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Resena historica de la urologia (mundial y local) 12va Parte

Dr.Juan A. Hinostroza F.

Ingenieria tisular (Cultivo
de tejidos y 6rganos)

En la década de los 80 surge un nuevo campo de la medici-
na que aplica los principios del cultivo celular a polimeros
sintéticos biodegradables de soporte con el fin de crear
sustitutos bioldgicos autélogos que puedan mejorar, man-
tener o restaurar la funcién de érganos o tejidos dafiados.
El desarrollo de la biologia celular y molecular, con sus
grandes logros técnicos y cientificos, han hecho posible que
comience una nueva era de la medicina moderna. Uno de los
retos de esta medicina ha sido el hecho de poder restaurar
o mejorar la funcidn de érganos y tejidos lesionados por
enfermedades o traumatismos. La cirugia de transplantes a
partir de érganos y tejidos extraidos de donantes es parte
de esta medicina reparadora. La Ingenieria Tisular como se
denomina actualmente a la tecnologia de la futura medici-
na es la que nos acerca a ese objetivo, ya que nos permite,
a partir de un pequernio fragmento de tejido recuperar la
funcionalidad global del tejido u 6rgano danado. Por otra
parte, es importante sefalar que la posibilidad actuai de la
ingenieria tisular es la recuperacion de la funcién perdida, ya
que laformacion de 6rganosy tejidos similares a los naturales
es todavia una ciencia ficcion.

La Urologia no es ajena al interés suscitado por esta emer-
gente disciplina, habiendo presentado en unos pocos afos
un importante avance experimental en varios campos—con
incluso puiduales aplicaciiies clinicas, consolidando a su vez
las numerosas indicaciones de estas técnicas en nuestra
especialidad.

A pesar de su “juventud”, la Ingenieria Tisular abre un espe-
ranzador abanico de posibilidades en la cirugia reconstructiva
urolégica, que sin duda contribuird, en un futuro préximo,
a evitar las frecuentes y no deseadas complicaciones que el
uso de tejidos heterélogos o sintéticos origina en el aparato
urinario.

El cultivo de tejidos se desarroll6 a partir de los ultimos afios
del siglo XIX como una continuaciéon de las técnicas de la
embriologia. Wilhem Roux mantuvo en el afio 1885 células
de embrion de pollo en solucion salina durante unos dias. El
zo6logo americano R.G. Harrison (1870-1959) es considera-
do el iniciador de los cultivos de tejidos animales, en 1907.
Harrison fué el primer autor que empleé técnicas in vitro
para el estudio de fendémenos in vivo, realizando cultivos
de médula espinal embrionaria de anfibios.

La primera limitacién para el establecimiento de cultivos
era lograr un medio nutritivo adecuado. Harrison logré cul-
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tivar con éxito neuroblastos de rana en un medio linfatico,
dando el primer paso hacia la investigacion moderna sobre
las células madre.

Fue propuesto al premio Nobel por su trabajo sobre el
crecimiento de células nerviosas, fundamental para la
comprension actual del sistema nervioso, y contribuyé de
un modo fundamental al desarrollo de la técnica quirdrgica
de transplante de tejidos.

En 1910, Burrows empled plasma de pollo para nutrir los
explantes de tejidos embrionarios de pollo. Este medio se
revel6 mucho mejor que los anteriormente probados, lo
que le permiti6 observar el crecimiento del tejido nervioso,
corazon y piel.

Burrows y Carrel realizaron los primeros intentos de establecer
cultivos de células de mamifero, y consiguieron mantener
explantes obtenidos a partir de perros, gatos y conejos
de indias, asi como en el crecimiento de tumores sélidos.
Demostraron que la vida del cultivo se puede prolongar
mediante subcultivo. Los medios empleados fueron plasma
suplementado con extractos de embrién.

En 1916, Rous y Jones emplearon por vez primera extractos
enriquecidos en tripsina para disociar las células de embriones
de pollo, estableciendo el primer cultivo celular. Uno de los
mayores problemas que describen para el establecimiento
de los cultivos celulares es la aparicion de multiples conta-
minaciones, por lo que desarrollaron numerosos métodos
de manipulacién en condiciones de asepsia que aun hoy
dia se utilizan.

