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RESUMEN

Los organoides son estructuras miniaturizadas, generadas principalmente a partir de células madre pluripotentes
inducidas, que se cultivan en el laboratorio conservando sus caracteristicas innatas o adquiridas. Tienen el potencial
de reproducir procesos de desarrollo bioldgico, modelar procesos patoldgicos que permitiran el descubrimiento de
nuevos farmacos y propicien la medicina regenerativa. Sin embargo, estas experiencias requieren perfeccionamiento
constante porque pueden haberse realizado variaciones en la constitucion de estos 6rganos. Por ello, el presente
articulo tiene como objetivo revisar la informacion actualizada sobre organoides y sus procesos experimentales
basicos y recientes, empezando por la gastrulacion, para tratar de imitar, en lo posible, la formacion de las tres capas:
ectodermo, mesodermo y endodermo, incluyendo los factores que intervienen en la induccién, diferenciacion y
maduracion en la generacion de estos organoides. Asimismo, el disefio y preparacion de medios de cultivo altamente
especializados que permitan obtener el drgano seleccionado con la mayor precisién y seguridad. Se realizé una
busqueda de articulos originales y de revision publicados en PubMed, Nature y Science. Los articulos se seleccionaron
por sus resiumenes y por su texto completo. Las conclusiones de este articulo destacan las ventajas futuras en el uso
y aplicaciones de los organoides.

Palabras clave: Células madre pluripotentes inducidas; Gastrulacién; Matrices de disenio; Cultivos tridimensionales;
Diferenciacion celular; Vias de senalizacion; Maduracién celular; Microchips; Cepas embrionarias, Factores de cre-
cimiento (fuente: DeCS BIREME).

ORGANOIDS: FUNDAMENTALS, PRESENT AND
FUTURE

ABSTRACT

Organoids are tiny structures, mainly generated from induced pluripotent stem cells, which are cultured in the
laboratory while retaining their innate or acquired characteristics. They have the potential to reproduce biological
development processes, model pathological processes that will enable the discovery of new drugs and promote
regenerative medicine. However, these processes require constant improvement because variations may have
occurred in the constitution of the organs. Therefore, this article aims to review updated information on organoids
and their basic and recent experimental processes, starting with gastrulation, in an attempt to mimic, as much as
possible, the formation of the three layers: ectoderm, mesoderm and endoderm; as well as the information regarding
the factors involved in the induction, differentiation and maturation during the generation of organoids. Likewise,
the design and preparation of highly specialized culture media that allow obtaining the selected organ with the
highest precision and safety. We searched for original and review articles published in PubMed, Nature and Science.
Articles were selected for their abstracts and full text. The conclusions of this article highlight the future advantages
in the use and applications of organoids.

Keywords: Induced pluripotent stem cells; Gastrulation; Design matrix; Three-dimensional cultures; Cell differentiation;
Signal transduction; Cell maturation; Microchip; Embryonal stem cells; Growth factors (source: MeSH NLM).

INTRODUCCION

Los organoides son estructuras celulares miniaturizadas derivadas de tejidos primarios o de
células madre diferenciadas y autoorganizadas tridimensionalmente (3D) in vitro que mues-
tran arquitectura fisica y funcionalidad organica similares a las de los 6rganos-objetivo: el
cerebro, el higado, rifiones, estdmago, intestinos, y muchos mas, que permiten el modelado,
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tanto de drganos normales, como de los enfermos ) y
tienen potencial para reproducir procesos de desarrollo
bioldgico 7). Estos organoides hardn posible modelar pro-
cesos patologicos y evidenciar aspectos desconocidos que
permitiran el descubrimiento de nuevos farmacos, verificar
la calidad de las drogas, efectuar ensayos toxicoldgicos ¢19
asi como tratamientos médicos mds precisos conducentes
a propiciar la medicina personalizada y regenerativa. La
construccion de organoides que puedan reemplazar funcio-
nalmente (aunque sea en parte) la funcién de algun orga-
no danado se proyecta como una estrategia de la medicina
regenerativa V. El objetivo del presente articulo es revisar
la informacién actualizada sobre organoides y sus procesos
experimentales bésicos y recientes.

ESTRATEGIA DE BUSQUEDAY
SELECCION

Se realizé una busqueda de articulos originales y de revi-
sion publicados en PubMed, Nature y Science. Se limit6 a
articulos en inglés y espanol. Se usaron las palabras: orga-
noides, gastrulacion, cultivos celulares, matrices de disefio,
vias de sefializacion, microchips y COVID-19. Los articulos
se identificaron por los titulos, aproximadamente entre 250-
300, solo los referidos a los temas elegidos. Se seleccionaron
los resumenes de 102 articulos, que luego de una evaluacién
del texto completo se seleccionaron 42 que se muestran en
este articulo y posteriormente se ampliaron a 70 al incluir
aplicaciones especificas de las técnicas para obtener organoi-
des correspondientes a diversos drganos: cerebro, intestinos,
rifiones y aplicaciones para COVID-19. Estas 28 referencias
restantes estan disponibles en el material suplementario.

