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RESUMEN

Las células madre mesenquimales humanas (hMSCs) son un tipo de
células mutipotentes presentes en tejidos adultos que tienen
capacidad para diferenciarse, tanto in vivo como in vitro, pudiendo dar
lugar a varios tipos celulares, incluyendo osteocitos, condrocitos y
adipocitos. Estas propiedades hacen de las MSCs, junto con el
desarrollo de biomateriales, una de las piezas clave en la investigacion
en Ingenieria de Tejidos. La combinacion de estos dos elementos con
factores de crecimiento capaces de inducir formacion de hueso,
cartilago y tejido conectivo, podrian llevar al desarrollo de terapias de
primera linea para la regeneracion Osea. Estas terapias serian
aplicables al tratamiento de fracturas de tamafio critico o de
enfermedades que cursan con pérdida de masa 6sea, tales como la
osteonecrosis, tumores 6seos 0 la osteoporosis, que constituye un
gran problema sanitario en la sociedad actual.

Palabras clave: células madre, regeneracién 6&sea, factores de
creciemiento, biomateriales, Ingenieria de Tejidos.

ABSTRACT

Human mesenchymal stem cells (hMSCs) are a type of multipotent
stem cells present in adult tissues, that have the ability to differentiate,
both in vivo and in vitro, into different cell types, including osteocytes,
chondrocytes and adipocytes. Thanks to these properties hMSCs are,
together with biomaterials, one of the key pieces in Cell and Tissue
Engineering research. The combination of these two elements with
growth factors used to induce the formation of bone, cartilage or
connective tissue, could lead to the development of first-line treatments
for bone regeneration. These treatments could be applied to critical-
size fractures or diseases associated to loss of bone mass, such as
osteonecrosis, bone tumors or osteoporosis, which currently
constitutes a major health problem in our society.

Key words: stem cells, bone regeneration, growth factors,
biomaterials, Tissue Engineering.



OBJETIVOS Y METODOLOGIA

El objetivo principal de este trabajo es estudiar los factores
fundamentales para el desarrollo de las técnicas actuales de ingenieria del
tejido Oseo (células madre mesenquimales, materiales bioportadores y
factores de crecimiento), asi como analizar cuales son las perspectivas de
futuro de dichas técnicas. Ademas, nos proponemos describir la evolucién y
el desarrollo de los biomateriales en biomedicina durante las ultimas
décadas, y profundizar en las propiedades intrinsecas del hueso, el proceso
de osteogénesis y las caracteristicas de las patologias asociadas con pérdida
de masa Osea.

Para ello, se ha realizado una revision bibliografica sobre la Ingenieria
de Tejidos en el sentido amplio del concepto y sus aplicaciones clinicas en la
actualidad. Posteriormente, este trabajo se ha centrado en los aspectos
relacionados con la regeneracion del hueso, un campo en auge debido a la
alta incidencia en la poblacién actual, de patologias que cursan con pérdida
de masa 6sea y para las cuales el uso combinado de células madre y de
biomateriales es una solucion cada vez con mas tasa de éxito.

La base de datos de referencia para la realizacion del trabajo ha sido
PubMed, ya que agrupa la mayor parte de las publicaciones relacionadas con
las bases moleculares y avances clinicos en el campo de la regeneracion
O0sea. En general, se han escogido las publicaciones mas recientes y se han
consultado numerosas revisiones bibliograficas. También se ha recurrido a
libros especializados y monografias, sobre todo para el marco més teorico de
los temas clinicos y de fisiologia. Todas estas referencias se incluyen en el
apartado de Bibliografia del presente trabajo, identificadas de forma
numerada, siendo de esta manera citadas a lo largo del texto. Para este
cometido se ha utilizado el programa informético EndNote.



ABREVIATURAS

ASCs

BMPR

BMPs

EMEA

HLA

hMSCs

ISCT

MSCs

ONCF

PTH

SERMs

TGFp

VIH

(Adult Stem Cells)
Células madre de tejidos adultos

(Bone Morphogenetic Protein Receptor)
Receptor de Proteinas Morfogenéticas del hueso

(Bone Morphogenetic Proteins)
Proteinas Morfogenéticas del hueso

(European Agency for the Evaluation of Medicinal Products)
Agencia Europea del Medicamento

(Human Leukocyte Antigen)
Antigenos Leucocitarios Humanos, Histocompatibilidad

(human Mesenquimal Stem Cells)
Células madre mesenquimales humanas

Internaltional Society for Cellular Therapy
Sociedad Internacional de Terapia Celular

Ingenieria Tisular o Ingenieria de Tejidos

(Mesenquimal Stem Cells)
Células madre mesenquimales

Osteonecrosis de cabeza femoral

(Parathormona)
Hormona paratiroidea

(Selective Estrogen Receptor Modulators)
Moduladores selectivos de los receptores estrogénicos

(Transforming growth factor beta)
Factor de crecimiento transformante beta

(Human Immunodeficiency Virus)
Virus de la inmunodeficiencia humana



1. INTRODUCCION A LA INGENIERIA TISULAR.

1.1. Concepto.

El término Tissue Engineering (Ingenieria Tisular o Ingenieria de
Tejidos, IT) fue adjudicado a esta disciplina en 1987, durante una reunién de
la Fundaciéon Nacional de Ciencias de la Medicina Humana en Estados
Unidos.

La Ingenieria Tisular (IT en adelante), es una especialidad de la
Biomedicina, cuyo objetivo principal es el disefio de estructuras biologicas
funcionales para sustituir, reparar o regenerar tejidos dafados, ya sea
parcialmente o en su totalidad.

La IT es un area altamente interdisciplinar, ya que precisa de la
colaboracion de expertos en ciencias de la vida, quimicos, fisicos e
ingenieros para resolver problemas clinicos y quirdrgicos, puesto que, en
sintesis, la IT usa células cultivadas en el laboratorio, o incluso modificadas
genéticamente, como un material de ingenieria. El término “Ingenieria”, en
este contexto, agrupa las estrategias usadas para la formacion de estructuras
funcionales, es decir, los factores necesarios para la regeneracion del tejido
dafiado (células, biomateriales y factores de crecimiento) y la interaccion
entre todos ellos. El primer desafio al encarar las investigaciones en este
campo es lograr la combinacién O6ptima de estos elementos para el
tratamiento de un problema clinico particular.

La IT es, por tanto, una disciplina muy amplia y en continuo desarrollo.
En este trabajo, se va a describir la parte de la IT relacionada con el tejido
0seo y la regeneracién de hueso con fines terapéuticos.

1.2. Historia e importancia de la Ingenieria Tisular.

En 1890 se realiz6 el primer reemplazo total de cadera con una
protesis de marfil, aunque la IT comenz6 a desarrollarse mas propiamente en
el siglo XIX con la implantacion de dispositivos metdlicos para fijar fracturas.
Estos dispositivos metéalicos siguieron siendo el material mas utilizado en
diversas aplicaciones médicas hasta mediados del siglo XX.

A partir de los afios 50, comenzaron a disefiarse dispositivos basados
en polimeros sintéticos, que evolucionaron rapidamente debido a su gran
potencial. En la década de los 60, aparecio la primera generacion de
polimeros de origen organico. Durante este tiempo, el objetivo principal de la
investigacion en este campo era obtener materiales cuyas propiedades
fisicas y mecénicas se adaptaran lo mejor posible a las del tejido a
reemplazar, y que ademas reaccionaran minimamente con el tejido
circundante, es decir, materiales bioinertes. Posteriormente, entrados los
afios 80, surge una segunda generacion de biomateriales, los materiales
ceramicos bioactivos, que se enlazan quimicamente con el tejido vivo que



les rodea, aunque sus caracteristicas mecanicas son inferiores a las de las
ceramicas bioinertes. En esta década, también comienzan a desarrollarse los
materiales llamados bioabsorbibles, que pueden ser reabsorbidos y
metabolizados por el organismo, y los biodegradables, que son aquellos que
se descomponen con el paso del tiempo sin causar toxicidad. Estos ultimos
hallazgos supusieron un gran avance, ya que ahora sabemos que cuando un
material no es biocompatible, su introduccion en el organismo puede generar
numerosas complicaciones, tales como inflamacion, granulomas, rechazo o
necrosis, entre otras.

Todo este desarrollo y las posibilidades clinicas que brindaba
guedaron patentes en el incremento del numero de publicaciones registradas
desde finales de los 80 hasta finales de los 90 (Figura 1) [1].