En 1913 Alexis Carrel demostro la posibilidad de mantener en
cultivo células extraidas de un animal, embrién de pollo, durante
un periodo de tiempo superior al de la vida de éste. Mantuvo
en cultivo células de pollo durante 34 anos (Sharp, 1977).
Gran parte del éxito en el mantenimiento de los cultivos se
debié al desarrollo del denominado frasco de Carrel. (f1)
En 1938 publicd junto con Lindbergh el libro The cultur of
organs (New York, Paul B.Hoeber, Inc,). Aunque algunos de
sus experimentos fracasaron, sus aportaciones para com-
prender el fendémeno de la regeneracion, el crecimiento, la
nutricién y el funcionamiento de las secreciones internas
fueron decisivas. En este sentido fue un fiel seguidor de las
investigaciones de Claude Bernard. Una de las intenciones
de Carrel era la de sustituir tejidos u 6rganos enfermos por
otros sanos. Esto le llevé a trabajar intensamente en la fisio-
logia de los 6rganos.

Entre los afios 1920y 1940 se desarrollaron diferentes estra-
tegias de obtencién de cultivos y de mantenimiento de las
condiciones estériles, pero sin grandes avances. A partir de
los afos 40, con el aislamiento de los primeros antibioticos,
se desarrollaron numerosas aplicaciones de entre las que
podemos destacar:

1948 | Sanford, Earle y Likely, aislaron células de la linea
celular Ly mostraron que eran capaces de formar clones en
el cultivo de tejidos. Demostraron que para que una célula
llegue a dividirse necesita ser alimentada con los nutrientes
correctos.

1952 | Grey, Coffman y Kubicek, establecen la primera linea
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celular continua, las actualmente bien conocidas células
Hela . El medio empleado era extremadamente complejoy
poco definido: plasma de pollo, extracto de embrién bovino
y suero de cordén umbilical humano.

1955 Eagle realiza la primera investigacion sistematica de los
requerimientos nutritivos de las células en cultivo. Describe
que las necesidades del cultivo de soluciones corporales
complejas (sueros,...) pueden ser satisfechas por tan poco
como el 1% de suero de caballo dializado en un medio de-
finido de pequenas moléculas (aminoacidos, aztcares, ...)
1961 | Hayflick y Moorhead usaron por primera vez anti-
bioticos para prevenir la contaminacion de los cultivos de
fibroblastos. Pudieron mantener estos cultivos durante unos
12 pases, pero no consiguieron establecer lineas estables.
1965 | Ham introduce el primer medio definido libre de
suero capaz de mantener algunas células de mamifero en
cultivo indefinidamente.

1969 | Augusti-Tocco y Sato establecen la primera linea
celular estable de neuroblastoma aislando clones que
establecian procesos nerviosos y que eran eléctricamente
excitables. Se empiezan a establecer las primeras lineas
celulares diferenciadas.

Georges Kohler y César Milstein (ver pags. anteriores) es-
tablecen la primeralinea celular productora de anticuerpos
monoclonales. Milstein y Kéhler debieron ingeniarselas
entre 1973 y 1975 para lograr configurar los llamados anti-
cuerpos monoclonales, de una pureza maxima, y por lo tanto
mayor eficacia en cuanto a la detecciéon y posible curacién
de enfermedades.

El gran hallazgo que le valié a Milstein el Premio Nobel produjo
unarevolucién en el proceso de reconocimiento y lectura de
las células y de moléculas extrafias al sistema inmunoldgico.
Los anticuerpos monoclonales pueden dirigirse contra un
blanco especifico y tienen por lo tanto una enorme diversidad
de aplicaciones en diagnosticos, tratamientos oncolégicos,
en la produccién de vacunas y en campos de la industria y
la biotecnologia.

1976 - 1982 | Sato y col. publicaron sus trabajos en los que
demuestran que las diferentes lineas celulares requieren
mezclas distintas de hormonas y factores de crecimiento
para crecer en medios libres de suero.

