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Resumen

El Laboratorio de Ingenieria de Tejidos (LAINTEC) del Centro de Investigacion en Biotecnologia
(CIB) de la Escuela de Biologia del Instituto Tecnoldgico de Costa Rica (TEC) nacié en el 2005
con el objetivo de desarrollar terapias celulares para aplicaciones en medicina regenerativa.
Actualmente, el LAINTEC aloja més de una decena de proyectos multidisciplinarios, realizados
en colaboracion con otros centros de investigacion y con otras universidades a nivel nacional
e internacional. Estas investigaciones se enfocan en el desarrollo y evaluacion de implantes,
biomateriales y terapias regenerativas de piel, musculo y hueso, incluyendo el aislamiento
y caracterizacion de células madre mesenquimales de tejido adiposo. Ademés, se han
establecido modelos celulares vy tisulares para la evaluacion del potencial bioactivo de distintos
agentes con potenciales aplicaciones en biomedicina.
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Abstract

The Tissue Engineering Laboratory (LAINTEC) at the Biotechnology Research Center (CIB) of
the Biology School at Costa Rica Institute of Technology (TEC) began in 2005, aiming towards
the development of cell-based therapies for applications in regenerative medicine. Currently,
LAINTEC accommodates more than a dozen multidisciplinary research projects, carried out
in collaboration with other research centers as well as with other national and international
universities. These investigations focus on the development and evaluation of implants,
biomaterials and regenerative therapies of skin, muscle and bone tissues, including the isolation
and characterization of mesenchymal stem cells from adipose tissue. In addition, cellular and
tissue models are used for the evaluation of the bioactive potential of natural and synthetic
agents with potential applications in biomedicine.

Introduccién

El cultivo celular es la técnica mediante la cual una muestra de algun tejido es procesada
para extraer las células que o componen y se colocan en un medio de alimentacion bajo las
condiciones ambientales adecuadas que les permiten sobrevivir € incluso dividirse. Ademas de
dividirse (usualmente por mitosis), las células cultivadas pueden especializarse en otros tipos
celulares con funciones especificas (proceso conocido como diferenciacion), con lo cual son
capaces de desempefiar funciones anélogas a las que tendrian en distintos tejidos u érganos
del cuerpo [1].

El cultivo y propagacion de células animales son fundamentales para diversos ensayos en la
investigacion biomédica y preclinica. El rapido crecimiento en areas como la terapia génica,
la gendmica y la protedmica ha dado lugar a un aumento notable en las actividades de cultivo
celular [2]. Las técnicas de cultivo celular pueden ser utilizadas para estudiar el impacto
bioldgico de sustancias quimicas en condiciones controladas de laboratorio y asi determinar
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efectos tales como citotoxicidad, genotoxicidad, mutagénesis y carcinogénesis en tipos
especificos de células. Ademas, los cultivos celulares se pueden usar como hospederos de
virus y bacterias para estudiar su mecanismo de infeccion o bien, para buscar posibles agentes
antivirales o antibacterianos. Los cultivos celulares también pueden ser utilizados como modelos
para el estudio de diversas enfermedades y su desarrollo, y son base para la elaboracion de
vacunas, desarrollo de medicamentos, terapias celulares y otros [2]. De interés para este
articulo, destaca la Ingenieria de Tejidos, un area directamente relacionada al desarrollo que se
ha dado en medicina y biologia durante las ultimas décadas [3].

El término “ingenieria de tejidos”, fue creado para representar un campo de la ciencia enfocado
en la regeneracion de tejidos, utilizando células en conjunto con biomateriales, andamios y
factores de crecimiento [4]. Hasta mediados de la década de 1980, ese término fue utilizado de
manera regular para describir Unicamente el uso de dispositivos prostéticos y biomateriales; a
partir de 1987 se utiliza la definicion actual, refiriéndose de manera mas clara, a la aplicacion de
principios y métodos de la ingenieria y de ciencias de la vida, hacia la comprension fundamental
de las relaciones estructura-funciéon en mamiferos, y al desarrollo de sustitutos biolégicos que
restauren, mantengan o mejoren esa funcion [3]. Por el tipo de aplicaciones de la Ingenieria
de Tejidos, esta disciplina a su vez esta enlazada con la cirugia reconstructiva, trasplantes,
microcirugia, biologia celular, bioquimica, genética, entre otros [3].