60 - Publicaciones Figura 1. Numero de

50 i publicaciones listadas
‘ i sobre  Ingenieria  de
40 | Tejidos desde 1989
l hasta 1998. (Imagen
30 | obtenida de Bonassar LJ,
/ Tissue Engineering: The
20 1 P First Decade and
/ Beyond, 1998 [1]).
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Actualmente, nos encontramos inmersos en el desarrollo de una
tercera generacion de biomateriales cuyo disefio busca la interaccion con el
tejido de forma especifica mediante estimulos a nivel celular y molecular; y
gque combinan las propiedades de bioactividad, bioabsorcion 'y
biodegradacion dentro del mismo material (Figura 2).

Figura 2. Triada de la Ingenieria
de Tejidos Oseos. Una matriz
tridimensional  (andamio), unas
células progenitoras (células madre
u osteoblastos) y un componente
molecular bioactivo son necesarios
para la creaciébn de implantes
osteogénicos eficientes. (Imagen

Y/ Andamio Tridimensional [,

Regeneracién Osea

obtenida de Alvarez JF, Osseous

| SRS Regeneration  through  Tissue

@@ H 5"51_5;‘.}7.-;:' Engineering: an introduction, 2009
Células Osteoblésticas Moléculas Bioactivas [2]) ’

o Progenitoras (Madres) (Factores de Crecimient:



La IT es considerada clave en la medicina personalizada del futuro, de
hecho, hay numerosos ensayos clinicos en marcha con prometedores
resultados, y es una de las disciplinas que estd recibiendo una inversion
econdmica mas fuerte, tanto desde el ambito publico como desde el privado.
Esta elevada inversién responde al creciente niumero de personas que se
enfrentan a la acuciante necesidad de tejidos u oOrganos para sustituir
aquellos que ya no funcionan o estan dafados. Tanto la pérdida total o
parcial de tejido, como la pérdida de la funcion de un 6rgano, son o pueden
ser, extremadamente graves y suponen un importante problema de salud.
Estas situaciones que necesitan de una fuente de nuevos tejidos u 6rganos
pueden ser el resultado de un defecto congénito, una enfermedad (ej.
cancer), un suceso traumatico (ej. accidente de trafico) o una necesidad
estética (ej. reconstrucciobn de pecho tras una mastectomia). El uso de
organos para trasplantes, en muchas ocasiones, se ve limitado por la
existencia de una demanda que supera con creces al nUmero de donantes.
De hecho, a nivel mundial, anualmente un gran nimero de pacientes muere
en listas de espera y muchos otros no llegan ni siquiera a integrarlas. Este
problema podria resolverse disponiendo de érganos producidos de forma
sintética en el laboratorio mediante ingenieria de tejidos.

Otro factor a tener en cuenta en cuanto a la importancia de la IT en el
futuro es el aumento de la esperanza de vida de la poblacion. Actualmente,
un 30% de la poblacién tiene mas de 60 afios con lo cual hay un incremento
notable de la incidencia enfermedades como la osteoporosis o la artrosis, que
requieren en muchos casos de la utilizacion de protesis para recuperar la
funcionalidad de la zona afectada y aliviar el dolor. Para responder a estas
necesidades, el sector de las prétesis y los biomateriales crece a un ritmo del
6% anual, generando s6lo en EEUU mas de 100 millones de délares al afio.
Sin embargo, es necesaria una gran inversion en I+D+i para desarrollar estos
productos, asi como estrictos protocolos y controles de seguridad, lo que
implica un entorno desfavorable para las empresas en el corto plazo, aunque
muy rentable posteriormente.

Hoy en dia, los cientificos que trabajan en IT intentan fabricar
practicamente cualquier tejido humano, aunque no en todos los casos se ha
conseguido. Un ejemplo de éxito es la regeneracion de hueso y cartilago, lo
gue ha permitido incluso generar productos para su uso en clinica ya
aprobados por la EMEA (Agencia Médica Europea).

La medicina regenerativa es, por tanto, un campo en continua
expansion que se espera sea de uso generalizado en clinica en los préximos
afos.

1.3. Bases de las técnicas de regeneracion del tejido 6seo.

El proceso de “bioingenieria” implica frecuentemente la creacion de un
andamio poroso tridimensional, cuyo disefio y material de origen dependen
del objetivo del proyecto. Una vez que se crean los andamios (o scaffolds), se
pueden introducir células para iniciar el proceso de formacién del tejido. Si el



entorno es adecuado, las células se adhieren, proliferan y se desarrolla el
tejido predeterminado. Es frecuente, ademas, el uso de factores de
crecimiento especificos que dirigen las cascadas de sefalizacion para
conseguir la formacion del tejido de interés. En algunos casos, las células, los
andamios y los factores de crecimiento se mezclan de forma simultanea,
permitiendo que el tejido se autoensamble (Figura 3). Sin embargo, también
es posible utilizar un andamio ya existente, por ejemplo, las células de un
organo donado pueden desprenderse dejando un andamio de colageno
desnudo que puede servir como soporte para el crecimiento de nuevo tejido.

Figura 3. Esquema de
las diferentes formas de
implante, segun
incorporen o no células
dentro del soporte.

Células

A (Imagen obtenida de la
: y & publicacion “Tendencias
- Biocompatible A ‘5322 . . ”
- Osteoconductor AAAAQ en Biomateriales
ﬁfﬂﬁiﬁes Plataforma de debate,
- Osteoinductor s?porte + Maria Vallet [3])
Células

- Biodegradable/
Reabsorbible
- Poroso

A fin de evitar un posible rechazo, lo mas deseable es utilizar las
propias células madre del paciente (autdlogas), previamente extraidas y
expandidas in vitro, para iniciar la colonizacién del material de soporte (Figura
4).

Figura 4. Células son
aisladas de una zona sana
del paciente y expandidas
e para ser sembradas en un
andamio tridimensional.
& implantacion Posteriormente las células
Q. Regeneracion de Tejido Oseo son estimuladas
" bioquimicamente e
Ny implantadas para estimular
?‘_&m‘f{; la regeneracion  Osea.
Factor de Crecimiento (l magen obtenida de
Alvarez  JF, Osseous
Regeneration through
Tissue Engineering: an

Expansién Celular Cultivo Tridimensional intrOdUCtiO, 2009 [2])

Estimulacion Celular

Osea

Estas células madre autélogas pueden extraerse mediante una biopsia
minimamente invasiva, se procesan de manera controlada y segura, y se
devuelven al paciente contenidas en el soporte mas apropiado. Aun mejor
seria poder reclutar o movilizar, una vez implantado el andamio, las células
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madre del propio tejido y que éstas colonicen el implante in situ. Para ayudar
a este proceso, tal y como hemos mencionado anteriormente, se utilizan
también factores de crecimiento que promuevan la formacion de nuevo tejido
0seo.

1.4. Biomateriales. Clasificacion, aplicaciones y
propiedades.

Un Biomaterial se define como “una sustancia natural o sintética cuya
misién es reemplazar una parte o una funcién de nuestro organismo, de
forma segura y fisiologicamente aceptable”. Los biomateriales se pueden
clasificar en funcion de su composicidbn quimica (metales, polimeros,
composites 0 compuestos, ceramicos 0 semiconductores), de su origen
(naturales o sintéticos), de su uso (temporal o permanente), de su
localizacion (intra o extracorporeos) o de la funcion que desempefian
(soporte, diagnostico o tratamiento). Ademas, algunos biomateriales
contienen farmacos y son considerados medicamentos, y otros portan células
vivas y conforman los denominados biomateriales hibridos. Existe ademas
una gran diversidad de aplicaciones finales de estos biomateriales. En la
Figura 5 se muestra un esquema general del potencial de esta tecnologia,
aunque en este trabajo se van a tratar en detalle las técnicas, aplicaciones y
potencial de los biomateriales utilizados en la regeneracion ésea.

Lentes de contacto Derivaciones hidrocefalicas

Implantes 2 Catéteres del sistema
maxilofaciales % nervioso ) 5
4\ Sistemas de inyeccion
. | W ;
i SRETE x‘ Marcapasos cardiacos
Tubos de traqueotomia 4 —— o i
q ”' = R 1% Stents uroldgicos

Implantes de pecho Infiltraciones subcutaneas

Productos para dialisis

\ peritoneal

Implantes vasculares /
|

Stents biliares

/i ‘ ‘ \\\\\
Reparacion de heridas {\ ) . '
I a ! Dispositivos de incontinencia
Cateterismos | .
\ b Implantes peniles

Implantes ortopédicos /

$1 Sistemas de liberacién de

Dispositivos de fijacion ] farmacos

. . Productos de hemodialisis
Dispositivos para
osteotomia

Implantes para juntas pequenas Fotd &1 Dispositivos de drenaje

Figura 5. Aplicaciones generales de los biomateriales. Son numerosos los campos de la
medicina que pueden beneficiarse de las ventajas clinicas de los biomateriales.