1975 | Reinwald, J.G.y Green,H. establecen las condiciones
idéneas para expandir en cultivo indefinidamente de células
epiteliales a partir de una linea de queratinocitos derivados
de un teratoma de ratén; a su vez introducen la tedrica po-
sibilidad de poder aplicar dichas técnicas de igual manera
a otros epitelios diferentes al cutaneo.

1979 | Rita Levi-Montalcini y Calissano, establecen que el
factor de crecimiento nervioso estimula el crecimiento de los
axones en tejidos en cultivo Este trabajo supuso el Premio
Nobel para Levi-Montalcini en 1986.

1980 | Banks-Schelegel demuestra la viabilidad del epi-
telio obtenido in vitro como injerto libre en el animal de
experimentacion.

1985 | Russell introduce el concepto de trasplante celular
selectivo, Burke disefia una piel bioartificial sobre una ma-

CESAR MILSTEIN Y GEORGES
..
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triz bidimensional de coldgeno y Vacanti, recogiendo las

experiencias previas, aplica estos principios a sistemas bio-

degradables tridimensionales para la obtencién de érganos

y tejidos; surge asi en 1985 el Laboratorio de Ingenieria de

tejidos y trasplantes del Children’s Hospital de Boston en

colaboracion con el Laboratorio de Polimeros biodegradables

del Instituto Tecnoldgico de Massachussets.

1987 | Shouthgate describe un método basado en las téc-

nicas de Reinwald y Green para el cultivo in vitro de células

epiteliales de la cavidad bucal. De Lucay Langdon aplicaran

clinicamente estos tejidos obtenidos in vitro.

1990 | Romagnoli y después en 1993 aporta las primeras

referencias sobre la aplicacion de las técnicas de cultivo de

epitelios al urotelio, aplicando los principios introducidos

por Reinwald y Green al epitelio uretral; el autor obtiene

laminas de células uroteliales que aplica clinicamente para

la correccion de 10 casos de hipospadias con resultados ex-

celentes, si bien los periodos de seguimiento fueron cortos y

sin detallar el dificil manejo de los tejidos obtenidos in vitro.

Se asistia, no obstante, a un hecho sin precedentes en la

Urologia pues a partir de una biopsia minima obtenida con

anestesia local, mediante la aplicacion de las técnicas de cultivo

de tejidos se lograba obtener una cantidad importante de

urotelio autélogo como para obviar las importantes limita-

ciones que las uretroplastias plantean en no pocas ocasiones

como consecuencia de la falta de tejidos nativos viables.

En 1993 Anthony Atala introduce un nuevo biomaterial para

el tratamiento endoscoépico del reflujo vésicoureteral; el

autor propone el uso de un gel de alginato (copolimero de

acido glucorénico y manurénico) sembrado de condrocitos

autélogos, disefiando un modelo experimental en 4 cerdos

donde reproduce quirtdrgicamente un reflujo unilateral en

cada animal, seguidamente inyecta via endoscépica 2-3 ml de

gel de alginato en laregidon submedtica del uréter refluente.

El estudio radioldgico posterior evidencio la correccion del

reflujo asi como la ausencia de hidronefrosis; el estudio

histolégico puso de manifiesto la presencia de cartilago

subureteral bien conformado, sin evidenciarse rechazo ni

migracion del material a otros 6rganos o tejidos. (f2)

Crear 6rganos a medida de los pacientes -de modo tal de

evitar la casi siempre larga y

aveces infructuosa esperade TR T GET
untrasplante- era el sueiio de
Anthony Atala, un cirujano
experto en ingenieria de
tejidos que anuncié en 2006  pamaged organ
que fabricé en su laboratorio

vejigas a partir de las células

de sus mismos pacientes.

(“transplante sin donante”) (f3)

Al implantarlas, este investi-

gador de la Universidad Bautista Wake Forest, de Estados  (f2) Ingenieria de un 6rgano
Unidos, fue capaz de proveer tratamiento eficaz para la

incontinencia urinaria que padecian quienes participaron de

la experiencia, ademas de prevenir complicaciones renales

asociadas a sus problemas de vejiga.