Laboratorio de Ingenieria de Tejidos del Centro de Investigacion en Biotecnologia

El Laboratorio de Ingenieria de Tejidos (LAINTEC) del Centro de Investigacion en Biotecnologia
(CIB) de la Escuela de Biologia del Instituto Tecnoldgico de Costa Rica (TEC) inicié en el 2005
con el proyecto “Implementacion de un sistema de produccion de piel humana in vitro para
mejorar la recuperacion de pacientes con afecciones epidérmicas en Costa Rica”, el cual fue
financiado por el Organismo Internacional de Energia Atémica (OIEA) y el TEC, e implementado
por el Dr. Miguel Rojas Chaves, la M.Sc. Maritza Guerrero Barrantes y la M.Sc. Silvana Alvarenga
Venutolo. Esta iniciativa permitié construir y equipar un espacio de laboratorio especializado
para el cultivo celular en el CIB, el cual fue inaugurado en el 2006 y donde se iniciaron los
primeros cultivos de células humanas con el objetivo de desarrollar terapias celulares para
afecciones de la piel. Otros seis proyectos, desarrollados de forma consecutiva entre el 2006
y el 2014, permitieron establecer, optimizar y evaluar, mediante marcadores moleculares y en
modelos animales, el cultivo de piel humana con fines regenerativos [5]-[7].

De forma complementaria, se realizaron dos proyectos (2007-2011) en conjunto con la Universidad
Nacional (UNA), donde se evalud el uso de membranas de biomateriales (elaboradas a partir
de desechos de quitosano de camardn y colageno de tilapia) como andamio para el cultivo
de células de piel y con miras a desarrollar apdsitos biolégicos con potencial regenerativo [8].
Ademas, se ejecutaron dos proyectos (2009-2014) para el establecimiento de procedimientos e
instalaciones de irradiacion con miras a la creacion de Bancos de Tejidos en la region, también
con apoyo del OIEA y como parte de un programa de colaboracién latinoamericano [9].

El desarrollo de estos proyectos impulsé la consolidacién del &rea de investigacion “Area de
Biomedicina” en el CIB, la cual se transformé en el area de “Aplicaciones Biomédicas” (2014),
enmarcada dentro del eje de conocimiento estratégico “Salud” del TEC y una de las tres areas
formales de investigacion del CIB (junto con Biotecnologia Vegetal y Biotecnologia Ambiental).

Apartirdel 2012, las areas de investigacionenel LAINTEC se handiversificado considerablemente,
incluyendo proyectos multidisciplinarios con otros centros de investigacion del TEC y con otras
universidades a nivel nacional e internacional. Estas iniciativas se han enfocado en proyectos de
ingenieria de tejidos, con miras al desarrollo de implantes, biomateriales y terapias regenerativas
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de piel, musculo y hueso en humanos, ademas de continuar con estudios en regeneracion de
heridas, incorporando el aislamiento y caracterizacion de células madre mesenquimales de
tejido adiposo y la evaluacion de distintos agentes con potenciales aplicaciones en biomedicina.

En el LAINTEC también se cuenta con un pequefio banco de lineas celulares de distintos tipos
de céancer y algunas lineas de tejidos normales, y se han establecido modelos de cultivos
tisulares tridimensionales de piel humana, los cuales se utilizan como modelos de estudio para
realizar ensayos de citotoxicidad y de determinacion de la actividad biolégica (basado en
marcadores moleculares de proliferacion, viabilidad y muerte celular) de sustancias de origen
natural. En estos modelos se ha evaluado —mayoritariamente- el potencial anticancerigeno
de diversos extractos de plantas, incluyendo plantas medicinales (moringa, tempate, chilillo)
y especies frutales (mora, mango, manzana, guayaba) [10]-[17]. En el caso de los modelos
tisulares, al tratarse de reconstrucciones 3D, los constructos de piel recrean de forma mas
cercana el tejido in vivo, por lo que permiten generar informacion pre-clinica de alta calidad y
de mayor potencial predictivo.