AUTOORGANIZACION

En 1907 Wilson publicé su trabajo experimental «Un nuevo
método por el cual las esponjas pueden ser criadas artifi-
cialmente», el que mostraba cémo las células de las esponjas
divididas en células individuales y separadas unas de otras
tenian la capacidad de autoorganizarse reconstituyendo asi
el organismo vivo 2.

Posteriormente, aparecieron publicaciones referidas a
experiencias en las que se obtenia in vitro la reconstitucion
completa de 6rganos por reagregacion de células. Sin em-
bargo, los avances mas notables en el area del desarrollo para
la obtencién de organoides se han logrado a partir del per-
feccionamiento de cultivos tridimensionales y técnicas que
derivaron del uso de células madre pluripotentes inducidas.
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CULTIVOS CELULARES

Las células madre reproducidas en capas bidimensionales
crecen en superficies planas y no representan a las células
originales, pierden su fenotipo y no son adecuadas para ge-
nerar organoides, debido a que no muestran interacciones
célula-célula o célula-matriz ni imitan las funciones de las
células, tampoco las vias de senalizaciéon. En cambio, los
cultivos tridimensionales (3D) exhiben una representacion
mas precisa del ambiente natural del organismo. Por eso, son
muy importantes para la formacién de organoides.

El medio en el que se cultivan es importante para el cre-
cimiento, desarrollo y posterior diferenciacién de las células
madre. En los sistemas in vivo, son importantes los concep-
tos de microambiente y nicho (constituido por las capas ex-
ternas de las células inmediatas al microambiente), en donde
destaca la matriz extracelular y el conjunto de interacciones
especificas entre las células de esa region. Para los sistemas
in vitro en donde se desea generar organoides, es clave el uso
de matrices que imiten dicha interaccién.

Esta generacién de organoides requiere como elemento
base a los tejidos primarios, que son los que conforman el
organismo animal y humano, o a las células madre, en parti-
cular las células madre pluripotentes inducidas (iPSC). Estas
iPSC son las mds apropiadas para su derivacion a organoi-
des y no tienen impedimentos éticos ¥, como si los tienen
las células embrionarias (ESC) que impiden el desarrollo del
embrién imposibilitando una vida humana.

CELULAS MADRE PLURIPOTENTES
INDUCIDAS

Las células madre pluripotentes inducidas tienen la cualidad
de ser autorrenovables ¥ y de proporcionar las senales fisi-
cas y bioquimicas que se necesitan para crear un organoide
humano. Las sefiales fisicas son fundamentales para cons-
tituir la arquitectura morfoldgica del organoide, aportando
apoyo para la conexion entre célula y célula, y el crecimiento
celular; también participan en esta tarea los componentes de
los medios de cultivo, entre ellos destacan el colageno y la
laminina. Las sefiales bioquimicas son responsables de la di-
ferenciacion, proliferacién y autorrenovacioén en el proceso
de generacién de organoides, complementados con la Wnt
(Wingless y Int-1), gastrina, acido retinoico, inhibidores de
HDAC, EGE. Se requieren para emular el microambiente ce-
lular, conocerlo mejor, a su microbiota y, particularmente, su
vascularizacién (>'9.

Hace algunos anos se identificaron células madre adultas
de la médula 6sea y el tejido graso que derivan en células de
mas de una capa germinal “7. El afio 1998, Thomson et al. ¥
cultivaron in vitro células pluripotentes tomadas del blastocis-
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to. Utilizaron medios de cultivo de enriquecimiento que esti-
mulan su crecimiento. Asi, las células madre cultivadas vuel-
ven a modificar su caracteristica asimétrica y se convierten
en células madre simétricas al generar dos células iguales que
se multiplican y expanden rapidamente. El estudio de Thom-
son et al. fue pionero en conseguir células madre a partir de
la masa interna del blastocisto y es muy importante porque
fue una experiencia que antecede a los estudios posteriores de
Yamanaka . En el 2007, Takahashi et al. @ lograron obtener,
con el mismo método, células madre pluripotentes inducidas
humanas.