Tissue biopsy Organ Is repaired

ENGINEERING AN ORGAN
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El avance -calificado de “histo-
rico” por larevista médica The
Lancet, que publicé el trabajo
de Atala- constituye el primer
trasplante de 6rganos humanos
desarrollados en laboratorio.
La experiencia da cuenta ade-
mas de su efectividad a largo
plazo, ya que los trasplantes laked
(siete, en total) se realizaron a s
partir de 1999 y siete afos de  icaiadseves
seguimiento demostraron que fels;‘li-::re:m
los érganos se mantuvieron e abidde
en funcionamiento durante ~ Pien
ese periodo. thste}

Asi, Atala busca aliviar la escasez

de érganos que afecta a su pais

(ytambién al resto del planeta)

y al mismo tiempo evitar la

necesidad de que los pacientes trasplantados deban tomar
de por vida medicamentos inmunosupresores. Es que al ser
desarrollados a partir de las células de los mismos pacientes
no hay posibilidad de rechazo.

En 1998y después de intensos trabajos de experimentacion,
un grupo de investigadores de la Universidad de Wisconsin
(EEUU) consiguid el primer cultivo de células madre embrio-
narias humanas. A partir de este momento, las progenitoras
celulares han sido presentadas como la gran esperanza
terapéutica del nuevo siglo. Extrayendo las células madre
de la sangre del cordén umbilical, y guardandolas luego de
forma conveniente, estas células pueden constituir la salva-
cion para enfermedades que de otro modo son incurables.
Una célula madre es una célula que tiene capacidad de
autorrenovarse mediante divisiones mitéticas o bien de
continuar la via de diferenciacion para la que estd progra-
mada y, por lo tanto, producir uno o mas tejidos maduros,
funcionales y plenamente diferenciados en funcién de su
grado de multipotencialidad. (f4) (f5)

Cientificos de Estados Unidos aseguran que han encontrado
una nueva fuente de células madre que no requiere el uso
de embriones humanos, ya que recoge las células del liquido
amniotico que rodea al embrion. (f6)

En Urologia se ha utilizado por el momento en Incontinencia
urinaria de esfuerzo; también en el cancer de prostata, se
debate si la célula madre que le da origen podria ser un
objetivo importante para el tratamiento de esta neoplasia.
En agosto de 2001, el ex presidente George W. Bush, prohibio
el uso de dinero de los contribuyentes para investigar usando
nuevas lineas de células embriénicas humanas.

Después de casi 8 afios de inactividad, el presidente Barack
Obama firmé el 09 de marzo de 2009 una orden ejecutiva
para levantar las restricciones impuestas por su predecesor
respecto al uso de fondos federales para investigaciones
médicas usando células madres embriénicas.

Obama dijo que los cientificos creen que las células
pueden tener el potencial de ayudar a la comunidad

@ A surgeon takes a smal,
full-thickness biopsy from
the patient's bladder.

by the surgeon.
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O The neo-bladder Isimplanted

@) In the lab, scientists isolate urothelial
cells (the bladder’s lining} and smooth
muscle cells (the outer surface).

© Theisolated cells
are cultured
separately for
several weeks
until there are a
sufficient quantity.

© scientists ensure that the cells attach

and grow properly throughout the
scaffold, After a total of about eight weeks,
the neo-bladder is retumed to the
surgeon for Implantation