Las propiedades requeridas por un biomaterial que va a ser usado
como protesis para el sistema musculo-esquelético son muy restrictivas.
Ademas de causar el minimo rechazo posible, hay que tener en cuenta
numerosos factores:

- Los fluidos corporales son altamente corrosivos, por lo que el material
debe ser resistente a dicha corrosion.

- La protesis debe tener unas buenas propiedades mecénicas, ya que el
sistema musculo-esquelético tiene que soportar fuerzas considerables y
variables.

- Las articulaciones estan sometidas a fuerzas de contacto permanente, por
lo que aquellos biomateriales utilizados para reemplazar articulaciones,
deben tener una cierta resistencia al desgaste. Como consecuencia de
este desgaste, se pueden acumular materiales de desecho que pueden
provocar dolor e inflamacion, por lo tanto es preferible evitarlo en la
medida de lo posible.

- Es preferible usar materiales ligeros, estables y duraderos en el tiempo y
de coste asumible.

Los biomateriales mas utilizados en el desarrollo de prétesis y en la
regeneracién ésea son los biopolimeros y los materiales ceramicos. Los
primeros son mas faciles de fabricar y son bastante elasticos, pero tienen
menos resistencia mecanica y se degradan con el tiempo; mientras que los
compuestos ceramicos han demostrado buena biocompatibilidad y alta
resistencia al desgaste, pero sin embargo, tienen menos elasticidad y pueden
romperse ante esfuerzos de alto impacto.

1.5. Células madre.
Las dos caracteristicas definitorias de las células madre son por un
lado la autorreplicacién, es decir la capacidad de generar mas células con
sus mismas caracteristicas y propiedades, y por el otro lado la capacidad de

diferenciacién, o de originar células con potencial para producir tipos
celulares especializados capaces a su vez de formar tejidos especificos

(Figura 6).

Auto-replicacion

Diferenciacion a multiples tejidos
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Figura 6. Células madre: Autoreplicacion y diferenciacién. Las células madre tienen la
capacidad de generacion de miltiples linajes tisulares en funcion de su origen. En la figura
se muestra una MSC (Imagen adaptada de ITRAMED-Traumatologia y Medicina
Regenerativa - Blog).

Las células madre mas utilizadas en IT son las células madre de
tejidos adultos (ASCs o Adult Stem Cells), debido principalmente a su
potencial regenerador y a que son mas seguras que las embrionarias. Las
caracteristicas de estos dos tipos de células se detallan a continuacion en la
Tabla 1.

Células Madre EMBRIONARIAS

Células Madre de Tejido ADULTO

Pluripotentes

Multipotentes

Alta capacidad proliferativa.

Capacidad proliferativa mas reducida.

Favorecen el crecimiento celular
descontrolado y la aparicion de
tumores

Riesgo bajo de formacion de
tumores.

Se obtienen destruyendo embriones | Se obtienen de tejidos adultos o del

cordén umbilical

Problemas éticos No hay conflicto ético

Tabla 1. Principales diferencias entre células madre adultas y embrionarias.

Las células madre embrionarias proceden de embriones, son
pluripotentes, y por lo tanto son capaces de formar cualquier tipo de tejido del
cuerpo humano. El desarrollo embrionario esta sujeto a procesos muy
controlados y regulados en su conjunto, sin embargo, si estas células se
aislan de ese entorno, pueden sufrir un crecimiento incontrolado que
desencadena la formacion de tumores y por lo tanto no son seguras para uso
clinico a dia de hoy. Por otro lado, las células madre adultas, ya han perdido
esa pluripotencia y son multipotentes, es decir, solo son capaces de formar
tejidos de la capa embrionica de la que proceden. Ademas se ha avanzado
mucho en los ultimos afios sobre el control de la diferenciacion a diferentes
tejidos, por lo que las posibilidades son muchas y las aplicaciones muy
seguras.

En general, existen ASCs en practicamente todos los tejidos del
organismo, cuyo fin es reemplazar a aquellas células que se van perdiendo
por el propio envejecimiento o por algun tipo de dafio tisular. Estas células de
tejidos adultos son mas numerosas y faciles de obtener, por ejemplo a partir
de la médula ésea, tejido adiposo, cordon umbilical o pulpa dental.

Para la IT es fundamental la investigacion basica en biologia molecular
y celular, ya que para que las técnicas empleadas sean exitosas es necesario
conocer en detalle el comportamiento de las células madre, los mecanismos
moleculares por los que estas responden a determinados estimulos y el
microambiente requerido para su crecimiento y diferenciacion segun el tipo
celular.
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2. PROCESOS DE OSIFICACION Y OSTEOGENESIS.

2.1. Composicién del hueso.

El hueso es un tejido conjuntivo mineralizado, duro y elastico,
compuesto por células, minerales, proteinas, agua y otras macromoléculas.
El tejido 6seo sirve de soporte y proteccion a los organos, ademas de ser
responsable del mantenimiento de la homeostasis mineral del cuerpo
humano y albergar una fuente de células hematopoyéticas.

Pese a que la proporcion de las diversas sustancias que forman el
hueso puede variar en funcion de su localizacion en las diferentes partes del
cuerpo, la edad del individuo o la presencia de alguna enfermedad, entre
otras variantes, generalmente se puede establecer que el tejido 6seo esta
formado por dos tercios de sustancias inorganicas y un tercio de sustancias
organicas. La parte inorganica o mineral representa un 60-70% en peso del
tejido 6seo y contiene ademas entre un 5-8% de agua mientras que el resto
esta constituido por la matriz organica (constituida a su vez por 90% de
colageno y un 8% de otras proteinas). La matriz organica esta compuesta
principalmente por Colageno Tipo | y un menor porcentaje de Colageno Tipo
lll. Entre las fibras de colageno se encuentran nanocristales de hidroxiapatita,
lo que ayuda a mantener la rigidez del hueso [4].

2.2. Proceso de Remodelado 6seo.

A lo largo de la vida de una persona, el hueso esta expuesto a un
deterioro propio de la funcién de soporte permanente de carga mecanica,
pero como organo vivo, el tejido 6seo esta sometido a un proceso continuo
de remodelado, determinado por regulacion hormonal y las necesidades
mecénicas del propio hueso de forma que, cada afio, se renueva
aproximadamente el 10% del esqueleto, La velocidad con la que este
proceso se lleva a cabo se conoce como “turnover” o “recambio 6seo” (Figura
7).

La unidad de remodelacion 6sea esta formada por un conjunto de
células que actuan de forma coordinada (osteoclastos, osteoblastos vy
osteocitos) y que estan encargadas de ir destruyendo pequefias porciones de
hueso (resorcion) por hueso de nueva formacion. De este modo, la
homeostasis del tejido 6seo depende del equilibrio entre los procesos de
resorcion y formacion.

Los osteoblastos son las células encargadas de la formacion de tejido
0seo y pueden definirse como células capaces de producir matriz 0sea. Este
tipo de células produce colageno de tipo |, osteocalcina y sialoproteina 6sea,
ademas de proteinas constitutivas de la matriz extracelular. Los osteoblastos,
rodeados inicialmente por osteoide (matriz 6sea desmineralizada), se
convierten en osteocitos al mineralizar la matriz 6sea. Estos osteocitos
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representan una poblacion de células estables, cuyo fin es el del
mantenimiento del hueso como tejido vivo.

Por otra parte, los osteoclastos son las células que llevan a cabo la
resorcion Osea. A diferencia de los osteoblastos, que se originan a partir de
las células madre mesenquimales, los osteoclastos se originan a partir de las
células madre hematopoyéticas. Estos osteoclastos actian uniéndose a la
superficie del hueso mediante unas proteinas llamadas integrinas. Tras la
unién, aislan la zona del hueso a la cual se han incorporado y bajan el pH
local produciendo protones a través del sistema de anhidrasa carbonica lo
cual incrementa la solubilidad de los cristales de hidroxiapatita, y una vez que
la fase mineral se ha eliminado, los componentes organicos de la matriz son
hidrolizados por medio de la digestion enzimatica de acidos proteoliticos.

Céulas madre hematopoyéticas Céulas madre mesenquimales
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Figura 7. Ciclo de remodelado éseo. (Imagen adaptada de MicroRNA control of bone
formation and homeostasis [5]).

Cuando el osteocito percibe la necesidad de que una parte del hueso
debe ser renovada, envia a la superficie 0sea las sefiales pertinentes que son
recibidas por células de la estirpe osteblastica [6] las cuales responden
sintetizando factores quimiotacticos (RANKL y otras sustancias), que activan
a los osteoclastos maduros y la osteoclastogénesis, liberando una
colagenasa que prepara la superficie 6sea para que comience la resorcion.