Por la versatilidad de estas células, los cientificos espe-
cialistas la utilizaron para la obtencién de organoides sanos
o enfermos, preservando sus rasgos genéticos mutados o in-
alterados. Para lograrlo habia que transformar previamente
las células a procesar en células madre pluripotentes indu-
cidas; después era necesario tomar las muestras apropiadas
y aplicarles las técnicas actualizadas propuestas por Yama-
naka. Una vez inducidas deberan ser expandidas y diferen-
ciadas para recapitular el 6rgano seleccionado.

GASTRULACION

La gastrulacion es un proceso que tiene lugar después de la
formacion de la blastula y forma el disco embrionario como
consecuencia de la migracién de poblaciones celulares que
se dirigen al epiblasto originando la formacién de las tres
capas embrionarias.

Durante el desarrollo natural del embridn, y después de
la formacién de la moérula, se constituye el blastocisto, una
estructura transitoria embrionaria que aparece entre 4-6 dias
después de la fecundacion, previa a su implantacién en el
endometrio en donde se forman de 70-100 células llamadas
blastocistos que conforman la masa celular interna (MCI),
células que son pluripotentes y se encuentran en el interior
dela cavidad central o blastocele, formando el trofectodermo
(TE) que constituird la placenta y las membranas amniéticas.

Al finalizar la segunda semana se inicia la gastrulacion, un
proceso que tiene lugar después de la formacion de la blastula
y forma el disco embrionario como consecuencia de la mi-
gracion de poblaciones celulares que se dirigen al epiblasto,
originando la formacion de las tres capas embrionarias: ec-
todermo, mesodermo y endodermo, proceso que conduce a
las especificaciones celulares para la generacién natural de los
distintos 6rganos. Termina a fines de la cuarta semana.

Las células del disco embrionario constituidas por una
masa aplanada se organizan en dos ldminas, una que serd parte
de la regién dorsal del futuro embrién denominada epiblasto y
la otra el hipoblasto, en la parte inferior. Ambas capas confor-
man el blastodermo que es el origen de todas las células y teji-
dos embrionarios y también de parte de los extraembrionarios.

https://doi.org/10.17843/rpmesp.2022.392.10203

La formacién de nuevos organismos necesita de la crea-
cién de variadas laminas capaces de formar todos los ele-
mentos constitutivos de las tres capas embrionarias: ectoder-
mo, mesodermo y endodermo @Y, inicialmente constituidas
solo por dos, por lo que se hace imperativa la formacion de
una tercera capa, el mesodermo, que se suma a las dos ante-
riores, epiblasto e hipoblasto, aportados por el disco embrio-
nario laminar, el embridn trilaminar @2.

Para el efecto, algunas células epiblasticas migran, una
parte de ellas se introducira entre las capas del epiblasto y
el hipoblasto con direccién al blastocele y la otra se incor-
porara al grupo de células que constituyen la capa del hi-
poblasto. Esta migracion da lugar a la formacion de la linea
primitiva, que es el aspecto morfoldgico que presentan las
células cuando estdn ingresando a través de ella para formar
el mesodermo, proceso migratorio que se denomina invagi-
nacion y genera una estructura de aspecto alargado de nom-
bre notocorda, la que luego inducira a la formacién del tubo
neural, la placa neural y los cuerpos vertebrales .

La invaginacién origina una disminucion del tamafo
de la cavidad blastocélica, especificada por factores de cre-
cimiento de fibroblastos-8 (FGF-8) que disminuyen la con-
centracion de cadherina-E, proteinas que mantienen unidas
a las células epiblasticas facilitando asi la migracion celular.
Esta disminucion permite la formacién de una nueva cavi-
dad, el gastrocelo, futuro intestino.

Las células epiblasticas que no migraron y quedaron,
constituirdn el ectodermo; la capa que recién ha resultado de
la invaginacion es el mesodermo, y la nueva constituida por
el conjunto de las células del hipoblasto mas las epiblésticas,
conforman el endodermo.

Lopez et al. @ destacan el hecho de que las tres liminas
embrionarias se van desarrollando simultaneamente y for-
man distintos érganos con caracteristicas propias y especi-
ficas para cada uno de ellos, con importantes interacciones
moleculares, celulares y tisulares entre si. También mencio-
nan que muchos de los datos obtenidos en embriologia y los
mas relevantes en los procesos de gastrulacion devienen del
estudio de aves (de gallinas) pero que, sin duda, son tras-
ladables a la especie humana. A continuacion, se resume el
desarrollo de cada capa.

Ectodermo

Constituye la capa externa del embrién y es parte del saco
amniotico que rodea al embrion y contiene al liquido
amnidtico. La parte central, el ectodermo neural, formard el
sistema nervioso y el ectodermo no-neural serd la epidermis.

