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Resumen

Hematoma, inflamacion, angiogénesis y
osteogénesis son distintas etapas que se su-
perponen durante el proceso de reparacion
de una fractura 6sea. Durante las primeras
etapas se liberan distintos factores de cre-
cimiento quimioatractantes que producen el
reclutamiento de diversas células para gene-
rar la formacién de un hueso funcional con su
respectiva vasculatura. Debido a la importan-
cia que posee la angiogénesis en el desarrollo
de una adecuada red vascular, tanto para la
formacién 6sea como en su reparacion, en los
ultimos afos los especialistas en ingenieria de
tejido 6seo han estudiado la manera de fo-
mentar tanto la osteogénesis como la angio-
génesis durante la reparacién 6sea. En este
trabajo de revision, se recopilan y discuten los
principales conceptos sobre distintas estrate-
gias a fin de lograr un implante sintético con
funcionalidad dual promoviendo los procesos
que garanticen la angiogénesis y la osteogé-

nesis en forma acoplada utilizando distintos
tipos de scaffolds y sistemas de liberacién de
drogas osteoinductoras y angioinductoras. La
liberacion dual de factores osteoinductores
y angioinductores debe producirse en forma
témporo-espacial controlada para garantizar
los efectos deseados sin producir efectos ad-
versos como tumores o hueso ectdpico. Se
deben tener en cuenta varios factores como el
tipo y la arquitectura de hueso, tipo de dario,
edad, sexo y condiciones patolégicas del pa-
ciente. En cuanto a los materiales se debe
considerar el tipo de material para usar como
scaffold, los factores inductores selecciona-
dos, su combinacion y sistemas de liberacion.
El avance en estos estudios hara que la Inge-
nieria de Tejido Oseo sea una alternativa tera-
péutica en el futuro.

Palabras clave: Ingenieria de Tejido Oseo,
angiogénesis, sistema de liberacién de dro-
gas, factores de crecimiento, andamios.
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Abstract

IMPORTANCE OF ANGIOGENESIS IN
THE DESIGN OF SCAFFOLDS FOR BONE
TISSUE ENGINEERING

Hematoma, inflammation, angiogenesis,
and osteogenesis are different stages that
overlap during the healing process of a bone
fracture. During the first stages, different
chemoattractant growth factors are released
which produce the recruitment of various cells
that will induce the formation of a functional
bone with its respective vasculature. Due
to the importance of angiogenesis for the
development of an adequate vascular network
in both bone formation and repair, in recent
years specialists in bone tissue engineering
have studied howto promote both osteogenesis
and angiogenesis during bone repair. In
this review, the main concepts on different
strategies developed to achieve a synthetic
implant with dual functionality, promoting
processes that guarantee angiogenesis and

Introduccién

El hueso posee una capacidad Unica de
repararse a si mismo frente a una fractura sin
dejar cicatrices, recuperando su funcion y
forma anatémica al final del proceso.’ Luego
de una fractura ésea se produce la repara-
ciéon del tejido por una serie de sucesos que
pueden ser divididos en etapas a pesar de
que se encuentran parcialmente solapados.
Si bien la secuencia de eventos que con-
ducen a la reparaciéon depende del tipo de
hueso y de fractura, la secuencia se puede
describir basicamente de la siguiente mane-
ra. En la primera etapa, debido a la fractura
6sea, se produce un hematoma en la zona
causado por la ruptura de vasos sanguineos.
Las células provenientes de estos vasos des-
encadenan una cascada inflamatoria gracias
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osteogenesis in a coupled way using different
types of scaffolds and osteo-drug delivery
systems and angioinductors, are collected
and discussed.

The dual release for osteoinductive and
angioinductive factors must ensure the
release of them in a controlled time-space
manner to guarantee the desired effects
without producing adverse effects such as
tumors or ectopic bone. Several factors must
be taken into account, such as bone type and
architecture, type of damage to be repaireqd,
age, sex, and pathological conditions of the
patient. Regarding the materials, the type of
material to be used as scaffolds, selected
inducing factors and drug release system must
be considered. Advances in these studies will
make Bone Tissue Engineering a therapeutic
alternative in the future.

Keywords: bone tissue  engineering,
angiogenesis, drug delivery system, growth
factors, scaffolds.