Como resultado de la actividad osteoclastica, la reorganizacion interna
se inicia con la formacién de unos grandes espacios cilindricos alrededor de
los vasos sanguineos. Tras este proceso, se produce la diferenciacion de los
osteoblastos, que van depositando sobre las paredes del conducto capa tras
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capa de tejido 6seo laminar, formando paulatinamente lo que se conoce
como sistema de Havers, que es la unidad anatomica y funcional del tejido
0seo (Figura 8). Asi, la reorganizacibn Osea continla de manera activa
durante toda la vida.

Se distinguen dos tipos de tejido 6seo (Figura 8):

Compacto o cortical. Carece de cavidades vasculares y su matriz
extracelular se organiza en laminillas éseas que pueden ordenarse en
forma paralela (hueso compacto laminar) o concéntrica alrededor de
un canal (hueso compacto de tipo ostednico). Por dicho canal, llamado
canal de Havers, transcurren vasos sanguineos y nervios que, junto
con los osteocitos forman una unidad llamada osteona o sistema de
Havers. Los osteocitos se encuentran rodeados de un espacio, donde
no hay matriz 6sea, denominado laguna. De estas lagunas salen
pequefios conductos o canaliculos, por donde los osteocitos proyectan
prolongaciones celulares a los canales de Havers desde donde
obtienen los nutrientes necesarios.

El hueso compacto o cortical forma la capa externa de todos los
huesos y gran parte de la diéfisis de los huesos largos.

Esponjoso o trabecular, tiene cavidades vasculares ocupadas por
vasos sanguineos y elementos hematopoyéticos (médula ésea).
Normalmente, durante la formacion del hueso se forma primero un
hueso trabecular no laminar o primario, que posteriormente es
sustituido por un hueso secundario que es trabecular laminar.

Este tejido se localiza en los extremos de los huesos largos
conformando las epifisis, y en los huesos cortos y planos.
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Figura 8. Esquema de la estructura del hueso. (Imagen obtenida de Atlas de

histologia. Ed panamericana. 32 edicién, 2014).
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En cuanto a la osificacion, se describen dos tipos, la osificacion
intramembranosa y la osificacion endocondral (Figura 9).
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Figura 9. Esquema que representa la osificacion intramembranosa (A) y endocondral (B).
(Imagen obtenida de H. Alicia Brusco; J. J. Lépez Costa; C. Fabian Loidl. Histologia médico-
practica).

En la osificacion intramembranosa, el hueso se forma después de la
diferenciacion de células mesenquimales a osteoblastos y osteocitos. Este
tipo de osificacion contribuye al crecimiento de los huesos planos y al
crecimiento en espesor de los huesos largos. Ademas, juega un papel
importante en la curacion natural de las fracturas 6seas.

En la osificacion endocondral, se forma el hueso largo a partir de un
modelo cartilaginoso resultado de la diferenciacibon de las células
mesenquimales en condroblastos. Después de esta diferenciacion, el
pericondrio de la diéfisis se transforma en periostio, lo cual produce la muerte
de los condrocitos de la zona interna dando lugar a la formacion de un centro
de osificacion. En las epifisis, el crecimiento en volumen disminuye la
aportacion de oxigeno a las células mas internas, lo que hace que se formen
nucleos de osificacion que delimitan el cartilago articular de la metafisis. En la
zona mas interna de la misma, se observan las trabéculas entre la region de
muerte de los condrocitos, que forman la zona de crecimiento longitudinal,
donde se irdn depositando los osteoblastos que sustituiran al cartilago vy
formaran el hueso.
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2.3. Células madre mesenquimales (MSCs) y su capacidad
osteoformadora.

Para una correcta regeneracion 6sea es fundamental contar, en la
zona a reparar, con un suministro adecuado de células madre
mesenquimales o MSCs (de sus siglas en inglés) para iniciar el proceso
osteoinductivo.

Las hMSC (human Mesenquimal Stem Cells), también conocidas
como células madre del estroma, son un tipo de células madre de tejidos
adultos, multipotentes, con morfologia fibroblastoide y de origen
mesodérmico. Tienen la capacidad para diferenciarse a varios tipos celulares,
incluyendo osteocitos, condrocitos y adipocitos, entre otros, tanto in vivo
como in vitro [7] (Figura 10).

Desde principios del siglo XX era conocido que la médula ésea
contenia células madre hematopoyéticas y células madre mesenquimales.
Sin embargo, hoy en dia se sabe que las MSCs se pueden obtener en
cantidad, de forma méas accesible y por métodos poco invasivos, a partir de
otros tejidos como sangre periférica, tejido graso, médula 6sea o pulpa
dental, lo cual hace muy atractiva su utilizacion en medicina regenerativa
(Figura 10).
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Figura 10. Esquema de la capacidad de diferenciacién de las MSCs. (Imagen adaptada de
The therapeutic potential of mesenchymal stem cell-derived extracellular vesicles).

Otra caracteristica positiva este tipo de células desde el punto de vista
de la medicina regenerativa, es que las hMSC tienen un efecto
inmunosupresor local debido a su capacidad de secretar citoquinas,
especialmente en microambientes inflamatorios, asi como una excelente
capacidad migratoria hacia estos nichos [8].
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El desarrollo de técnicas de medicina regenerativa utilizando MSCs
pasa inevitablemente por el aislamiento de este tipo de células a partir de
tejidos del paciente y su caracterizaciéon, con la finalidad de comprobar, por
un lado, la ausencia de contaminacion y, por otro lado, que estas células
mantienen su multipotencialidad intacta. Por ello, “The Mesenchymal and
Tissue Stem Cells Committe of the Internaltional Society for Cellular Therapy
(ISCT)” propuso los siguientes requisitos para definir una poblacién de
células como MSC [9]:

- Adherencia al plastico cuando se mantienen en condiciones normales
de cultivo.

- Expresion de los antigenos especificos de superficie CD105, CD73 y
CD90. Adicionalmente, estas células no deben expresar marcadores
de linaje hematopoyético CD45, CD34, CD14 o CD11b, CD79a o
CD19 y HLA de clase II.

- Capacidad de diferenciacion a osteoblastos, adipocitos vy
condroblastos bajo condiciones estandares de diferenciacion in vitro.

El tratamiento de lesiones con células madre mesenquimales es una
estrategia terapéutica muy atractiva, ya que estas células se pueden expandir
y conseguir poblaciones numerosas con capacidad regenerativa que pueden
diferenciarse de forma controlada dando lugar a los tejidos requeridos. En los
afios 70, estas células se estudiaron en mas detalle y en las décadas
posteriores se determiné que su potencial osteogénico era dependiente de
las condiciones ambientales, es decir, que eran necesarios diversos
estimulos como el acido ascorbico, el fosfato inorganico o la dexametasona
para inducir la formacion de hueso [10].

El uso de MSCs en IT es un campo en constante desarrollo y existen
numerosos proyectos de investigacion cuyo objetivo es determinar cual es la
mejor técnica para implantar las células en el paciente, qué proceso tiene
mayor efectividad y qué tipo de muestras son las que tienen mayor potencial,
segun el caso clinico y la lesién a tratar.

Las células madre aisladas de diferentes tejidos pueden usarse
directamente en técnicas de IT o dichas células pueden criopreservarse en
nitrégeno liquido durante decenas de afios hasta que se requieran para uso
clinico, ya que en estas condiciones mantienen intactas todas sus
propiedades.

2.4. Ventajas del uso de las células madre en la ingenieria
del tejido 6seo frente a las técnicas clasicas.

Como en cualquier trasplante, en el trasplante de hueso es necesario
gue el donante y el receptor del tejido sean compatibles. En este contexto, si
el donante y el receptor son la misma persona, el trasplante se denomina
trasplante autélogo, mientras que, si son diferentes, se denomina trasplante
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alogénico. A pesar de que, por lo general, en el trasplante alogénico las
hMSC inducen una respuesta inmunologica muy reducida este tipo de
trasplante siempre conlleva cierto riesgo de rechazo inmunoldgico, aunque el
trasplante autélogo tampoco est4 exento de riesgos.

El uso de autoinjertos 6seos se ha considerado siempre como gold
standard para la reparacion del tejido 6seo, pero el acceso limitado a las
fuentes de obtencidn, la prolongacion de los procedimientos quirdrgicos y las
complicaciones, como la posible contaminacion bacteriana, han sido siempre
considerados como factores limitantes. Ademas, en general, los riesgos
quirargicos tales como infeccion, sangrado, dolor e inflamacién, lesiones
nerviosas y/o vasculares también deben tenerse en cuenta. Ademas, tanto
en los trasplantes autdlogos como alogénicos se han descrito problemas de
supervivencia y distribucién celular tras implantes locales de muestras
procedentes directamente de biobancos.