Mesodermo

Forma un gran nimero de 6rganos, capa intermedia que re-
sulta de la internizacién de la blastula de las células de la capa
superior. La notocorda, su elemento mas importante, tendra
una participaciéon fundamental en los procesos de induccién
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neural. Se ha demostrado que cuando se extirpa la notocor-
da no tiene lugar la diferenciacion del ectodermo neural. El
mesodermo propiamente dicho se divide en tres sectores: el
mesodermo paraxial, el intermedio y el lateral. El mesodermo
paraxial conforma los pares de somnites. Las células que com-
ponen los somnites se diferencian a tres tipos de estructuras
celulares: miotomo, dermotomo y esclerotomo.

Endodermo

Es la capa embrionaria interna, la que con minimos cambios
sigue el proceso de incurvacién embrionaria desde la boca
hasta el ano, formando el tubo digestivo y particularmente a
la mucosa digestiva (Figura 1).

El sistema cardiovascular y el sistema nervioso se cons-
tituyen en la tercera semana de gestacion ). El sistema cir-
culatorio es la primera unidad en funcionar y el corazén lo
hace tan pronto se le requiera para cubrir las necesidades de
oxigeno y nutrientes ©°.

DIFERENCIACION EN LA
NATURALEZA

La expresion genética especifica es la responsable de la codi-
ficacién y produccién de las proteinas que sefializan y trans-
miten informacion intercelular y son las generadoras de la
informacioén intercelular, mecanismo en el que participan

moléculas inductoras, represoras y procedimientos de con-
trol. Participan en esta regulacion génica factores de trans-
cripcién que modulan la expresién de ciertos genes y vias
de senalizacion que, utilizando un procedimiento de sefia-
les, establece una comunicacion intercelular por el que una
molécula denominada ligando se une a la superficie de un
receptor celular que transmite y activa a través de una mo-
lécula, o una cadena de moléculas (via de sefializacién) los
procesos intracelulares de la formacién celular, tisular y or-
ganoidal. Por ejemplo, en el caso de la neurodiferenciacién
es importante el rol del ligando BMP4, que es la proteina
morfogenética dsea codificada por el gen Bmp4. Cuando no
hay actividad Bmp4 el ectodermo dorsal forma tejido neural
por defecto; entonces, la notocorda produce los compues-
tos anti-BMP nogina, folistatina y cordina, inhibidores de
la proteina. Las interacciones moleculares estimulan a las
células ectodérmicas para su transformacion a tejido neu-
ral. La subdivisién del sistema nervioso central es regulada
por los genes Otx2, Gbx2 y Hox que regulan la distribucién
regional. La expresion del gen Otx2 es importante para el de-
sarrollo de las regiones del prosencéfalo y mesencéfalo. Los
genes Gbx2 y Hox estarian implicados en la generacién del
romboencéfalo. La regionalizacion del tubo neural se hace
evidente en la region del cerebro posterior con el gen Hox.
La expresion primera corresponde a la evolucion y dife-
renciacion del corazén #* se inicia con el factor de trans-

Gastrulacion capas

Fuente: elaboracion propia

embrionarias
Ectodermo Mesodermo Endodermo
Ectodermo Ectodermo Tubo digestivo

neural no neural (mucosa digestiva)

Mesodermo Mesodermo Mesodermo

propiamente dicho intermedio lateral
. Anexos de las vias
Riflones P
urinarias
Mesodermo Mesodermo Capa Capa
paraaxial lateral superficial profunda
Mesodermo
Intermedio

Figura 1. Formacion de las tres capas embrionarias en el proceso natural de gastrulacion.
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cripcién Nkx-2.5, resultante de la induccion de los factores
de crecimiento fibroblastico Fgf (Fibroblast-growth-factors)
y Bmp (Bone-morphogenetic-protein) ®*, proteinas morfoge-
néticas de hueso que se expresan en el endodermo ubicado
junto al mesodermo precardiaco y compromete a estas célu-
las como vias de diferenciacién cardiacas ®”. En la Tabla 1 se
muestran los principales factores de induccion y diferencia-
cion celular en los diferentes tejidos.

DIFERENCIACION DE CELULAS
MADRE PLURIPOTENTES
INDUCIDAS

Una vez inducidas las células primarias a células madre plu-
ripotentes es necesario diferenciarlas para obtener las células

Tablal. Factores de induccion, de diferenciacion y maduracién para la
generacion de organoides.

Organoides Elementos de diferenciacion

Suplemento N2, NEAA, heparina para la induc-
cién neural. Insulina, 2-mercaptoetanol para la
diferenciacion. Vitamina A, 4cido retinoico para
maduracion.