(f3) Formando el tejido

(f4) Célula madre de ratén

Gélulas madre
( totipetentes

Cr@®) s
/ ®\

Células madre sanguineas Otras células
madre espacializadas

Gldbulos | Células
blancos | espacializadas

Glébulos
rojos Plaquetaz

(f5) Célula madre totipotentes
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cientifica a comprender y posiblemente curar algunas
de las enfermedades y condiciones mas devastadoras.
Agregd que la mayoria de los estadounidenses apoyan
la investigacién de células madre y anadié que habra
lineamientos estrictos que seran vigilados rigurosamente.
El primer banco publico de células madres comenzé a
funcionar en Chile en 2007 y su objetivo es la investiga-
cion y busqueda de terapias para patologias de extrema
gravedad utilizando células madres obtenidas de cordén
umbilical. Para ello, trabajard en la recoleccién, preser-
vacion y en su futura aplicacién en Chile para la cura de
enfermedades. Sunombre es “Banco de Vida”. Por ahora
no estan definidos los costos que debera pagar algin
paciente que requiera estas muestras, ya que no esta
cubierto por el sistema de salud publica ni tampoco por
las Isapres, por lo cual en un primer momento, esta en
el periodo de recolecciéon de muestras y en el futuro se
verd la forma en que las personas podran acceder a este
importante trozo de vida.

MEDICINA NUCLEAR

Se define como la rama de la medicina que emplea los
isétopos radiactivos, las radiaciones nucleares, las varia-
ciones electromagnéticas de los componentes del ntcleo
atémico y técnicas biofisicas afines, para la prevencion,
diagnéstico, terapéutica e investigacion médica.

Sus principales campos de accién son la prevencién (radio-
l6gica), la investigacion (utilizando isétopos radioactivos
y técnicas biofisica afines: Cintigrafia, etc), el diagnéstico
mediante pruebas funcionales, morfolégicas, dinamicas
y analiticas para una mejor comprensién del cuerpo hu-
mano en salud y enfermedad tales como TAC, Resonancia
nuclear magnética y préximamente la PET (tomografia por
emisién de positrones, cuya informacién es de caracter
molecular) y la funcién terapéutica (radioférmacos, terapia
metabdlica,endolinfatica, cavitaria, etc).

Las técnicas de medicina nuclear son no invasivas ya que
para su realizacién, inicamente precisan de la administra-
cion previa al paciente, generalmente por via intravenosa,
de un medicamento radiofarmaco. Desde el punto de
vista terapéutico, la medicina nuclear tiene sus principales
aplicaciones uroldgicas en el tratamiento paliativo del
dolor éseo de origen metastasico del cancer prostatico.
Actualmente se hallan en fase de investigacion radiofar-
macos para el tratamiento de multiples enfermedades y
se espera que la mayoria de estos farmacos estén proxi-
mamente en el mercado.

CRONOLOGIA HISTORICA:

-En 1896 H.Beckerel descubre la radioactividad del uranio (f7)
Descubrio la radioactividad en 1896

-En 1923 von Hevesy se introduce técnicas de trazadores
en la investigacién bioldgica.

-En 1934 Iréne Curie y Jean Frédéric Joliot obtienen los
primeros radionucleidos artificiales.

-En 1958 H. Anger desarrolla la gammacamara.
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(f6) Una neurona funcional con

el axén teiido de rojo que crece
sobre el nucleo celular y las tres
dendritas, también en rojo, por
debajo. Las células precursoras
de neuronal que aun no se han
diferenciado aparecen en azul y
las de la glia, en verde.

(f7) H.Becquerel en su laboratorio.



REVISTA CHILENA DE UROLOGIA | Volumen 80 | N° 2 afio 2015

La “Gammacamara de Anger” ha sido y es el detector mas
ampliamente utilizado en medicina nuclear. (f8)

Permite obtener imdgenes en dos dimensiones, que re-
presentan la proyeccién de la distribucién de la actividad
(radiofarmaco) existente en érganos o estructuras corpora-
les. Los rayos gamma emitidos por el radiofarmaco que se
encuentra distribuido en el interior del paciente, atraviesan
el colimador e interaccionan con el cristal de centelleo, pro-
duciéndose los destellos luminosos.