Actualmente, la practica mas habitual consiste en el trasplante de
hMSCs junto con un material de soporte o scaffold, ya que se ha demostrado
gue esta combinacion funciona mejor en términos de supervivencia y
proliferacion celular. Ademas, en este contexto las células mantienen mejor
su capacidad de diferenciacién y esto aumenta las posibilidades de éxito
terapéutico. Asimismo, esta metodologia permite combinar el trasplante con
tratamientos farmacoldgicos destinados a ejercer un mayor control de la
diferenciacion y/o a reducir la respuesta inflamatoria, por ejemplo,
modificando la liberacién de citoquinas.

2.5. Importancia de procesos de osteoinduccion /
osteoconduccion en la regeneracion 6sea.

Para poder entender como se produce la regeneracion 6sea a partir de
soportes o biomateriales especificos, hay dos procesos que resultan
fundamentales. El primero es la osteoconduccion, que consiste en el
crecimiento de células osteoprogenitoras, vasos sanguineos Yy tejido
perivascular, penetrando en la cavidad o la superficie del material de soporte.
El segundo proceso es la estimulacion y el reclutamiento de células
mesenquimales indiferenciadas hacia el sitio donde se producird la
regeneracion oOsea. Alli dichas células se diferencian dando lugar a
osteoblastos o células formadoras de hueso. Este (ltimo proceso se conoce
como osteoinduccion [11].

En el contexto de la ingenieria de tejidos 0Oseos, la capacidad
osteoconductiva de un biomaterial es la capacidad que tiene dicho material
de guiar el crecimiento del nuevo tejido. Esta capacidad depende de varios
factores que condicionan la afinidad entre la superficie del biomaterial y las
proteinas y las células responsables de la formacién del nuevo tejido 6seo.
La superficie del biomaterial tiene que poder acoger a los osteoblastos, y
permitir su proliferacion. Asimismo, es importante que el biomaterial presente
una porosidad macroscoépica interconectada con entradas superiores a los
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150 um para permitir la vascularizaciébn necesaria al aporte de nutrientes y
oxigeno en el interior del injerto.

Células
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Figura 11. Esquema de los procesos celulares que tienen lugar cuando se implanta un
biomaterial en el cuerpo. (Imagen adaptada de Fernandez-Moraleda Belén, Optimizacion de
materiales para regeneracion 6sea. Estudio de las interacciones de hidroxiapatita con
proteinas y preparaciéon de andamios porosos. Universidad Complutense de Madrid, 2013).

Por otro lado, podemos considerar que una sustancia o biomaterial es
osteoinductivo cuando presenta la facultad de formar tejido &seo
ectépicamente, es decir, en un sitio anatdmico donde no existe naturalmente.
Ademas de contar con un biomaterial osteoconductivo, para un exitoso
proceso de regeneracion O0sea es necesario que tenga lugar un proceso
osteoinductivo, donde las células osteoformadoras (hMSCs) propias del tejido
o aportadas de forma externa, den lugar a la produccién de hueso. Esto
ultimo se consigue con la utilizacion de factores de crecimiento que estimulen
la formacion del tejido 0seo.

Aungue en muchos casos, las células madre que contiene el tejido son
capaces de regenerarlo por si mismas, en otras ocasiones, como en el caso
de fracturas traumaticas o ciertas patologias 6seas que cursan con pérdida
de tejido, es necesaria la implantacion de nuevas células con este potencial,
gue ayuden en la regeneracion.
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3. PATOLOGIAS QUE CURSAN CON PERDIDA DE MASA OSEA.

Ademas de las fracturas de tamafio critico, que son aquellas en las
gue la pérdida de tejido 6seo es tan grande que no se resuelve por si misma,
en la practica meédica habitual encontramos también una serie de
enfermedades que van acompafadas de una importante pérdida de masa
0sea que supone normalmente la necesidad de abordajes quirdrgicos para su
reparacion. Estos abordajes quirdrgicos llevan implicitos una serie de
complicaciones asociadas, asi como un elevado gasto sanitario, entre otros
inconvenientes. Es por esto, que surge la necesidad de desarrollar la
medicina regenerativa para el tratamiento de las mismas de forma mas
segura y eficaz, disminuyendo los riesgos quirdrgicos y proponiendo una
solucion con la mejor recuperacion funcional posible.

A continuacion, enumeramos patologias relacionadas con una alta
pérdida de masa Osea localizada en las que puede resultar Gtil la técnica de
reparacion usando células madre mesenquimales (hMSCs):

3.1. Osteonecrosis.

La osteonecrosis o necrosis avascular, es una enfermedad que
consiste en el deterioro y muerte del hueso debido a una disminucién de flujo
sanguineo en la zona (fundamentalmente a nivel de las articulaciones). La
incidencia maxima se sitta entre los 30 y 60 afios, representando, ademas de
un problema de salud importante por la clinica y sufrimiento que provoca en
el paciente, un serio problema a nivel socio-sanitario ya que supone serias
limitaciones funcionales en una edad productiva que pueden llevar a la
incapacidad temporal o incluso permanente.

La causa de la osteonecrosis puede ser de origen no traumatico
(idiopética, lupus, VIH, anemia, hemoglobinopatias, pancreatitis, trastornos
de coagulacion, disbarismo, enfermedad de Gaucher, hipertension, habitos
de vida poco saludables (consumo excesivo de alcohol, anabolizantes, etc) o
provocada por un mecanismo de origen traumatico. Las articulaciones mas
frecuentemente afectadas son cadera y hombro, aunque también puede
afectar a otras como rodilla, codo, mandibula, tobillo o mufieca, y puede
aparecer sélo una de las articulaciones o en varias a la vez. De entre todas
las citadas anteriormente, la etiologia que registra una mayor incidencia es la
osteonecrosis atraumatica de cabeza femoral (ONCF) ademas de ser la que
presenta mayores complicaciones a largo plazo. Este tipo de lesion,
normalmente provoca colapso en la cabeza femoral y acaba siendo
subsidiaria de artroplastia, con todo lo que esto supone a nivel de
complicaciones asociadas a la cirugia, vida media limitada de la protesis
implantada, costes sanitaros, etc.

Los tratamientos son en su mayoria quirdrgicos: injerto 6seo, injerto
0seo vascularizado, reemplazo total de la articulacién, cambio de la
alineacion del hueso para aliviar el estrés (osteotomia) o extraccion de la
parte interior del hueso para aliviar la presion y favorecer la vascularizacion.
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Como hemos sefialado anteriormente, teniendo en cuenta el perfil de
los pacientes y los riesgos y complicaciones que las cirugias suponen, la
mejor opcion para los pacientes con diagnostico de osteonecrosis consistiria
en decelerar la degeneracidon 6sea a través de tratamientos especificos con
MSCs aplicados de forma conjunta a intervenciones habituales en este
proceso, como la osteotomia de descarga.

3.2. Tumores 6seos.

Un tumor benigno es aquel caracterizado por una proliferacion anormal
de células propias (con tamafio y caracteristicas tipicas de ese tejido) las
cuales no poseen capacidad metastética y cancerosa. Los tumores 06seos
benignos se pueden encontrar en distintos estadios y su diagnéstico no es
facil, ya que cursan con una clinica muy inespecifica caracterizada por dolor
localizado y poco intenso.

Se pueden clasificar en: latentes, si estan confinados y no producen
sintomatologia; activos, cuando hay una ligera expansion y produce dolor; vy,
por ultimo, agresivos, cuando el diagndstico por imagen muestra afectacion
de la estructura del tejido e invasion del tumor a las partes blandas o la
articulacion. En algunos casos se produce pérdida estructural del tejido
afectado y de la zona adyacente y es necesaria la reseccion del tumor con lo
gue el tejido 6seo en ocasiones debe ser reconstruido para evitar una pérdida
de las propiedades mecanicas del hueso. En cuanto a los tumores malignos
gue afectan al hueso y en los que es necesario la reseccion del tumor y la
reconstrucciébn Osea para evitar una pérdida funcional, sefialamos como
entidad principal el osteosarcoma, que constituye el tumor primario éseo
solido mas frecuente, con una incidencia que se concentra en la edad juvenil,
siendo el 75% de los afectados menores de 25 afios. En los pacientes con
osteosarcoma, generalmente son usadas terapias quirdrgica y quimioterapica
combinadas, siendo la cirugia obligatoria si se pretende un tratamiento
curativo. En esta patologia, caracteristica por su gran agresividad local, los
avances médicos en los ultimos 30 afios han permitido la preservacion de la
extremidad en algunos casos ante fracturas patoldgicas lo que era antes
indicacion absoluta de amputacion [12]. Actualmente las reconstrucciones por
medio de endoprotesis o aloinjerto (o combinadas) son las mas frecuentes,
con complicaciones tales como infecciones, falta de ajuste correcto del
material protésico, etc. Ademas la quimioterapia es un factor limitante para la
unién de un aloinjerto al hueso huésped [13] y las restricciones de tamafio
pueden muchas veces entorpecer la recuperacion funcional ya que en
numerosas ocasiones hay que adaptar un hueso adulto para pacientes
jovenes.