a la accién de células como macréfagos y
linfocitos, entre otras. Esta respuesta infla-
matoria recluta células madre mesenquima-
les de distintos nichos, principalmente del
periostio y médula ésea. Las células proge-
nitoras que llegan al sitio se diferencian en
osteoblastos para facilitar la formacién de
hueso intramembranoso en aquellos luga-
res donde aln se conserva un suministro de
sangre intacto, pero en el espacio de la frac-
tura, donde la presion de oxigeno es baja,
las células progenitoras se diferencian a con-
drocitos para formar un tejido cartilaginoso.
Luego, los condrocitos comienzan a sufrir
apoptosis mientras se calcifica la matriz ex-
tracelular formando un hueso desorganizado
con invasion de vasos sanguineos. Por ulti-
mo, gracias al proceso de remodelacion, se
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logra la conversion del tejido desorganizado
en hueso laminar y, finalmente, recrea la for-
ma anatémica del hueso.?® La osteoporosis
es una enfermedad que se caracteriza por
una masa 6sea disminuida con alteracion de
la estructura ésea que conlleva un compro-
miso en la resistencia 6sea con un aumento
de riesgo de fracturas.® Afecta mayoritaria-
mente a las mujeres posmenopausicas, pero
también afecta al hombre, estimandose que
mas de 200 millones de personas sufren este
trastorno a nivel global.®” Ademas, el riesgo
de fracturas puede aumentar su incidencia
cuando los pacientes presentan otros pro-
blemas metabdlicos como, por ejemplo, dia-
betes mellitus.®® A pesar de los mecanismos
biolégicos, existen situaciones en que las
fracturas no pueden repararse por si mismas
y para poder lograr la reparacion se necesi-
tan intervenciones médicas utilizando injer-
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tos, placas de osteosintesis, tornillos y cla-
vos o0 reemplazo mediante el uso de protesis
metalicas.’®'* Las fracturas y traumatismos
causados al tejido éseo producen altos cos-
tos en la sociedad debido a sus tratamientos
y pérdida de afnos de vida productiva debido
a jubilaciones anticipadas. A nivel mundial,
en el afio 2013 hubo mas de 50 millones de
fracturas con mas de 8 millones de proce-
dimientos quirdrgicos.”™ En ese mismo afo,
los gastos médicos asociados a la utilizacion
de distintos tipos de injertos en la repara-
cién osea alrededor del mundo superaron
los USD 2,5 mil estimando un crecimiento
anual del 8%.% Las distintas limitaciones de
los tratamientos actuales utilizados (Tabla 1),
costos, aumento de la expectativa de vida y
envejecimiento de la poblacién hace que la
Ingenieria de Tejido Oseo sea una alternativa

a los tratamientos convencionales.

Tabla 1. Limitaciones de los tratamientos actuales.

Tratamiento

Autoinjerto

Aloinjerto

Xenoinjerto

Placas de osteosintesis y tornillos

Protesis

Limitaciones

Si bien es considerada como la técnica de oro pues
posee los mecanismos de accién osteogénesis"
osteoinduccion? y osteoconduccion,® y ausencia
de rechazo, se puede obtener limitada disponibili-
dad de tejido y morbilidad en el sitio de extraccion.

Debido a que son injertos cadavéricos de la mis-
ma especie, son acelulares, lo que hace que no
presenten capacidad de osteogénesis y, a pesar
de los tratamientos que reciben, pueden causar
transmision de enfermedades y reacciones inmu-
nolégicas.

Los xenoinjertos son basicamente huesos despro-
teinizados de otras especies y, por ende, solo po-
seen el mecanismo de osteoconduccion. También
pueden ocasionar rechazo y transmisién de enfer-
medades.

No son reabsorbibles y se requieren segundas ci-
rugias para extraerlos.

Se busca el reemplazo y no la regeneracion. No
contribuyen a la fisiologia ésea. Sufren desgastes,
fatigas, corrosion y pueden aflojarse y requerir un
nuevo reemplazo.

1, 2 y 3 seran definidas mas adelante.
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Consideraciones basicas en Ingenieria de
Tejido Oseo

El término Ingenieria de Tejido fue defi-
nido formalmente por primera vez en 1988
en un workshop de la National Science
Foundation.'” Actualmente la definicion mas
utilizada es la proporcionada por Langer y
Vacanti en 1993, quienes definieron que la
“Ingenieria de tejidos es un campo interdis-
ciplinario que aplica los principios de la in-
genieria y las ciencias de la vida hacia el de-
sarrollo de sustitutos biolégicos que restau-
ran, mantienen o mejoran la funcién de los
tejidos”.'® Si bien esta definicién es la mas
popular y aceptada, ha quedado desactuali-
zada no en cuanto a sus objetivos, sino a las
ciencias implicadas. Principios de quimica,
fisica, matematica e informatica hoy resul-
tan fundamentales en la Ingenieria de Tejido
Oseo haciendo que este sea un campo in-
terdisciplinario cada vez mas amplio. Asi, se
podria decir que su objetivo final es desarro-
llar estrategias para regenerar hueso dafiado
o enfermo. Los autoinjertos son considera-
dos como la técnica de referencia (estandar
de oro) entre los tratamientos con injertos,
pues cumplen con los tres mecanismos de
accioén necesarios para la regeneracién ésea,
definidos a continuacién: -2
-Osteoconduccion: es un proceso pasivo
donde las células osteoblasticas y sus proge-
nitores pueden migrar a través de una red es-
tructural, también llamada scaffold (en inglés:
andamio), unirse a él y proliferar al tiempo que
otorga soporte mecanico.
-Osteoinduccion: es el proceso de recluta-
miento de las células del linaje osteoblastico
y su diferenciacion hacia osteoblastos a fin de
poder generar hueso. Este proceso se produ-
ce por distintas sefales biolégicas como fac-
tores de crecimiento que se encuentran en el
injerto.
-Osteogénesis: es la propiedad de generar
hueso, es decir, células del linaje osteoblasti-
co vivas que se encuentran contenidas dentro
de él al momento de ser implantado.
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De esta forma, inspirada en los autoinjer-
tos, la Ingenieria de Tejido Oseo utiliza una
matriz tridimensional (scaffold), células y se-
fales biolégicas como factores de crecimien-
to para generar un biomaterial o injerto sin-
tético el cual, una vez implantado en el sitio
de lesion, ayudara o guiara la reparacion ésea
(Figura 1).19181722 Asj_ |os injertos sintéticos
actuaran mediante los tres mecanismos antes
descriptos. 28

En la Figura 2 se puede ver como los tres
componentes de la Ingenieria de Tejido Oseo
interaccionan con el fin de cumplir distintas
misiones. Los scaffolds no solo sirven de so-
porte para que las células tengan un lugar
donde adherirse, proliferar, diferenciarse y
generar hueso, sino también como sistema
liberador de los factores de crecimiento que
seran los encargados de direccionar las fun-
ciones celulares.