A la fecha, estos proyectos han permitido capacitar a mas de diez investigadores, quienes han
recibido entrenamiento con expertos en centros médicos y de investigacion especializados en
Argentina, Uruguay, Espafa, Estados Unidos, Inglaterra y Alemania. Gracias a esto, el equipo de
trabajo ha crecido paraincorporar a la Dra. Laura A. Calvo Castro (Ingenieria de Tejidos y Biologia
Celular y Molecular, 2008), M.Sc. Carolina Centeno Cerdas (Ingenieria de Tejidos y Medicina
Regenerativa, 2009), M.Sc. Montserrat Jarquin Cordero (Mejoramiento genético y Biotecnologia,
2012), Ing. Maria Inés Chaves Rodriguez (Biotecnologia, 2013-2018), M.Sc. Andrea Ulloa
Fernandez (Ingenieria de Tejidos, 2014), Ing. Johan Morales Sanchez (Ingenieria de Tejidos,
2014), M.Sc. Silvia Castro Piedra (Ingenieria de Tejidos, 2014), y Maria Clara Soto Bernardini
(Neurociencias, 2017). EI LAINTEC también ha alojado numerosos trabajos de graduacion de
estudiantes de la carrera de Bachillerato en Ingenieria en Biotecnologia (TEC), varios proyectos
y pasantias de estudiantes nacionales e internacionales, asi como tesis de maestria.

En la actualidad, el LAINTEC cuenta con tres laboratorios especializados: un laboratorio
dedicado para la docencia -debido al incremento en la demanda de personal cientifico
calificado con experiencia en el manejo de cultivo de células humanas y animales in vitro-, y dos
laboratorios utilizados para actividades de investigacion, en donde se desarrollan 12 proyectos
(figura 1) relacionados con ingenieria de tejidos y bioactividad, en los que se utilizan cultivos
celulares de piel, células madre mesenquimales, musculo, hueso, y lineas celulares de distintos
tipos de cancer, y experimentos con biomateriales como insumos primarios.

Cultivo de piel in vitro

Las experiencias de cultivo de piel humana in vitro y de ingenieria de tejidos de piel realizadas
en el LAINTEC, asi como recomendaciones para la crioconservacion de piel cadavérica,
fueron reportadas previamente en esta misma revista [5]-[9]. Estas practicas permitieron
establecer las condiciones y técnicas generales para el cultivo primario de células de piel de
origen humano y animal, escalando hacia la reconstruccion de modelos tridimensionales de
este tejido. Actualmente, en el LAINTEC se estudia el potencial quimioterapéutico de diversos
agentes bioactivos en modelos de piel in vitro.

Por otro lado, mediante colaboraciones internacionales (Universidad Técnica de Munich,
y Universidad Ludwig Maximilliam, Alemania), se han estudiado métodos alternativos
para la regeneracion de la piel, garantizando su apropiada oxigenacion y promoviendo su
vascularizacion mediante el uso de microalgas genéticamente modificadas para la liberacion
de oxigeno y factores de crecimiento humano como VEGF, PDGF y SDF-1 alfa [18], [19].
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Figura 1. Cantidad de proyectos por afio (linea continua) realizados en el Laboratorio de Ingenieria de Tejidos
(LAINTEC) del Centro de Investigacion en Biotecnologia (CIB) del Instituto Tecnolégico de Costa Rica (TEC)
desde su creacion (2006) a la actualidad (2019). La linea punteada indica el area de investigacion de los

proyectos vigentes por periodo. Las columnas indican la cantidad de publicaciones cientificas por afio. El area de
neurociencias se describe en otro articulo de esta misma edicion.