Otras lesiones pseudotumorales que podemos encontrar en el tejido
0seo son las siguientes: quistes 0seos (solitario, aneurismatico,
yuxtaarticular, epidermoide intradseo), defectos fibrosos corticales, fiboromas
no osificantes, granulomas eosindfilos, displasias fibrosas, miositis osificante,
tumores pardos del hiperparatiroidismo. En este tipo de lesiones, esta
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también indicado el abordaje quirdrgico dependiendo de las caracteristicas
individuales del caso y las limitaciones funcionales que produzcan.

3.3. Osteoporosis.

La osteoporosis es la enfermedad metabdlica ésea mas frecuente en
la actualidad. Se caracteriza por una pérdida de la masa 0sea y un deterioro
de la microarquitectura del hueso (Figura 12), con afectacion generalizada del
esqueleto, lo que determina un aumento de la fragilidad 6sea y un mayor
riesgo de sufrir fracturas. Esta patologia, se desarrolla sobre todo en mujeres,
especialmente post-menopausicas debido a la disminucidn de los niveles de
estrogenos. Ademas, existen otros factores relacionados tales como el déficit
de calcio y vitamina D, el consumo de tabaco y alcohol o una baja actividad
fisica, que aumentan el riesgo de sufrir osteoporosis.

Los fendbmenos que determinan esta enfermedad suceden como
consecuencia de la alteracion del funcionamiento de las unidades de
remodelacion en las personas que sufren osteoporosis y son los siguientes
[14]:

- Disminucién de las trabéculas y del grosor de la cortical.
- Desaparicion de una parte del entramado trabecular.
- Aumento del nimero de concentradores de tensién en las trabéculas.

- Porosidad cortical.

Inmadurez del tejido 6seo.

Estas alteraciones estan reflejadas en la Figura 12:
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Figura 12. Alteraciones estructurales 6seas determinadas por el balance negativo de la
unidad de remodelacién y el aumento de recambio éseo. (Imagen obtenida del American
College of Rheumatology).
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Normalmente, la pérdida de masa 0sea en si no produce sintomas,
apareciendo éstos en forma de fracturas ante episodios sin factores
desencadenantes claros, siendo las méas frecuentes y caracteristicas las de
las vértebras dorsales bajas y lumbares. Se estima que mas del 50% de
mujeres y aproximadamente un 20% de hombres mayores de 50 afios,
tendran fracturas por fragilidad a lo largo de su vida.
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Figura 13. Incidencia de fracturas de cadera, vertebrales radiograficas y de Colles segln
edad y sexo. (Datos obtenidos del Estudio Prospectivo Europeo sobre Osteoporosis [15]).

El llamado indice FRAX permite estimar el riesgo absoluto de sufrir
una fractura osteoporética a 10 afios combinando factores clinicos con
pruebas complementarias. Este indice ayuda a establecer si esta indicado o
no iniciar el tratamiento farmacol6gico, ya que éste puede tener efectos
secundarios asociados:

En el caso de los bifosfonatos, farmaco de primera linea en el
tratamiento de la osteoporosis, se han descrito como efectos secundarios
esofagitis, gastritis, mialgias, dolor 6seo, fracturas atipicas de fémur, etc,
ademas de la no muy frecuente (pero grave) aparicion de osteonecrosis
maxilar.

Entre los farmacos empleados, sefialamos también los modificadores
selectivos de los receptores estrogénicos o0 SERMs, que aumentan el riesgo
de enfermedad tromboembdlica ademas de no estar demostrado que
intervengan en la prevencion de fracturas de cuello femoral, aunque si
contribuyen a la disminucién de la pérdida de masa 6Osea reduciendo la
incidencia de las fracturas vertebrales. Disponemos también del
Denosumab, anticuerpo monoclonal humano (IgG2) que disminuye la
resorcion 0sea. Se han descrito casos de fracturas atipicas y osteonecrosis
de mandibula, pero con una incidencia baja. Debe evitarse su administracion
en casos de hipocalcemia[l6]. La PTH (hormona paratiroidea) ha
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demostrado eficacia osteoformadora, pero entre los inconvenientes de su uso
destaca el alto precio que restringe su uso a formas graves y ha demostrado
una reduccién significativa del riesgo de fracturas vertebrales y no
vertebrales, pero no de cadera.

En caso de las fracturas secundarias a osteoporosis, el tratamiento
requiere cirugia asociada a terapia rehabilitadora, con los consiguientes
riesgos relacionados con el tratamiento quirdrgico ya sefialados en anteriores
secciones. En los ultimos afos, debido al envejecimiento de la poblacion, se
ha dado un incremento considerable en este tipo de fracturas. Ademas, como
dato que refleja el complejo manejo de esta problematica, en Espafa el 45%
de los pacientes que han sufrido una fractura vertebral secundaria a
osteoporosis quedan con dafio funcional y hasta el 50% llegan a desarrollar
una incapacidad total o parcial [17].

En conclusion, se debe considerar la osteoporosis como un gran
problema de salud publica lo que justifica el aumento de medidas preventivas
eficaces, asi como la inversién en nuevas lineas terapéuticas ya sea en el
contexto de prevencion de fracturas como en la mejora en el tratamiento de
las mismas. El principal objetivo de estas lineas terapéuticas ha de ser la
prevencion de la fractura aumentando la masa ésea y optimizando la calidad
de hueso, eliminado en lo posible los efectos secundarios ya sefalados. En
este contexto, el empleo de MSCs podria llegar a convertirse en terapia de
primera linea, mejorando la calidad y funcionalidad del hueso sin provocar
efectos nocivos sistémicos o locales en el paciente derivados del propio
tratamiento. Dada la extension de la lesion en este caso, el huso combinado
de MSCs e hidrogeles parece ser la técnica mas adecuada para su abordaje.
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4. PRINCIPIOS MOLECULARES DE ACTUACION DE LAS PROTEINAS
MORFOGENETICAS OSEAS (BMPs).

4.1. Biologia de las BMPs.

Como ya se comentd anteriormente, la ingenieria del tejido déseo
intenta, en la actualidad, llevar a cabo la restauracion de tejidos dafiados
mediante el uso combinado de biomateriales y MSCs, que podrian
modificarse genéticamente de forma especifica para mejorar su capacidad
regenerativa. Estas células suelen administrarse junto a factores de
crecimiento especificos ya que la capacidad de diferenciacion de las MSCs
hacia distintos linajes y tejidos depende en gran medida de sefiales de
transduccion especificas iniciadas por este tipo de factores.

En 1965 se publico el primer articulo [18] que describe que la matriz
extracelular 6sea posee la capacidad de inducir la formacion de hueso. El
mismo grupo, dirigido por el Dr. Uris, publicé en 1973, el descubrimiento de
unas proteinas que podian ser las responsables de ello, a las que llamo
Proteinas Morfogenéticas Oseas (BMPs). Las BMPs son factores de
crecimiento multifuncionales que pertenecen al grupo de los factores de
crecimiento transformantes y constituyen una superfamilia de proteinas con
capacidad de inducir fuertemente la formaciéon de hueso, cartilago y tejido
conectivo. También son importantes durante la embriogénesis,
organogeneésis, proliferacion celular o diferenciacion de células madre [19].