Desde el punto de vista de su composi-
cién, los scaffolds pueden ser muy variables:
polimeros (sintéticos, naturales o mezclas
de ambos), ceramicas, vidrios bioactivos o
materiales compuestos, es decir, mezcla de
distintos componentes. En la literatura se
puede encontrar un gran numero de trabajos
que evaluan la posibilidad de diversos mate-
riales para ser utilizados como scaffolds. Si
bien una revision detallada de ellos escapa
a este trabajo, en la Tabla 2 se pueden en-
contrar algunos de ellos. A pesar de la gran
diferencia que hay en su composicién, todos
deben cumplir una serie de requisitos como
por ejemplo: capacidad de degradarse; no
ser toxico ni inmunogénico (ni el material ni
sus productos de degradacion); ser biocom-
patible, poroso, con buenas propiedades
mecanicas para que no colapse y garantice
un espacio para que se genere hueso; topo-
grafia superficial, capaz de darle arquitectura
deseada, es decir, poder disefiarlos a la me-
dida de un hueso dado de cada paciente, sin
olvidar que deben ser de bajo costo y poder
esterilizarse sin que cambien sus propieda-
des'15,17,24
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Ceélulas Senales
Osteogénicas P Id Biologicas
caffo Osteoinductoras
Osteoconductor

Figura 1. La Ingenieria de Tejido Oseo posee como componente: un implante formado por una
matriz tridimensional osteoconductora (scaffold), células osteogénicas y moléculas osteoinduc-

toras para ayudar a la reparacién ésea.

Desde que se ha comenzado el desarro-
llo de los biomateriales, sus objetivos han ido
evolucionando. Los de primera generacion,
aquellos desarrollados durante la década 1960-
1970, se buscaba que fueran no téxicos (tam-
bién llamados bioinertes) y con buenas propie-
dades mecanicas: estos eran las proétesis. Los
de segunda generacion, a partir de la década
de 80, ademas de ser biocompatibles, debian

cumplir buenas propiedades mecanicas, con
requisitos tales como ser reabsorbibles o bio-
activos. Asi nacen términos como bioactivi-
dad, osteoconduccién, biodegradacion (y sus
distintos mecanismos de degradacion), lo cual
hace que con el tiempo fueran reemplazados
por el tejido del paciente. Actualmente existen
los de tercera generacion, también llamados in-
teligentes. Se los llama asi pues se espera de
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SENALES
BIOLOGICAS

*Factores de

crecimiento
*Hormonas
*BMPs
*RGD
*iRNAs
*cationes

Las sefiales bioldgicas
induciranladiferenciacion
fenotipicade las células

*Autologas
*Heterdloga
*Diferenciadas

El scaffold sirve de
soporte a sistemas de
liberaciénde drogas

SCAFFOLD

Sintéticos y/o
Naturales
*Polimeros
*Ceramicas
*Vidrios Bioactivos
*Materiales
compuestos

Las células se adhieren al

scaffold que les garantiza

un espacio para proliferar
yreparar el hueso

Figura 2. La Ingenieria de Tejido Oseo lleva a cabo su objetivo gracias a la interaccién de
sus tres componentes. Las moléculas osteoinductoras soportadas en el scaffold conducen la
proliferacién y diferenciacion fenotipica de las células que se encuentran adheridas al soporte

estructural brindado por el scaffold.

ellos que, ademas de las funciones anteriores,
cumplan otras funciones no de sustitucion sino
de regeneracion. Con los cambios de objetivo
y técnicas de estudio, se comenzaron a utili-
zar términos como scaffolds, osteoinduccion,
sistemas de liberacién de drogas, porosidad,

tailor (capacidad de disefio a medida del cada
paciente segun sus necesidades), etc., al mo-
mento de disefiar biomateriales inteligentes
que estimulen diversas respuestas de células
del linaje osteoblastico a nivel molecular para
que se logre la reparacion 6sea. 0163941
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Tabla 2. Breve revision bibliografica de tipos de materiales utilizados en el desarrollo de scaffolds.

Tipo de material Material
1- Polimeros
sintéticos y/o
naturales

1.1- Poli ¢ caprolactona 'y
polifumarato?