Células madre mesenquimales

Otra de las lineas de investigacion del LAINTEC esta relacionada al uso de células madre. En
las ultimas dos décadas, el tejido adiposo ha pasado de ser considerado un tejido de reserva
energética, a uno mucho mas dinamico con numerosas cualidades, entre las que destaca el ser
materia prima para determinadas terapias celulares [1].

Cuando el tejido adiposo es disgregado en el laboratorio, libera una mezcla de células que
se conocen como la Fraccion Estromal Vascular (FEV) [2]. Este coctel de células incluye
células madre mesenquimales (CMM), células precursoras endoteliales, células endoteliales,
macroéfagos, células de musculo liso, linfocitos, pericitos y preadipocitos. Bajo las condiciones
adecuadas, las CMM son capaces de adherirse y proliferar en condiciones de cultivo celular
[20].

Tanto la FEV como las CMM han mostrado tener gran potencial en la regeneracion de heridas
cutaneas, por lo que estan siendo estudiados a nivel internacional con el fin de obtener todas
las evidencias cientificas necesarias para demostrar su inocuidad y eficacia [21]. Costa Rica
no es la excepcion, ya que desde el 2015 en el TEC, se ha venido estableciendo el aislamiento
y caracterizacion molecular de estas células, con miras a ofrecer opciones terapéuticas
alternativas a quienes sufran de heridas agudas o cronicas en la piel y otras patologias.

A la fecha, se ha logrado exitosamente establecer los protocolos que permiten obtener tanto
la FVE como las CMM y se ha demostrado su potencial de diferenciacion en varios tipos
celulares. Por otro lado, se han realizado pruebas en animales con el fin de observar su efecto
regenerativo in vivo. El proximo paso consiste en realizar pruebas en seres humanos, para lo
cual el TEC busca alianzas estratégicas con el sector salud, que permitan desarrollar de forma
responsable y ética cada una de las fases de investigacion correspondientes, de manera que
se pueda transferir estas estrategias como una terapia para atender diversas afecciones de la

piel.
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Musculo Esquelético

El musculo esquelético estriado es el tejido mas abundante del cuerpo y presenta el potencial
de ser regenerado tras una herida o enfermedad [22]. Sin embargo, la pérdida masiva de tejido
muscular, asi como el padecimiento de diferentes distrofias, hace que esta regeneracion se vea
comprometida, pues se requiere de técnicas especializadas para su reconstruccion, muchas
de ellas basadas en terapia celular e ingenieria de tejidos [23]. No obstante, los tratamientos
actuales basados en trasplante autdlogo de musculo esquelético o la inyeccidon de células en
suspension o via intravenosa han sido poco exitosos [24].

Las células encargadas de la regeneracion muscular reciben el nombre de células satélite. A
partir del afio 2014, se inici6 la investigacion en el CIB para establecer el aislamiento de este
tipo de células, a través de técnicas de cultivo celular. El objetivo que se busca es la creacion
de modelos tridimensionales in vitro de las distrofias musculares mas comunes en el pais,
asi como mejorar la calidad de vida de pacientes con grandes pérdidas de tejido muscular
a través de terapia celular. La recreacion in vitro de tejido muscular requiere de un esfuerzo
multidisciplinario y la utilizacién de biomateriales que simulen la arquitectura del tejido, ademas
de la generacion de estimulos mecanicos y eléctricos, lo cual es fundamental para lograr el
desarrollo de fibras musculares funcionales [24].

De esta manera, se ha trabajado en conjunto con el Centro de Investigacion y Extension
de Ingenieria de los Materiales (CIEMTEC) y las escuelas de Fisica y Quimica del TEC, asi
como con otros centros de investigacion nacionales como el Instituto Clodomiro Picado (ICP)
y el Instituto de Investigaciones en Salud (INISA). Estas colaboraciones se han enfocado en
diferentes factores que contribuirdan a reproducir en el laboratorio las condiciones bajo las
cuales este tejido se regenera in vivo. Dentro del trabajo actualmente en desarrollo, se incluye
un biorreactor que realiza estimulos mecanicos a cultivos celulares inoculados sobre matrices
de policaprolactona (PCL) y un sistema de generacion de impulsos eléctricos; ambos permitirian
incrementar la diferenciacion muscular sobre andamios tridimensionales.