Cerebro

Activina-A, BMP4, sefalizaciéon Wnt /beta-cate-
nina, marcador Lgr5 para la induccién del endo-
dermo. FGF4, ligandoWnt3A. Rspondin-1 para
la diferenciacién. Gremlin y Noggin, EGE, FGF4,
Wnt, afamina, ZRNF3, RFN43

(ubiquitinasas) para maduracion.

Intestinos

Activina-A para la induccién del endodermo.
BMP4, FGF2, factor de crecimiento de hepato-
citos para la diferenciacién. Oncostatina-M para
maduraci6n.

Wnt, inhibidor de GSK3a para la inducciéon del
mesodermo intermedio. FGF9 para la diferencia-
cion

Higado

Rifones

Activina-A para la induccion del endodermo.
Wnt, BMP, FGE, cAMP. Y-glucocorticoides para
la diferenciacion.

Pulmones

Activina-A: proteina de estructura dimérica; afamina: glicoproteina que transpor-
ta vitamina E; BMP: proteina morfogenética 6sea; BMP4: proteina morfogenéti-
ca Osea 4 es un gen codificador de proteinas; cAMP: monofosfato de adenosina
ciclico, segundo mensajero utilizado para la induccion de sefales intracelulares;
EGEF: el factor de crecimiento epidérmico es una proteina que estimula el creci-
miento y la diferenciacion celular combinandose con su receptor EGFR; FGF: el
factor de crecimiento fibrobléstico-23 es una proteina sintetizada en el osteocito;
FGF2: factor de crecimiento de fibroblastos basico; FGF4: factor de crecimiento
de fibroblastos 4 es un gen codificador de proteinas; FGF9: factor de crecimiento
de fibroblastos 9; Gremlin y Noggin: son antagonistas de la proteina morfogené-
tica dsea que inhiben la sefializacion de BMP; ligando Wnt3A: via de senalizacion
canonica; NEAA: suplemento de cultivo celular es una solucién madre 100x que
contiene siete tipos de aminodcidos no esenciales; oncostatina-M: glicoproteina
con un peso molecular aproximado 28 kDa, es una citoquina pleiotropica del tipo
IL-6; Rspondin-1: es una proteina que se encuentra en el cromosoma 1 interactia
en humanos con Wnt4 en el proceso de desarrollo sexual femenino; suplemento
N2: concentrado 100X quimicamente definido de la formulacién N-2 de Botens-
tein; Wnt/beta-catenina: proteina para sefializacion; Lgr5: marcador para la induc-
cion del endodermo; Wnt: via de sefializacion canénica; Y-glucocorticoides: son
hormonas de la familia de los corticosteroides que participan en la regulacion del
metabolismo de carbohidratos, ZRNF3 y RFN43 son dos ligasas E3 transmembra-
na que eliminan los receptores Wnt de la superficie de las células madre.
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que conformaran el organoide. Para ello se emplean factores
especiales que se agregan al medio de cultivo y son especi-
ficos para cada tipo de organoide por obtener. Estos facto-
res responden al desarrollo embrionario. Para conocer los
procesos que ocurren en la naturaleza, en particular en los
mamiferos y el hombre, lo mejor es imitarlos y profundizar
en el desarrollo genético, bioquimico y fisico que se da en
la evolucion del ser humano desde la fertilizacion del évulo
por el espermatozoide (la primera etapa desde la formacion
del cigoto), hasta que se establecen los esbozos de los futuros
organos, cuando las células ya estan comprometidas a sus
destinos irreversibles.

GENERACION DE ORGANOIDES

Como se ha revisado, en la gastrulacion se forman tres capas
embrionarias y cada una de ellas deriva a distintos 6rganos,
por ello es imprescindible inducir primero la formacién de
la capa embrionaria de la cual se derivard el 6rgano objetivo.
Para esto se utilizan las sustancias inductoras que estimulan
la formacion de la capa correspondiente.

En la Figura 2 se observan algunos de los 6rganos que
derivan de cualquiera de las tres capas embrionarias; la capa
embrionaria correspondiente, estimulada por los inductores
especificos para su formacion, debe recibir, ademds en su
medio de cultivo, los elementos que van a estimular, directa-
mente o a través de las vias de sefializacion, la diferenciacion
especifica de las células que constituiran el 6rgano esperado.

En la Tabla 1 se observan los elementos de diferenciacion
requeridos para la generacion de algunos organoides como
los de cerebro, intestinos, higado, rifiones y pulmones.