1.2- Poli ¢ caprolactona y
polifumarato®®

1.3- Colageno®

1.4- Quitosano, polifumara-
to y poliacetato de vinilo?®

1.5- Matriz extracelular y
poli ¢ caprolactona®®

2- Ceramicas 2.1- Carburo de silicio y

carbono pirolizado®

2.2- Alimina®

3- Vidrios
bioactivos

3.1- Bioglass®%

3.2- Bioglass®

4- Materiales
compuestos

4.1- Poli ¢ caprolactona 'y
polifumarato e hidroxiapa-
tia%*

4.2- Poli ¢ caprolactona y
polifumarato conteniendo
estrocio®®

4.3- Gelatina y vidrio fos-
fato®®

4.4- Alginato y nanohidro-
Xiapatita®

4.5 -Quitosano, hidroxiapa-
tita y alginato®

Detalles del scaffold

1.1- Compatibilizacién de mezclas de polimeros
mediante ultrasonido.

1.2- Obtencién de scaffolds porosos mediante
electrospray.

1.3- Obtencion de un scaffold con superficie en
forma de lomas y ordenamiento de las fibras del
colageno.

1.4- Uso de moldes para la obtencién de scaffolds
con una superficie nanoestructurada.

1.5- Obtencién de scaffolds porosos mediante
electrospinning.

2.1- Sintesis de ceramica porosa como scaffolds
utilizando madera y algas.

2.2- Scaffolds con poros alineados para mejorar
sus propiedades mecanicas.

3.1- Estudios de cambios estructurales de los Bio-
glass luego de ser implantados.

3.2- Mejora de uniodn al hueso del Bioglass luego
de ser modificado por radiacion gamma.

4.1- Mejora de las propiedades del scaffold gra-
cias a la incorporacion de hidroxiapatita obtenida
a bajos costos.

4.2- Incorporaciéon de Sr a la matriz polimérica
para mejorar osteoinduccion del scaffold.
4.3- Refuerzo mecanico y propiedades bioldgicas

de un scaffold poroso de gelatina.

4.4- Obtencion scaffolds a partir de alginato e hi-
droxiapatita con actividad antibacterial.

4.5- Obtencién de micrqesferas para drug delivery
en Ingenieria de Tejido Oseo.

Curiosamente, Bongio y col. denominan esta
evolucién “desde la biocompatibilidad hacia
las instrucciones”.® Volviendo a las Figuras
1y 2, se observa que las células progenitoras
se siembran en andamios reabsorbibles; estos

contienen moléculas que inducen la osteogé-
nesis de las stems cells en un reactor fuera del
cuerpo donde las células crecen y se diferencian
e imitan los procesos de reparacion 6sea. Tales
injertos sintéticos/vivos de Ingenieria de Tejido
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luego se implantan en los pacientes para reem-
plazar los tejidos enfermos o dafados. Con el
tiempo, los andamios seran reabsorbidos y re-
emplazados por tejidos del huésped que ideal-
mente incluyen un suministro de sangre y ner-
vios viables. Tratando de obtener biomateriales
cada vez mas “inteligentes” o con diversas fun-
ciones, la evolucion de estos biomateriales no
se detiene. La curacion de las fracturas dseas,
en forma resumida, es un proceso de inflama-
cion, angiogénesis y osteogénesis. Se inicia con
la inflamacion, liberando diversas citoquinas y
factores de crecimiento. Estas conducen el re-
clutamiento de células madre y la formacién de
vasculatura que deriva en la formacién de hue-
so funcional, como se menciond anteriormente.

Fernandez J.M.: Angiogénesis
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Los biomateriales disefiados y estudiados has-
ta el momento buscaban cumplir o favorecer la
osteogénesis del proceso (Figura 3, linea pun-
teada A). Claro que, entre los requerimientos del
material, habia un espacio para la angiogénesis,
sobre todo a la hora de pensar la porosidad y
tamarnio de poro, pero la idea central siempre ha
sido favorecer la osteogénesis. Debido al rol cri-
tico de la vasculatura para lograr una reparacion
Osea exitosa, demostrado hace décadas, en los
Ultimos afos se ha abordado el problema en el
disefio de scaffolds con una funcionalidad dual,
es decir, pensar, disefiar y lograr biomateriales
que promuevan tanto la diferenciacién vascular
(Figura 3 linea punteada B) como la osteogénica
durante la regeneracion ésea.

Fractura osea

v

% Hematoma e inflamacion b
ra

kY

N\

v

7 A

/

L :
/
! A
\

o \
/
‘B \

_ Liberacionde factores
/ de ¢recimiento

1 | Angiogénesis

:' 1 |

\ Osteogénesis |

L [

v

A

. |Reparacion osea|

Figura 3. La fractura 6sea conduce al desencadenamiento de sefales quimicas que promueven
procesos de angiogénesis y osteogénesis para, en conjunto, llevar a cabo la reparacién de la
fractura. Tradicionalmente, el disefio de los estudios de los biomateriales apuntaban a fomentar
la osteogénesis (linea punteada A). Ultimamente, se busca que tengan actividad dual, es decir,
que favorezcan también la angiogénesis (linea punteada B).
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Breve resumen del rol de la angiogénesis
en el proceso de reparacion de fracturas
6seas