Estos proyectos se desarrollan con miras a generar constructos de musculo esquelético
tridimensionales que permitan el estudio del mecanismo de accion y reparacion del tejido
muscular ante la exposicion a toxinas que destruyen el musculo esquelético, asi como para
modelar las distrofias musculares mas comunes en Costa Rica, y su uso como modelo de
estudio para generar terapias que mejoren la calidad de vida de los pacientes con distintas
afecciones del tejido musculo esquelético.

Hueso

El tejido 6seo comprende cerca del 15% del peso corporal y es el responsable de brindarle
estructura al cuerpo y proteger los ¢rganos internos, ademas de almacenar nutrientes vy
producir otros tejidos como la sangre [25]. Al igual que el resto del cuerpo, este tejido puede
sufrir lesiones, fracturas, enfermedades que dificulten la movilidad en incluso conlleven a la
pérdida de un segmento 6seo. Tradicionalmente, cuando algun segmento es severamente
dafiado, este se reemplaza por algun material que simule la estructura perdida, pero no los
componentes bioldgicos. En la actualidad, se tiende a la utilizacion de materiales mas bioactivos
y reabsorbibles que puedan ser recolonizados por las células que componen el tejido 6seo y
reestablecer la funcionalidad completa de la zona dafiada [25], [26].

En conjunto con instituciones del campo de la Salud como el Hospital del Trauma del Instituto
Nacional de Seguros, el Laboratorio de Entrenamiento e Investigacion en Cirugia Minimamente
Invasiva (LEICIMI), la Universidad Técnica de Munich y la Escuela de Fisica, el TEC esta
desarrollando el area de investigacion en tejido 6seo. A la fecha, se trabaja en la validacion
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preclinica de las condiciones de irradiacion y esterilizacion de tejido 6seo para su uso en
banco de tejidos, asi como en el desarrollo de andamios hechos a partir de biomateriales
reabsorbibles, que permitan simular la biologia celular del tejido éseo bajo condiciones in vitro.

El desarrollo de la ingenieria de tejidos de hueso conlleva un proceso altamente dinamico y
complejo que implica el reclutamiento, proliferacion, migracion y diferenciacion de células
osteoprogenitoras, las cuales, ademas de estar embebidas en un material poroso, este debe
tener las propiedades mecanicas adecuadas que permitan un comportamiento o mas similar
al hueso real [27]. Debido a lo anterior, junto con el CIEMTEC, se estan desarrollando diferentes
mezclas de biomateriales y recubrimientos para la creacion de estructuras porosas por medio
de impresion 3D, que permitan simular la estructura tridimensional de tejido 6seo.

Unade las premisas para el correcto desarrollo de andamios biocompatibles para la regeneracion
0sea, como se menciona anteriormente, es que el material debe poseer propiedades mecanicas
altamente equivalentes al hueso nativo [27]. Con este fin, en el mismo biorreactor mencionado
en la seccion anterior, se pretende inocular células osteogénicas embebidas en andamios que
simulen la estructura porosa del hueso, a fin de estudiar las propiedades mecanicas del material
bajo condiciones similares a lo que ocurre in vivo, ademas de estudiar el comportamiento celular
ante diferentes estimulos mecéanicos y como estos inciden este sobre la diferenciacion celular.

Biocompatibilidad con otros materiales

Se denomina biomateriales a aquellas sustancias que han sido disefiadas como estructura de
soporte o como intermediarios para mediar la interaccion con componentes de sistemas vivos en
procedimientos terapéuticos o de diagnoéstico [28]. Los andamios generados con biomateriales
deben de cumplir una serie de propiedades mecanicas, tales como biodegradabilidad
controlada y la habilidad de imitar las estructuras bioldgicas y la funcion de la matriz extracelular
[29].