Las BMPs han sido aisladas en mas de 40 tejidos diferentes. Hasta el
momento se conocen casi una veintena de BMPs, algunas de las cuales
también se denominan proteinas morfogenéticas derivadas de cartilago
(CDMPs) o factores de crecimiento (GDFs). En vertebrados se han descrito
mas de 15 BMPs, aunque BMP-2 se ha posicionado como el inductor mas
potente de la formacion de hueso in vivo [20]. Ademas, cabe destacar que las
proteinas BMP-1 a BMP-8 estan presentes en los tejidos 6seos humanos y
de la mayoria de ellas se han descrito propiedades osteoinductivas. En
cuanto a su estructura, estas proteinas son relativamente pequefias, con un
peso molecular en torno a 30 KDal. Estdn formadas por dos cadenas
polipeptidicas idénticas, que tras disociarse producen la proteina
biolégicamente activa. Las BMPs interactian con receptores especificos que
se encuentran en la superficie celular, conocidos como “bone morphogenetic
protein receptors” (BMPRS), lo que provoca una transduccién de la sefial y
desencadena la fosforilacion y movilizacion de unas proteinas citosélicas
llamadas Smad (Smadl, Smad5 y Smad8). Estas forman complejos y se
translocan al ndcleo donde promueven la transcripcion de sus genes diana.
Hay 2 tipos de receptores, Bmprl y Bmprll, asociados a sus diferentes
ligandos y cuyo correcto funcionamiento es clave en la actividad osteogénica
[21] (Figura 14).
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Figura 14. Regulacion molecular de los BMPs. Algunos antagonistas extracelulares, como
Noggin o Chordin, actdan bloqueando directamente la unién de los BMPs a sus receptores
de membrana. También puede ocurrir una regulacién de la cascada de sefializacion a nivel
de citoplasma mediada por proteinas como Smurf. (Imagen adaptada de Bone
morphogenetic proteins in breast cancer: dual role in tumorogenesis).

Hay evidencia de una autorregulacion transcripcional de la expresion
de BMPs en osteoblastos. Este mecanismo actia como un bucle negativo
disminuyendo la exposicién celular a los mismos. Sin embargo, la actividad
es controlada fundamentalmente por factores intracelulares y extracelulares
gue modulan la accién de los BMPs y actian como antagonistas. Algunos de
estos antagonistas o reguladores negativos de BMPs con un papel relevante
en la regeneracion 6sea son Smurfl, Smurf2, Noggin o Chordin [22].

Se han descrito diferentes malformaciones y enfermedades 6seas o
esqueléticas provocadas por mutaciones en BMPs o0 en alguno de sus
reguladores. Asi como también, se ha publicado que ratones deficientes en
algunos de ellos no son viables [23].

4.2. Uso de factores de crecimiento (BMPs) en Ingenieria del
tejido 6seo.

Recientes investigaciones en el campo de la IT han permitido disefiar
scaffolds con propiedades osteoconductivas capaces de imitar propiedades
naturales del tejido 6seo. También se ha demostrado que es posible
incorporar factores de crecimiento en estas estructuras, ya sea por
encapsulacion, absorcién o atrapamiento, lo que podria ser una importante
ventaja en términos de osteoinduccion.
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En general, a dia de hoy, cualquier droga o medicamento puede ser
integrado en un scaffold, aunque se estd trabajando intensamente en cémo
controlar adecuadamente la liberacion de estas moléculas bioactivas. En
cuanto a factores de crecimiento, ya se ha demostrado el incremento en la
osteoinduccion tras integrar TGF 3 (transforming growth factor- 8), BMPs
(bone morphogenetic proteins), IGFs (insulin-like growth factors), PDGFs
(platelet-derived growth factors) o VEGFs (vascular endothelian growth factor)
en estas estructuras, promoviendo y facilitando la regeneracion ésea [24].

De todos los factores de crecimiento utilizados, los mas estudiados
son las BMPs, que han mostrado ser potentes factores osteoinductivos al
inducir la mitogénesis de las células madre mesenquimales y otros
osteoprogenitores y favorecer su diferenciacion hacia osteoblastos [25].

El uso de estos factores liberados de forma controlada desde un
scaffold sobre el que se asientan células madre, es en el momento actual uno
de los métodos mas efectivos en cuanto a la regeneracion del tejido éseo.
Una de las estrategias utilizadas en la actualidad combina proteina humana
recombinante (rhBMP-2) con una esponja absorbente de Colageno | [26],
aunque también se han usado hidrogeles u otros materiales en combinacién
con estos factores [27]. Ahora las investigaciones en el campo de la IT del
hueso se centran en hacer el procedimiento de colocacién del implante lo
menos invasivo posible y de tratar de llevar a cabo una liberacion mas
prolongada de los factores utilizados [28].

Sin embargo, la administracion de factores de crecimiento también
tiene efectos adversos a nivel local. Los mas destacados son la formacion
ectopica de hueso, la activacién de células tumorales, la resorciébn mediada
por osteoclastos o una inapropiada adipogenesis, asi como todos aquellos
relacionados con la administracién de dosis suprafisiologicas, algo necesario
dada la baja estabilidad de estos factores tras su administracion [29]. Al
contrario de lo que se pudiera pensar, las células no ven afectadas en su
morfologia en respuesta a dosis elevadas de BMPs, pero si muestran
alteraciones en sus propiedades mitogénicas. Por ello, se esta trabajando
para determinar un uso mas apropiado y seguro de BMP2 y otros factores de
crecimiento en clinica, tendiendo hacia concentraciones que minimicen los
efectos secundarios.

Una posibilidad para disminuir la cantidad necesaria de estos factores
para que tenga lugar la formacién de hueso es la modulacion de la expresion
génica de las MSCs para hacerlas mas susceptibles a este tipo de sefiales.
Esta es un area que se esta investigando actualmente.
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5. TIPOS DE SCAFFOLDS, CARACTERISTICAS, VENTAJAS E
INCONVENIENTES.

Como hemos visto anteriormente, los scaffolds sirven como sustrato
para la adhesion celular y proporcionan un soporte mecanico para la
regeneracion del nuevo tejido. Para que esto sea posible, los biomateriales
gue configuran estas estructuras deben tener unas caracteristicas y
composicion especificas que detallamos en los siguientes apartados.

5.1. Caracteristicas de los biomateriales.

Es fundamental determinar las caracteristicas y propiedades
requeridas por un biomaterial en funcién de su uso [11]. Durante su disefio
para la Ingenieria de Tejido 6seo se deberan tener en cuenta los siguientes
puntos [30]:

- Estructura

La estructura del material define sus propiedades mecanicas. El
disefio debe tener unas propiedades fisicas, mecanicas y quimicas
apropiadas para mantener la funcionalidad, que en muchos casos dependen
del lugar de implantacion y de las fuerzas mecanicas a las que este expuesto
el implante.

- Forma

Importante en el caso de los biomateriales sélidos. Esta condicionada
por su funcién y aplicacion. Incluso es posible construirlo con un detalle
micrométrico permitiendo un disefio individual para que cada caso se adapte
al tipo/forma de la lesion a reparar.

- Tamaio del poro

A mayor porosidad e interconectividad mayor capacidad de
proliferacion y migracion celular y mejor transporte de nutrientes. El tamafio
del poro para aplicaciones en hueso se estima que debe estar entre 200 y
900 um. El material debe tener una estructura porosa interconectada para
permitir la difusion de nutrientes a las células que se encuentran en la
construccion. La estructura también debe permitir la eliminacion de los
productos de desecho y de degradacion del material sin interferir con el
correcto funcionamiento del sistema, asi como una correcta vascularizacion y
proliferacion y migracion de las células.

- Dimensionalidad

Los cultivos se pueden disefiar en 2D o en 3D, y esta estructura afecta
a la rigidez de la matriz, lo que condiciona la adhesion y la regulacién de las
sefales. Los sistemas 3D se asemejan mas al escenario in vivo, aunque el
disefio final dependera de su funcion y aplicacion.
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- Superficie

La capacidad de interaccidbn entre la superficie y las células es
fundamental, lo que viene determinado principalmente por la hidrofilidad y la
carga positiva del material calculado a un pH fisiolégico (pH 7.4).

- Material radioltcido

Es preferible que el material implantado pueda ser detectado
radiograficamente. Asi se podra realizar una comprobacion mas precisa de la
correcta colocacion y realizar un seguimiento posterior.

- Biocompatibilidad y biodegradabilidad

El implante se debe integrar adecuadamente sin provocar toxicidad ni
causar respuesta del sistema inmune.

5.2. Tipos de biomateriales.

Dentro de los biomateriales podemos hacer una clasificacion en cuatro
grandes grupos: Polimeros, Ceramicas, Composites y Materiales metéalicos o
aleaciones. En este trabajo solo se van a tratar los tres primeros, ya que son
los de mayor importancia actualmente en los sistemas de regeneracion 0sea.

- Polimeros

Se trata de macromoléculas formadas por pequefias unidades
moleculares. Estas cadenas se obtienen por un proceso denominado
polimerizacién en el que se unen entre si por enlaces de tipo secundario
(fuerzas de Van der Waals, puentes de hidrégeno, etc). Esta estructura es
muy versatil, lo que les confiere una gran capacidad de adaptacion a los
tejidos receptores.

Los polimeros pueden ser de origen natural o sintético, y son de los
biomateriales mas usados en biomedicina y medicina regenerativa.