Desde el siglo XVIII se conoce la impor-
tancia que posee la correcta angiogénesis no
solo en el desarrollo y crecimiento del hueso,
sino también en su reparacion.*? Hoy en dia se
conoce en forma mas detallada el rol que la
vasculatura posee en el desarrollo esquelético
embrionario, el crecimiento y la remodelacién
6sea.*® Por otro lado, la formacién de nuevos
vasos sanguineos a partir de otros ya existen-
tes, es decir la angiogénesis, es un proceso
sumamente raro en adultos y se limita a pro-
cesos de reparacion de lesiones y crecimiento
de tumores.* La red vascular actia como un
sistema de transporte de hormonas, produc-
tos de desecho, sustancias tdxicas y oxigeno,
nutrientes y células; ademas libera factores
de crecimiento producidos localmente por las
células endoteliales (CE), incluidos factores
angiogénicos, factores morfogénicos, sustan-
cias vasoconstrictoras y vasodilatadoras, ha-
ciendo que al endotelio vascular se lo consi-
dere también como un érgano endocrino. De
esta forma, las CE pueden comunicarse con
células del hueso como osteoblastos, células
estromales, macréfagos y osteoclastos. 24345

La angiogénesis resulta ser clave durante el
proceso de reparacion osea pues la formacion
de nuevos vasos sanguineos en el callo de la
fractura aporta nutrientes, oxigeno, citoquinas,
hormonas y factores de crecimiento, ademas
de los precursores celulares involucrados en el
proceso de reparacién. Esta asociacién tém-
poro-espacial de la vasculatura con el proceso
de formacién ésea se denomina “acoplamien-
to angiogénico-osteogénico”.*

Durante el traumatismo, debido a la inte-
rrupciéon del suministro sanguineo, se crea un
entorno hipoxémico causado por la baja pre-
sion de oxigeno alrededor del espacio lesio-
nado, desencadenando sefales en los osteo-
blastos que influyen sobre la proliferacion y
diferenciacion de las CE, las cuales luego se-
cretaran factores osteogénicos; esta fase sera
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crucial para la reparacién de la fractura ésea.
Las plaquetas son las primeras en actuar, for-
mando un trombo en el sitio de exposicién de
colageno, estabilizado luego por un coagulo
de fibrina. Este coagulo plaquetario secreta
factores que activan la migracién de células
inflamatorias y las demas células implicadas
en la reparacion 6sea. Las CE quiescentes de
los vasos sanguineos existentes son activa-
das por el aumento de factores angiogénicos
producidos por el coagulo plaquetario, las
células inflamatorias y el estado de hipoxia,
llevando a un alargamiento de los nuevos va-
sos gracias a la proliferaciéon y migracién de
las CE. A medida que se forma el endotelio
vascular, las CE secretan moléculas atrayen-
tes de células perivasculares (como pericitos
y células de musculo liso) para recubrir el en-
dotelio proporcionando no solo estabilidad,
sino también permeabilidad a los nuevos va-
sos formados. La angiogénesis resulta ser un
proceso tan importante en la reparacion ésea
gue una ausencia o inhibicién de esta es una
de las principales razones de falla en la repa-
racion de la herida, como se ha demostrado
en gran numero de trabajos.4¢-48

De esta forma, para una correcta repara-
cién 6sea, la capacidad de estimular la osteo-
génesis debe estar correctamente acoplada
con la angiogénesis pues ambos procesos
se hallan estrechamente relacionados y la os-
teogénesis no se daria en ausencia de la an-
giogénesis.*#54 Esta relacion estrecha entre
ambos procesos es controlada por diversos
factores de crecimiento que acttian en forma
autocrina y paracrina, producidos por los os-
teoblastos y las CE y sus respectivos precur-
sores. Ademas, se ha demostrado que existe
comunicacion en forma directa entre las cé-
lulas mediante contacto directo utilizando,
por ejemplo, uniones del tipo “gap”. Entre los
principales factores angiogénicos se encuen-
tra el VEGF (factor de crecimiento endotelial
vascular), producido por las células osteo-
blasticas. Su importancia en el proceso de
reparacién de fractura se demostré mediante
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varios estudios donde se observa una pobre
0 ausente reparacién cuando se bloquea el
VEGF (mediante anti-VEGF o silenciamiento
de gen).*243 Activadas las CE mediante VEGF,
producen moléculas osteoinductoras como
BMPs-2, 4 y 7 (proteinas morfogénicas Oseas
2,4y 7)elGF (factor de crecimiento simil insu-
lina). De esta manera, se regula la migracion,
proliferacién, y diferenciacion de ambos tipos
celulares. Ademas, se ha demostrado que el
agregado de VEGF en forma exdgena estimu-
la la diferenciacion de células osteoblasticas.
En la Figura 4 se puede ver el cross talk en-
tre las CE y los osteoblastos (Ob) donde se
encuentran involucrados ademas otros facto-
res de crecimiento. Por ejemplo, bFGF (factor
de crecimiento fibroblastico basico) estimu-
la la angiogénesis y osteogénesis activando
la proliferacion y diferenciaciéon de CE y Ob.
Otro factor de crecimiento con un importante

Fernandez J.M.: Angiogénesis
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rol en la reparacién 6sea es PDGF (factor de
crecimiento derivado de plaqueta). Este fac-
tor estimula la proliferacion de las células de
origen mesenquimatico como osteoblastos
y condrocitos, siendo ademas un importante
factor mitogénico que promueve la expresion
de VEGF.#?