En ingenieria de tejidos y medicina regenerativa, los andamios juegan un papel critico, por lo
gue son disefiados para ser biocompatibles con cierto grado de porosidad y una superficie
que permita la adhesion, migracion, proliferacion, diferenciacion e infiltracion de las células
[29]. Mediante diferentes técnicas biomecanicas, de microscopia, de cultivo celular y biologia
molecular, todas estas caracteristicas son analizadas en los diferentes biomateriales que se
estudian en el laboratorio.

En el pasado, se realizaron en el CIB pruebas con quitosano (obtenido a partir de exoesqueleto
de camardn) y colageno (obtenido de piel de tilapia), para generar un apoésito con miras a su
aplicacion clinica en afecciones de la piel, por lo que fue necesario asegurarse de que tuviera
las caracteristicas necesarias para que células epiteliales pudieran interactuar con él [8]. De
la misma manera, se ha trabajado ademas una serie de materiales de origen bioldgico que
funcionan como soporte para el crecimiento de queratinocitos y fibroblastos (células de la piel)
o bien CMM, todos ellos con miras a la aplicacion clinica.

Actualmente, tanto en los estudios que se realizan a nivel de tejido éseo como en los estudios
que utilizan células musculares, LAINTEC realiza ensayos de biocompatibilidad para verificar la
interaccion que se da entre los materiales y el componente biolégico. Otro de los biomateriales
que se encuentra en estudio es una aleacion metalica nanoestructurada con recubrimientos
biofuncionales, producida por CIEMTEC, y con la cual se busca generar dispositivos médicos
0 parte de ellos.
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Modelos celulares y tisulares para analisis de actividad biolégica

Los cultivos de piel humana in vitro, tanto a nivel de monocapa como en constructos
tridimensionales de piel completa (dermis-epidermis), han resultado Uutiles como modelo
en pequefia escala para el estudio del efecto de sustancias naturales y de materiales con
caracteristicas bioactivas, con miras al desarrollo de alimentos funcionales, nutracéuticos y
fitofarmacos. Los andlisis realizados incluyen: determinacion de efecto antioxidante (método de
DPPH), concentracion de polifenoles totales (método de Folin-Ciocalteu), citotoxicidad en lineas
celulares de distintos tipos de cancer en humanos (cuantificacion de viabilidad celular por medio
del reactivo MTT y de células totales por tincion de DAPI), evaluacion del potencial regenerativo
(ensayo de migracion celular), y analisis de marcadores moleculares de proliferacion, viabilidad
y muerte celular (mediante Western Blot, inmunocitoquimica, e inmunofluorescencia). Esto
permite proporcionar herramientas clave para facilitar la medicina personalizada, al tiempo que
ahorra dinero y reduce la cantidad de animales utilizados para la investigacion. A la fecha, estos
estudios han permitido confirmar el potencial biomédico de sustancias bioactivas presentes
en extractos de diversas plantas en Costa Rica, tales como la mora [10], manzana, anona y
ciruelo [13]-[15], [30], guayaba [11] y varias plantas medicinales (Phyllanthus, Senna reticulata,
Pettiveria alliaceae, Moringa) [12], [16], [17], [31], [32].

Conclusion

La investigacion en ingenieria de tejidos y medicina regenerativa ofrece soluciones novedosas
en el area de Biomedicina, tanto para la generacion de evidencia preclinica, asi como para la
creacion de nuevas estrategias diagnosticas, preventivas y terapéuticas. Con una trayectoria
de mas de 10 afios, los proyectos desarrollados en el Laboratorio de Ingenieria de Tejidos del
CIB en el TEC han contribuido a la capacitaciéon de recurso humano en técnicas de cultivo
y expansion de células humanas y reconstruccion de tejidos humanos in vitro, con miras a
aplicaciones practicas en el area de la salud. La perspectiva a futuro que se ha planteado
el LAINTEC es contribuir ademas al establecimiento y desarrollo en el pais de la medicina
traduccional, un concepto reciente que busca el traslado de los avances alcanzados en el
laboratorio a la préactica clinica diaria, con el beneficio directo para los pacientes y la sociedad
en general.
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