado por el ndmero de nidos de células
de la granulosa primitivas y por el nimero de ovocitos disponibles. Por
lo tanto, durante la vida reproductiva de la mujer, el “pool” de foliculos
primarios no serfa una poblacion estatica, sino dindmica, de estructuras
que se diferencian, mientras otras regresan. Esto podria representar,
un proceso de eliminacion de foliculos cromosémicamente dafiados, o
alterados por un dafio ambiental, de manera espontanea.

POTENCIALES APLICACIONES CLINICAS DE LA TERAPIA
CELULAR CON CELULAS MADRE

En humanos hay evidencia de que luego del transplante de células ma-
dre de médula dsea a mujeres con falla ovérica secundaria a quimiote-
rapia por cancer (linfoma y leucemia) se logra recuperar, al menos, de
manera transitoria, su funcion ovarica. Se han descrito por lo menos 4
casos de pacientes con falla ovarica demostrada (FSH > 35 mUl/ml), que
requirieron terapia de reemplazo hormonal y luego de un transplante de
células madre recuperaron sus ciclos y tuvieron un embarazo con nifio
sano (29).

Por muchos afios, se han realizado en la especie humana, terapias ce-
lulares con células madre obtenidas de adulto, en enfermedades como
leucemias y linfomas, con resultados bastante exitosos, mediante trans-
plantes de médula dsea. Estd ampliamente demostrado que células ma-
dres obtenidas de médula dsea, y atin de sangre periférica, son capaces
de diferenciarse hacia todas las lineas de células sanguineas y aln a
otras células de la misma linea embrionaria (mesodermo).

Investigaciones recientes han mostrado la posibilidad de diferenciacién
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de células madre, tanto embrionarias como adultas, a muchas lineas ce-
lulares (miocardio, piel, pancreas, tejido nervioso y otros), lo que promete
grandes avances en el tratamiento de enfermedades secundarias a la
insuficiencia o falla localizada de un érgano en particular (infarto al mio-
cardio, grandes quemaduras, diabetes y seccion de la médula espinal).

Es posible que en un futuro cercano la falla ovarica precoz, asi como
la falla testicular puedan tratarse mediante la generacion de células
germinales a partir de células madre obtenidas de tejido graso, piel o
médula dsea del propio huésped, las que posteriormente serian incorpo-
radas o implantadas en el ovario o testiculo, de modo que reanuden su
funcionamiento. En Junio 2009 apareci6 un articulo preliminar en la re-
vista Stem Cells & Development que mostraba desarrollo de espermios
humanos a partir de células madre embrionarias, sin embargo, dicho
articulo fue retirado por los editores por lo que no existen conclusiones
definitivas al respecto. Como se mencioné anteriormente, tanto en la
falla ovérica como testicular un aspecto importante es el reproductivo
pero el otro, no menos importante, es una mantencion adecuada de los
niveles de hormonas sexuales requeridos para el normal funcionamiento
del organismo. Si la generacién de células germinales a partir de células
madre fuera posible, se resolverian ambos aspectos. Hoy la carencia de
gametos propios, que afecta a un gran nimero de parejas infértiles, solo
puede resolverse mediante su donacion. Al respecto, se acepta que la
donacion de évulos es mas compleja de realizar que la donacion de es-
permatozoides. Esta Ultima se realiza hace muchos afios, tanto en Chile
como en el resto del mundo, ya que la obtencidn de espermatozoides
es un procedimiento sencillo y no invasivo, existiendo bancos de semen
extranjeros, que cumplen con exigentes regulaciones internacionales. En
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