No solamente existe comunicaciéon entre
osteoblastos y CE. Se ha demostrado que
VEGF interviene en el reclutamiento de os-
teoclastos (Oc), los cuales degradan la matriz
extracelular liberando TGF-f (factor de creci-
miento transformante f), que entonces pro-
mueve la actividad osteoblastica. Por ultimo,
los osteoblastos pueden favorecer la diferen-
ciacion osteoclastica gracias a la interaccién
de RANK y RANKL (receptor activador para
el factor nuclear k B y ligando de receptor ac-
tivador para el factor nuclear x B, respectiva-
mente).42:43.45.50-53

/—-——)

bFGF

BMP2,4y7

PDGF

IGF

VEGF

@0

TGF B
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RANK-L

Oc

Figura 4. Comunicacion o cross talk entre las células endoteliales (CE), los osteoblastos (Ob) y
los osteoclastos (Oc) a través de la liberacién de distintos factores de crecimientos regulatorios.
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Disenio de scaffolds con funciéon dual:
promover la osteogénesis tanto como la
angiogénesis

Debido a la importancia de obtener una
buena vasculatura con el fin de lograr exito-
samente la reparacion 6sea tras una fractura,
resulta critico disefar scaffolds con funcio-
nalidad dual, es decir, lograr la osteogénesis
garantizando también la angiogénesis. Como
mencionamos anteriormente, los osteoblas-
tos y las CE producen sefales reciprocas
con el fin de mantener acoplados ambos pro-
cesos. Los osteoblastos producen VEGF que
estimulan y activan a las CE mientras que
estas producen BMP-2 que estimula y acti-
va a los osteoblastos. Sin embargo, algunos
trabajos demuestran que la osteogénesis no
es suficiente para favorecer la angiogénesis,
sino que la supervivencia de las células que
se encuentran en el interior de los grandes
scaffolds se ve comprometida por la falta de
oxigeno y nutrientes a causa del tiempo que
toma formar los nuevos vasos sanguineos.'
Por lo tanto, en los ultimos afios, se han es-
tudiado distintas estrategias a fin de lograr
scaffolds que promuevan ambos eventos en
forma acoplada.

Como se puede ver en la Figura 2, los
scaffolds cuentan con dos principales mi-
siones: funcionar como soporte estructural
emulando una matriz extracelular que ga-
rantiza un espacio para migracion, adhesion,
proliferacion y diferenciacién celular, al tiem-
po que también sirve de soporte para siste-
mas de liberacion de drogas. De esta forma,
las consideraciones importantes para tener
en cuenta en el disefio de scaffolds resultan
ser la técnica de fabricacioén, forma y estruc-
tura del hueso dafado, los factores osteogé-
nicos y angiogénicos para utilizar y un siste-
ma de liberacién que provea la cinética de-
seada. Lograr este Ultimo objetivo resulta ser
importante pues una cinética de liberacion
adecuada es necesaria para una obtener una
correcta angiogénesis sin que se produzca
limitacion de oxigeno ni nutrientes.5:42:44:49.50
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De esta forma, se profundiza la utiliza-
cién de términos como:
-Angioconduccidn: es la capacidad que po-
see una matriz tridimensional porosa para
sostener el crecimiento de vasos sangui-
neos. Asi, los materiales angioconductores
podran proporcionar los medios para que
el suministro de sangre del paciente llegue
al sitio para reparar y se promueva la inte-
gracion del scaffold durante el proceso de
reparacion ésea.
-Angioinduccion: consiste en la diferencia-
cion de las células progenitoras endoteliales
a células endoteliales mediada por la libe-
racion de distintas moléculas proangiogéni-
cas que se encuentran inmersas en la matriz
tridimensional. De esta forma, las moléculas
proangiogénicas van a permitir la correcta
vascularizacion en el seno del scaffold.

Por lo tanto, para la obtenciéon de una
buena vasculatura y osteogénesis en Inge-
nieria de Tejido Oseo, es necesario desarro-
llar distintas estrategias que incorporen sis-
temas de liberacion de drogas osteoinduc-
toras y angioinductoras en los scaffolds. Por
ello, se ha puesto el foco en el desarrollo de
sistemas que contengan factores de creci-
miento, seguidos de oligoelementos y otros
tipos de drogas y materiales angioconduc-
tores con capacidad angioinductora. En la
Figura 5 se pueden observar distintas estra-
tegias que se describen en estudios a fin de
lograr una matriz ideal. A continuacién, se
analizaran algunos ejemplos de las diversas
estrategias.

Una de las estrategias mas utilizadas es
la liberacion de los factores de crecimiento
VEGF y BMP-2, aunque también existen es-
tudios con otros factores como bFGF, BMP-
7, PDGF y TGF-B en distintos sistemas de
liberacion.™

El atrapamiento fisico del factor de cre-
cimiento es probablemente el método mas
simple para un sistema de liberacion de dro-

ga.
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Factoresde crecimients ostecinductores y angicinductores respectivamente,

* Efi Dligoelementos ostesinductores y angicinductores respectivamente,
: Sistema de anclaje O Sistema de encapsulacidn 0 Sistema de produccian

de drogas de drogas de oxlgeno
III/""—-—-—.___4_.—-- t — — — " f —— [r— — ]
Matriz tridimensional fatriz tridimensional osteoinductara Matriz tridimensional angicinductora