-En 1959 Solomon A. Berson y Rosalyn Sussman Yalow
efectuan el primer radioinmunoensayo. El radioinmunoen-
sayo (o abreviado RIA del inglés Radioimmunoassay) es un
método radioinmunométrico que se basa en la formacion
especifica de los complejos Antigeno-Anticuerpo (Ag-Ac) fue
desarrollado por Bersony Yalow en 1960 para determinar la
concentracién de insulina en el plasma sanguineo; para ello
se cuantifica la radiactividad combinada con el anticuerpo.
Por ese motivo, R. Yalow recibié el Premio Nébel de Medicina
en 1977 (Berson murié en 1972). Hoy en dia, esta técnica se
utiliza para detectar y cuantificar sustancias que se encuen-
tran en cantidades muy pequenas y mezcladas con muchas
otras. Es por tanto una técnica muy sensible y muy especifica.
Utilizando anticuerpos de gran afinidad se pueden detectar
hasta picogramos de antigeno. (1 pg = 10-12 g).

-En 1962 P.Harper y K.Latrop introducen el 99mTc (per-
tecnectato de Na), tal como se eluye del generador, es un
radiofdrmaco que puede ser inyectado via intravenosa 6
unirse a moléculas para ser administrado en forma oral, o
puede ser utilizado para la marcacién de células sanguineas.
Casi el 80% de los compuestos radiofarmacéuticos utilizados
con fines diagndsticos son marcados con 99mTc.

La cintigrafia ésea es el estudio de medicina nuclear mas
realizado en practicamente todos los centros a nivel mundial,
con frecuencia variable cercana al 40% al 60%, de todos los
examenes.

Utiliza como molécula trazadora el Metilendifosfonato, MDP,
unido a Tc-99m, que por su estructura de difosfonado, se
incorpora en el metabolismo 6seo, siendo dependiente de la
presencia de calcio y del flujo sanguineo local, lo que deter-
mina su ubicacién especialmente en focos osteoblasticos. (f9)
Elrindn es el drgano fundamental para el mantenimiento del
volumen de agua corporal, el equilibrio osmético y dcido-
base del organismo, siendo ademés el encargado de eliminar
las sustancias toxicas, productos del metabolismo. Por ello,
el sistema renal puede ser estudiado desde dos puntos de
vista, uno dinamico que valora la vascularizacién parenqui-
matosa y la funcionalidad y otro estatico que proporciona
informacién acerca de la morfologia.

En la actualidad se utilizan los siguientes ligandos para realizar
estudios estaticos: 99m Tc-DMSA (2,3-dimercaptosuccinico),
99Tc-GCa (gluconato de calcio), 99m Tc-GHCa (glucoheptanato
de calcio), 99m Tc-DTPA (Ac. dietilen-triamino-pentacético),
99m Tc- MAG3 (mercapto-acetil-triglicina).

El estado funcional del rindn se determina con el radiorre-
nograma (renograma isotépico), que es simplemente una
curva de actividad en funcién del tiempo y este estudio esta
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(f8) Gamma cémara

(f9) Cintigrama 6seo: Metastasis en
elesqueleto axial en Ca.de Préstata
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bajo la influencia de la corriente sanguinea renal, excrecién
renal, velocidad de corriente de orina. (f10)

Otra indicacion de la medicina nuclear es la citigrafia di-
namica y estatica para diagndstico pre-natal de patologia
nefrouroldgica y malformaciones.

-En 1963 D.E.Kuhl desarrolla la técnica de SPECT (“Single
Photon Emission Computed Tomography”), que corresponde
aladenominacién castellana “Tomografia computadorizada
por emision de fotén Unico” que determina la distribucién de
un marcador (trazador) radioactivo (inyectado en la sangre)
mediante imagen molecular. Con PET y SPECT se detectan
diferencias funcionales entre el funcionamiento normal y
anormal de neurobiologia y neuroquimica.

-En 1975 MM.Ter Pogossian, (1925-1996) M.E. Phelpsy J.
Hoffman desarrollan la técnica de PET(“tomografia por
emisién de positrones”), la primera tecnologia de imagen
funcional del cerebro. El scanner PET es una de las técnicas
mas prometedoras para la deteccién del cancer y tiene
aplicaciones en la vigilancia de patologia cardiaca. Se estan
estudiando utilizar la tomografia por emisién de positrones
para otras areas de la medicina.
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MEDICINA MUCLEAY
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(f10) Cintigramarenal (DMSA) en
pielonefritis bilateral