Activina-A

La activina-A, polipéptido de la glucoproteina dimérica,
pertenece a la familia del factor de crecimiento transformante
TGF-P, y regula diversas funciones bioldgicas, sehala a
través de la proteina SMAD213 la proliferacion celular,
la diferenciacién, la apoptosis y el metabolismo, pero
principalmente estimula a la FSH que es una gonadotropina,
hormona foliculoestimulante del desarrollo, el crecimiento, la
maduracién puberal y los procesos reproductivos del cuerpo.
Es sintetizada y secretada por la glandula pituitaria anterior.

Sefalizacion BMP

Proteina morfogenética

La proteina morfogenética inductora del endodermo regu-
la directamente o interactia con otras vias para controlar la
especificacion del endodermo. Zang y Jianwen " de la Uni-
versidad de Columbia comentan que TGF es un factor de
crecimiento tumoral referido a la sefalizaciéon BMP. La via
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Fuente: elaboracion propia

Figura 2. Las tres capas embrionarias inducidas de las células madre pluripotentes y sus diferenciaciones importantes

de la proteina morfogénica dsea (BMP) es esencial para la
morfogénesis de maltiples 6rganos en el aparato digestivo. La
sefalizacién BMP regula la funcién gastrointestinal y la pro-
gresion de la enfermedad: células madre, células progenitoras
e inflamacién. La via BMP esta constituida por factores que
inducen la formacién de huesos y cartilago, ademas de tejidos
pulmonares, rifiones, el tracto gastrointestinal y 6rganos aso-
ciados. Modulan muchas actividades celulares, como la pro-
liferacion, diferenciacion y migracion en diferentes drganos
(esofago, estdmago e intestinos).

Familia de la R Spondinas

R-Spondinl es un factor esencial de crecimiento para la for-
mulacién de medios de cultivo en la generacién de organoi-
des de intestino; la familia de las R-espondinas son factores
que potencian la actividad de la via Wnt en las células madre
epiteliales, Gremlin-1 o Noggin y las sefiales de diferencia-
ci6on de la via BPM. Ante los problemas de variacion lote a
lote que ocurren en los procesos de generacion de organoi-
des, Urbischek et al. 2, de la Universidad de Cambridge,
presentaron formulaciones de medios que permiten derivar
y mantener organoides de colon, estomago, pancreas, higado
y prostata. Estos medios contienen preparaciones altamente
puras de R-espondin-1 y Gremlin-1, obtenidas de expresio-
nes bacterianas. Son formulaciones que describen las tareas
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de produccién de factores de crecimiento, control de calidad
y también de los medios de cultivo respectivos.

Recientemente Hacker y Ordéiez-Moran ®¥ continuando
los avances de Urbischek, desarrollaron un procedimiento de
produccion a gran escala de proteinas recombinantes R-espon-
din-1y Noggin a partir de células de rifion embrionario humano
293 (HEK293) cultivadas en suspension y agitadas orbitalmente
en un biorreactor durante siete dias. Los autores comunican que
este sistema ofrece un alto rendimiento y eficiencia significativa.

En muchos casos la formacion del 6rgano no se repro-
duce completamente, permanece en su estado fetal o en una
etapa transitoria, entonces requiere madurarse como parte
final del proceso, por lo cual, es necesario utilizar elementos
de maduracién que lleven al 6rgano en formacion a su esta-
do final de érgano maduro (Tabla 1).

VIAS DE SENALIZACION

Las vias de sefalizacién son procesos intercelulares de co-
municacion en los que una molécula denominada ligando
se une a otra que se encuentra en la superficie de una célula,
parte de un tejido, denominada receptor que recibe, trans-
mite y activa a través de una molécula o cadena de moléculas
los procesos de formacion celular, tisular y organoidal.
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Takahashi y Shiraishi ® indican que el epitelio intestinal
experimenta una autorrenovacién rapida y continua, un
compromiso y una diferenciacion celular a lo largo del eje
cripta-vellocidad durante el periodo posnatal. Las células
Paneth controlan a las células madre y a las expresiones
de sefiales de nicho, tales como el factor de crecimiento
epidérmico, el factor de crecimiento transformante a-Wnt3
y el ligando-4.

La sefalizacion de Wnt es controlada por ligandos y recep-
tores y también por activadores e inhibidores incluidos en la
sefalizacién R-Spondin-LGR. Las células madre intestinales
(ISC) que se ubican en la base de la cripta regulan el equilibrio
de su diferenciacion y autorrenovacion. La sefializacion regula-
da de IFN preserva la potencia de las células madre intestinales
en ratones utilizados como control 9. El factor regulador de
interfer6n-2 (IRF2) afecta negativamente la sefializacion del
interferon.

Andrews et al.®® comunican sus experiencias con la via
de sefializacion de rapamicina en mamiferos (mTOR) que
estd activa en las células oRG humanas y afirman que las mu-
taciones en los genes de la via mTOR estan asociadas con di-
versos trastornos del neurodesarrollo y malformaciones del
desarrollo cortical. En consecuencia, la sefializacion mTOR
regula su morfologia y migracion.