Figura 5. Distintas estrategias para favorecer la angiogénesis y la osteogénesis. Algunas de
ellas incluyen genes en plasmidos virales dentro del scaffold o transfectados dentro de las cé-
lulas para que produzcan diversos factores de crecimiento, los cuales, a su vez, pueden estar
incorporados dentro del scaffold asociados a la matriz tridimensional, a sistemas de anclajes o
un sistema de encapsulacién. Ademas, los scaffolds pueden estar compuestos por materiales
que aportan las capacidades angioconductoras y osteoconductoras y que posean propiedades
angioinductoras y osteoinductoras.
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Este método consiste en agregar el factor
de crecimiento durante la sintesis del scaffold.
A pesar de su simplicidad, la principal des-
ventaja de este sistema es que puede no ser
eficaz a la hora de necesitarse un sistema de
liberacion sostenida en el tiempo pues, en
muchos casos, el perfil de liberaciéon que se
obtiene resulta ser discontinuo por liberar un
alto porcentaje de la droga a tiempos inicia-
les, o contrariamente por quedar esta fuer-
temente retenida en la matriz polimérica. No
obstante, los perfiles de liberacion se pueden
modificar variando parametros estructurales
y/o fisicoquimicos del scaffold.5' King y Kre-
bsbach demostraron que la interaccién del
material y los BMPs, retenido en forma no
covalente dentro de distintos tipos y forma-
tos de scaffolds, producia cambios en la libe-
racion de BMPs tanto in vitro como in vivo.%
Existen otros sistemas de atrapamiento fisi-
co de factores de crecimiento ademas de las
matrices poliméricas: Wernike y col. lograron
desarrollar un sistema de liberacién de VEGF
utilizando TCP-§ (fosfato tricalcico p) poroso,
y encontraron que, en estudios in vivo, pro-
movio la angiogénesis y reparacion 6sea con
distinta cinética de liberacion segun la for-
ma de retencion del factor de crecimiento.%®
Otros estudios han enfocado la produccion
de sistemas de liberacién de dos factores de
crecimiento, siendo una estrategia comun
que uno de ellos sea osteoinductor y otro an-
gioinductor, comparando luego sus efectos
con liberacién de uno solo de ellos. Patter-
son y col. utilizaron un hidrogel realizado con
acido hialurénico y metacrilato de glicidilo,
reteniendo en su interior BMP-2 y VEGF. Ellos
observaron en un modelo de reparacion de
herida de calota de rata, que la coliberacion
de ambos factores de crecimiento producia
una mayor reparacion del dafio que cada uno
por separado.’® Interesantemente, Farokhi y
col. lograron mejorar la reparacion dsea en
estudios in vivo utilizando un scaffold poro-
so que contenia los factores VEGF y PDGF.%"
Clasicamente, los sistemas de liberacién es-
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tan enfocados en contener factores de cre-
cimiento proteicos; sin embargo, también se
pueden incluir distintos iones metalicos pues
muchos de ellos poseen capacidad osteoin-
ductora y/o angioinductora.*® Nuestro grupo
de trabajo ha incorporado estroncio (Sr+?) a
una mezcla polimérica compatibilizada de
poli ¢ caprolactona y polifumarato de diiso-
propilo, la cual fue previamente caracteriza-
da.?®2?6 Este cation fue seleccionado debido
a que posee actividad osteoinductora.?5%6°
Se prepararon scaffolds con dos concentra-
ciones distintas de este cation, 1y 5% p/p,
encontrando una baja liberacién del catién
hacia el medio de cultivo, lo cual es un efecto
benéfico pues el Sr+? sistémico esta asociado
a eventos cardiovasculares.®® Encontramos
que el agregado de 1% de Sr*? promueve la
capacidad osteoinductora tanto in vitro como
in vivo, mientras que el agregado de 5% del
cation conlleva efectos adversos, demos-
trando que al agregar una droga osteoinduc-
tora a los materiales hay que tener en cuenta
tanto concentraciones minimas como maxi-
mas de ellos.?® Otro ejemplo muy interesante
es el estudio realizado por Xia y col., quienes
estudiaron cémo influyen distintos extractos
de akermanita en el comportamiento celular.
Utilizando un modelo de herida de tamano
critico en calota de rata ovariectomizada,
encontraron que este mineral (Que contiene
en su composicion Ca, Mg y Si) promueve
tanto la osteogénesis como la angiogénesis
in vivo.®2