Entre ellos hay una amplia variedad, desde los rigidos e inertes a otros
solubles en agua (colageno o quitosan) o aquellos que gelifican cuando
alcanzan los 37°C (alginato, gelatina o fibrina), llamados hidrogeles, que
estdn empezando a ser muy usados en regeneracion 6sea [31].

- Ceramicas

Los biomateriales ceramicos son comunmente usados en medicina
regenerativa debido a que favorecen significativamente la adhesion celular.
Son bastante resistentes al desgaste. En general son duros y fragiles debido
a sus enlaces idnicos y covalentes.
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Existen tres tipos principales de ceramicas: Cristales ceramicos,
Ceramicas de fosfatos de calcio y Composites de cristales y ceramicos.
Ademaés, se pueden incorporar factores de induccion para aumentar su
bioactividad. Todos ellos pueden usarse en diferentes formas: implantes
totales, recubrimientos de metales e implantes ceramicos, scaffolds para
hueso e ingenieria de tejidos, rellenos para cementos o scaffolds y como
vehiculos para la liberacion de farmacos.

- Composites

Un material compuesto consiste en dos o mas materiales fisica y/o
guimicamente distintos, con una distribucion adecuada y con una interfase
gue separa ambos materiales. EI composite tiene unas caracteristicas que
cada uno de los materiales por separado no podrian tener y que lo hacen
unico. Un composite principalmente consta de las siguientes partes: matriz,
fibras, particulas e interfase. La matriz es la fase continua y la que otorga las
propiedades al material final, mientras que las fibras, las particulas y la
interfase, estan mas relacionadas con las propiedades mecanicas y de
soporte.

Existe una amplia variedad de composites, aunque se podrian
clasificar en tres grupos: materiales compuestos reforzados con particulas,
materiales compuestos reforzados con fibras y materiales compuestos
estructurales.

Estos materiales compuestos surgen como consecuencia de las
limitaciones de los biomateriales anteriores. En ocasiones no se pueden usar
materiales concretos, pero existe la posibilidad de combinarlos, eliminando o
reduciendo las desventajas que por separado pudieran presentar.

Compuestos
metal-ceramicos

Compuestos
metal-polimeros

Ceramicas Polimeros

Compuestos
ceramico-polimeros

Figura 15. Los composites o compuestos integran otro tipo de materiales en distintas
proporciones para conseguir las propiedades deseadas.

Actualmente, para la ingenieria de tejido 6seo se estan desarrollando
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materiales en la linea de una matriz polimérica con refuerzo de componente
ceramico. La matriz puede ser natural (como el colageno) o sintética, pero
siempre intentando que se asemeje lo mas posible al hueso. En estos casos,
se han descrito problemas relacionados con un aumento de la inflamacion en
la zona del implante, pero esto se compensa al afiadir un componente
ceramico, que suele ser la hidroxiapatita, y que ademas influye positivamente
en los procesos de diferenciacion y proliferacién celular. Este tipo de material
compuesto tiene ademas propiedades osteoinductivas [32].

5.3. Scaffolds tipo gel vs scaffolds tradicionales en la
regeneracion 0sea.

Los fosfatos de calcio han demostrado ser buenos biomateriales para
implantacion de hueso durante los ultimos 30 afios, y han generado gran
interés en el campo de la ortopedia y traumatologia debido a su similitud con
el componente mineral del tejido 6seo. El desarrollo de los mismos comenzo
en los afios 70, dejando atrds a los metales. Los biomateriales ceramicos
mas estudiados y utilizados han sido la hidroxiapatita (Caio(POa4)s(OH)2) y el
trifosfato de calcio (Cas(POa4)2) [33]. Sin embargo, estan surgiendo nuevos
biomateriales mas versétiles, como colageno, gelatina, alginato o el quitosan,
incluidos en el grupo de los hidrogeles. Este ultimo ((1-4)-2-amino-2-desoxy-
B-D-glucan) se obtiene de la deacetilacion de un polisacarido muy abundante
en el reino animal, la quitina, el mas abundante tras la celulosa, lo que le
convierte en un recurso casi inagotable.

Algunos estudios han mostrado que el quitosan aumenta la adhesién y
la proliferacion celular y posee una mayor capacidad biosintética que otros
biomateriales [34], aunque hay que tener en cuenta que puede ser degradado
por lisozimas presentes en distintos fluidos bioldgicos in vivo [35]. Posee
propiedades reparadoras y hemostéaticas, no desencadena respuesta
inflamatoria, tiene mucha plasticidad en cuanto a su presentacion, flexibilidad
y capacidad osteoformadora en el lugar deseado [36].

Los hidrogeles como soportes para la generacion o regeneracion de
tejidos actian como guia para el desarrollo de los mismos. Los usados en IT
presentan poros que permiten el adecuado posicionamiento y proliferacion de
las células, asi como una correcta degradacion y capacidad de retencién de
los compuestos bioactivos. Sin embargo, presentan baja resistencia
mecanica. Otra ventaja muy importante de estos hidrogeles es la
solidificacion a temperaturas de 37°C, por lo que es posible realizar una
perfusion de células y factores de crecimiento mediante técnicas no invasivas
y que esto gelifique una vez introducido en el lugar adecuado en el paciente.
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6. DISCUSION, CONCLUSIONES Y PERSPECTIVAS DE FUTURO.

El abordaje mas comun en la actualidad para el tratamiento de
pérdidas de masa Osea son los trasplantes de hueso utilizando tejido
autdlogo, procedente del propio paciente, o alogénico, en general procedente
de bancos de tejido. Sin embargo, este tipo de intervenciones conlleva
importantes efectos secundarios no deseados. El uso de sustitutivos de
hueso basados en la combinacién de células madre mesenquimales (MSCs)
y una matriz biocompatible que soporte el crecimiento de dichas células y
favorezca la regeneracion Osea, representa, en estos momentos, la mejor
alternativa terapéutica a los implantes alogénicos o autélogos.

Los biomateriales méas utilizados hasta la fecha en el desarrollo de
prétesis y en la regeneracion 0sea son los biopolimeros y los materiales
ceramicos. Actualmente se estan investigando las posibilidades de los
polimeros organicos termosensibles tipo hidrogel como soporte de
crecimiento y diferenciacién de las células in vivo, en lugar de los soportes
sélidos. Este tipo de técnicas que combinan biopolimeros y MSCs evitarian
claramente los efectos secundarios del implante. Ademas, el uso hidrogeles
termosensibles permitiria una facil manipulacion a bajas temperaturas, donde
el polimero se encuentra en estado de gel y una solidificacion a temperatura
corporal tras ser inyectados, de manera que se puede acceder a regiones
irregulares o de dificil acceso mediante procesos minimamente invasivos.
Para inducir la diferenciacion osteogénica de las MSCs una vez implantadas
en el tejido, a dia de hoy es necesario incluir factores de crecimiento en el
proceso (BMPs), lo cual acarrea también diversas complicaciones derivadas
de la necesidad de utilizar dosis suprafisiolégicas de los mismos. Debido a
este problema, también se esta investigando con prometedores resultados, la
modificacién genética de las células que se incorporan al implante. Por
ejemplo, se podria controlar la expresion de los antagonistas de las BMPs,
como las proteinas Smurf, alterar la respuesta inmune reduciendo los
factores inflamatorios o favorecer la formacion de vascularizacion durante la
regeneracion promoviendo asi la formacién de tejido 6seo.

Aunque los biomateriales han sido una gran alternativa terapéutica
durante la ultima década y se han llegado a conocer y optimizar los
protocolos para conseguir una mayor tasa de éxito, este campo estd en
constante evolucion y actualmente estan surgiendo nuevos disefios que
mejoran su eficiencia, como puede ser la impresion de tejido en 3D, una
técnica que se esta empezando a ensayar en modelos animales. Los
expertos creen que en pocos afos se podra crear y reemplazar tejido 6seo a
medida en humanos. Esta evolucion constante de la medicina regenerativa
esta permitiendo aumentar las posibilidades de recuperacion de tejido 6seo
dafado o perdido, y hacerlo mediante procesos menos invasivos, con
reducidas tasas de rechazo, menores efectos secundarios y una rapida
recuperacion de la funcionalidad y de la calidad de vida tras la intervencion.
Todo esto tiene ademas una gran repercusion en el gasto publico, derivada
de un acortamiento tanto de los periodos de recuperacion de los pacientes
como de los tiempos de hospitalizacion.
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Dado el envejecimiento progresivo de la poblacion y la alta prevalencia
de patologias asociadas a pérdida de masa 6sea en personas de edad
avanzada, el desarrollo de técnicas efectivas de medicina regenerativa del
aparato locomotor es de extrema importancia.
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