MATRICES DE DISENO

Para imitar in vitro las propiedades fisicas y bioquimicas del
microambiente en el que desarrollan las células en un orga-
nismo vivo, como se requiere para su diferenciacion, es ne-
cesario disenar y preparar medios de cultivo especiales que
contengan todos los elementos requeridos para el manteni-
miento, crecimiento y diferenciacion celular. Usualmente
se utilizan el medio de cultivo matrigel y el coldgeno tipo-I,
particularmente para generar organoides a partir de células
madre pluripotentes inducidas y de células madre adultas,
pero preocupa que en algunos casos el origen animal de uno
de los componentes del matrigel pueda afectar a los organoi-
des que se formen al dar lugar a variaciones lote a lote, dis-
minuyendo la validez del trabajo experimental o debilitando
sus conclusiones. Por eso es recomendable que los investiga-
dores que trabajen en estas areas puedan disefiar sus propias
matrices, o cuando menos modificar su composicion a fin
de adecuarlas al desarrollo del 6rgano que se ha elegido y
obtener resultados que se ajusten a lo esperado, con mayor
precision y seguridad.

Las matrices asi preparadas se denominan matrices de
disefio y exigen tener en cuenta a las células parenquimato-
sas, las células inmunes, las células vasculares y las neurales,
para lograr el organoide que se espera, uno que se ajuste a
las caracteristicas del érgano seleccionado. Debe, ademas,
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incluir todo lo relacionado con su microambiente, la ma-
triz extracelular y el nicho, los factores de crecimiento, los
compuestos quimicos que interactdan, las enzimas y todo lo
que emita sefiales fisicas y bioquimicas que permitan lograr
el crecimiento, la morfogénesis de tejidos y los organoides
con la forma y tamafo definidos, e incluyan proteinas pro-
motoras e inhibidoras del crecimiento celular, proteinas de
membranas, entre otras. Las matrices pueden fabricarse con
materiales naturales o sintéticos; estos ultimos tal vez pudie-
ran permitir controles mas precisos de los microambientes
celulares.

Los parametros que otorgan a las matrices capacidad
para modular la formacién son: rigidez, composicion, de-
gradabilidad, geometria, control de las actividades de los
factores de crecimiento y capacidad de unir a estos factores.
De todos ellos destaca el primero, la rigidez, que es detecta-
da por las integrinas ®” en donde las més suaves (190P.a.)
promueven la diferenciacién. La laminina-511 y la lamini-
na-521, a partir de células endodérmicas humanas ®¥, pro-
mueven la diferenciacion a células hepaticas.

Si se realizaran experimentos con pérdidas de una fun-
cion determinada se podria determinar los componentes de
la matriz extracelular (ECM) y de su proteina ensayando con
el secretoma la funcionalidad en la promocién de la forma-
cién y desarrollo de organoides. Malta et al. ®® desarrollaron
un procedimiento basado en la ECM para estudiar las molé-
culas que la constituyen y hacen posible la diferenciacion del
endodermo a células hepdticas y pancreiticas.

Las matrices, en general, requieren de una matriz de so-
porte para continuar con las caracteristicas y funciones simi-
lares a las de un 6rgano determinado. Jee et al. “” desarrolla-
ron una matriz nueva basada en coldgeno tipo-I, nutrientes
Ham's F12 y bicarbonato, obteniendo organoides de colon
y del intestino delgado de ratén. La ECM estaba constituida
por coldgeno y laminina que permiten la proliferacién de las
células madre pluripotentes, ademas de su diferenciacion. El
colageno es parte de las proteinas que constituyen la ECM
de los humanos, los seres vivos en general y participan en la
migracion y division celular, entre otras funciones.

MICROCHIPS Y ORGANOIDES

Naumovska et al. “V en un articulo recientemente publica-
do reconocen la contribucién de los organoides intestinales
para el desarrollo de firmacos. Plantean la diferenciacion de
células madre pluripotentes inducidas al fenotipo intestinal,
cultivados en un gel en chips microfluidicos en los que las
células, luego de formar una estructura tubular, pierden sus
caracteristicas de células madre y adquieren las de células in-
testinales maduras como la de enterocitos, células de Paneth
y neuroendocrinas.
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Caruso et al. “? publicaron un trabajo de revisién so-
bre el uso de dispositivos microfluidicos en el que describen
los beneficios de estas tecnologias y comentan su capacidad
para cuantificar especies quimicas, alta sensibilidad y ra-
pidez analitica para el estudio de las interacciones farma-
co-organo. Se destaca la utilizacién de la electroforesis de
microchips (EM) en estudios biologicos, toxicoldgicos y de
farmacos.

CONCLUSIONES

Las previsiones sobre la bondad del modelo de organoides
referidas al desarrollo bioldgico de drganos y tejidos se han
cumplido ampliamente. Lo mismo en cuanto al inicio y pro-
greso de las enfermedades, sentando las bases para la obten-
ci6én de farmacos y el logro de tratamientos conducentes a la
medicina personalizada. El avance en profundidad sobre el
tema de las vias de sefializacion es notable, asi como todo lo
que se refiere a los elementos de diferenciacion y madura-
cion. El proceso de generacion de organoides para continuar
ampliando su desarrollo, debe incorporar muchos méds in-
gredientes a las matrices de disefio, de manera tal que se per-
feccione progresivamente la similitud de los organoides ge-
nerados con respecto a los 6rganos nativos. Para este efecto
debera investigarse mas el proceso natural de desarrollo de
organos, tejidos e incluso células (gastrulacion) penetrando
a los mecanismos moleculares de modo que se determinen
incluso las reacciones quimicas que tienen lugar al interior
de células y tejidos, asi como nichos y matrices extracelula-
res. El desarrollo bioquimico serd muy importante en esta
etapa en la que podra llegarse a la identificacién estructural
de los componentes, enlaces quimicos y también estructuras
estereoquimicas de los ligandos. Los aspectos fisicos seran
cada vez mas importantes, considerandose para ello las pre-
siones y los espacios fisicos, las fuerzas mecanicas aplicadas
por las células a los tejidos que las rodean, las densidades de
los elementos quimicos y hasta los fenémenos de atraccién y
repulsion de las cargas eléctricas. Ya existen microchips que
utilizan una plataforma microfluidica.

En estos estudios se destaca la importancia de las varia-
bles propias del método cientifico, las variables causales, las
interferentes, especialmente las de confusién, temporales y
muchas mas, pero su busqueda y definicion habra de ocurrir
siempre con estudios experimentales de mucha profundi-
dad. Para comenzar el proceso de modulacién es recomen-
dable iniciarlo con la induccién de las células naturales,
reprogramandolas, para obtener células madre pluripoten-
tes inducidas, porque ellas evidenciaran sus caracteristicas
sanas o enfermas muy minuciosamente, lo que permitird
un avance cientifico significativo. También podra iniciarse
directamente con las células naturales. Se ha previsto que la
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generacion de organoides asociados a las técnicas de edicion
genética CRISPR-CAS9 ofreceran resultados extraordina-
rios e imprevisibles. Ademds, la creacion de nuevos instru-
mentos con avances inimaginables, como puede ocurrir con
el microscopio de fuerzas atdmicas que podra ampliar la vi-
sién humana hasta conducirnos a limites extraordinarios y
permitirdn ver con mayor definicién las moléculas y aun los
atomos. No hay duda de que estos instrumentos haran posi-
ble examinar los organoides (microdrganos) con mayor pro-
fundidad y precision. Este perfeccionamiento instrumental
impulsard la identificacién de elementos que aun no se ha
logrado con la nanotecnologia, apoyando trabajos actuales y
desarrollando ampliamente el drea de los microchips.

La tecnologia merece una mencién especial por sus
aportes futuros en el desarrollo y aplicaciéon de organoides,
considerados imposibles hace pocos afios. Continuaran los
estudios microbiolégicos con bacterias y virus. Hasta aho-
ra se ha trabajado con insistencia organoides en su relacion
con el Helicobacter pylori, y en el caso de los coronavirus,
particularmente lo sera con el SARS-CoV-2, causante de la
pandemia que azota actualmente a la humanidad. Debe con-
siderarse las grandes limitaciones que se tiene actualmente
en el desarrollo de los organoides, sobre todo para generar el
microambiente celular requerido para las funciones del 6r-
gano, tomando en cuenta la diversidad y gran complejidad
celular de los tejidos de cada drgano. Los desafios en el de-
sarrollo de organoides, estudios de imdgenes y funcionales:
contractilidad, transmisién del impulso nervioso, filtracién,
etc. deberdn evaluarse, ya que requieren mejores medios
matriciales y exhiben significativas ausencias referidas parti-
cularmente a los aspectos vasculares y la neurotransmision.
Toda esta evolucién lograda a la fecha con los organoides es
el resultado del esfuerzo creativo humano que ha llegado a
conclusiones y propuestas a veces sorpresivas e inesperadas,
fruto de la creatividad humana, desarrollo que exhibe una
notable tendencia al perfeccionamiento cientifico.
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