Otra forma de retener factores de creci-
miento en una matriz tridimensional es me-
diante enlaces covalentes. Este tipo de unio-
nes posee la ventaja de asegurar la entrega
de factor de crecimiento a nivel local dentro
del scaffold sin que se desaprovechen los
factores por procesos de difusién, permi-
tiendo asi que se utilicen concentraciones
menores de estos. No obstante, el riesgo de
desnaturalizacion de los factores de creci-
miento proteicos durante el proceso quimico
para lograr el atrapamiento covalente es la
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principal limitacion de esta estrategia. Zisch
y col. desarrollaron un sistema utilizando
polietilenglicol en el cual incorporaron, a la
matriz, VEGF unido a una secuencia proteica
con capacidad de ser clivada por metalopro-
teinasas de matriz. Este hidrogel produjo un
aumento en la migracién y proliferacién de
las células endoteliales crecidas sobre ellos,
generando un tejido vascularizado cuan-
do fue implantado en forma subcutanea en
ratas.®® Leslie-Barbick y col. unieron polieti-
lenglicol a VEGF y a la secuencia de aminoa-
cidos RGDS (arginina-glicina-asparagina-se-
rina), la cual es una secuencia peptidica que
aumenta la adhesion celular via receptores
integrinas. VEGF y RGDS pegilados fueron
unidos a un hidrogel elaborado con diacrilato
de polietilenglicol, agregandole previamente
una secuencia de péptido sensible a colage-
nasa. La incorporacién de VEGF al scaffold
produjo un aumento en la migracion celular,
contacto célula-célula y tubulogénesis cuan-
do en ellas crecieron células HUVEC (human
umbilical vein endotelial cells), respecto de
hidrogeles que solo contenian secuencias
de adhesién.®* Se encuentra en pleno desa-
rrollo la unién de factores de crecimiento a
scaffolds mediante uniones covalentes sen-
sibles a radiacion UV e IR cercano.* La apli-
caciéon de distintas longitudes de onda en
forma exdgena permitira la liberacion, en el
cuerpo, de distintos factores de crecimiento
unidos a secuencias moleculares sensibles
a longitudes de ondas particulares, contro-
lando en forma extracorpdrea su liberacién.

Los factores de crecimiento no solo pue-
den quedar retenidos en el scaffold por atra-
pamiento fisico o mediante unién covalente,
también pueden unirse mediante uniones
electrostaticas. Esta estrategia permite re-
tener factores de crecimiento agregados en
forma exdgena, con distintas afinidades por
el sistema, sin el riesgo de la desnaturaliza-
cion proteica, aunque puede derivar en un
scaffold con distribuciéon no homogénea de
los factores de crecimiento. Una forma de
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disefiar este tipo de sistema de liberacién
de drogas es la utilizacion de polisacaridos
sulfatados cargados negativamente; el mas
usado resulta ser la heparina debido a que
se pueden realizar modificaciones sobre ella
variando su afinidad por distintos factores
de crecimiento.5%6

La utilizacién de nanoparticulas que con-
tienen factores de crecimiento resulta ser una
estrategia muy interesante, pues —variando
la relacion superficie-volumen de estas— se
puede controlar la velocidad de difusién de
los factores que se encuentren en su interior,
ademas de otorgarles a dichos factores una
coraza que los protege del entorno. Recien-
temente, Kim y col. han utilizado un copoli-
mero de acido lactico y glicdlico y polialco-
hol vinilico para generar nanoparticulas que
en su interior contenian BMP-2. Estas parti-
culas fueron incorporadas en una matriz de
poli ¢ caprolactona encontrando un aumento
en la proliferacién y marcadores de actividad
osteoblastica cuando crecen células mesen-
quimales humanas sobre ellas.®” Una forma
de encapsular moléculas es mediante un
sistema de vesiculas y micelas poliméricas:
recientemente, Besada y col. disefiaron un
polimerosoma autoensamblable utilizando
un polimero triblock de polibenzoato de vini-
lo y polietilenglicol, y encontraron que dicho
polimerosoma no posee efectos toxicos en
estudios in vitro.%®

La liberacién de factores de crecimiento
proteicos a través de sistemas de liberacion
de droga posee algunas limitaciones o des-
ventajas. Por ejemplo, una cinética de libera-
cién inadecuada puede producir concentra-
ciones proteicas indeseadas en el sitio para
reparar. Concentraciones elevadas de BMPs
y escape del sitio de dafiado puede producir
osificaciones ectopicas, al igual que fallas en
la vasculatura o riesgo de desarrollo de tu-
mores en el caso de liberacion excesiva de
VEGF. En el otro extremo, bajas concentra-
ciones de los factores de crecimiento debido
a una cinética de liberacién demasiado lenta
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pueden no producir el efecto deseado. Ade-
mas, se lograrian efectos transitorios debido
a que muchos de los factores proteicos po-
seen una baja vida media una vez implanta-
dos en el cuerpo, como es el caso del VEGF,
el cual posee una vida media de 7 a 8 horas.
Por ello, una estrategia en pleno desarrollo
resulta ser la terapia génica agregando vec-
tores virales de factores de crecimiento que
produzcan la transfeccion de las células que
proliferen en el scaffold, o modificacién ge-
nética ex vivo de células, las cuales seran
luego cultivadas en el scaffold.*3%® Reciente-
mente, Hsieh y col. han transfectado células
estromales de médula ésea con plasmidos
de BMP-2 implantandolas luego en un de-
fecto 6seo critico en calota de rata usan-
do Matrigel® como scaffold. Encontraron
un aumento en la reparacién 6sea con una
buena vascularizacién, respecto de cuando
implantaban células sin transfectar.’® Otro
interesante trabajo es el realizado por Khor-
sand y col., quienes implantaron en lesiones
de tibia de conejos diabéticos, un scaffold
a base de colageno que contenia plasmidos
de BMP-2 y FGF-2, y encontraron un efecto
sinérgico en la reparacién 6sea en compara-
cion con la implantacion de scaffolds con un
solo plasmido.™

Ademas de los factores de crecimiento u
oligoelementos, en la bibliografia se pueden
encontrar referencias a otras drogas con ca-
pacidad osteoinductora o angioinductora.
Una de ellas resulta ser la simvastatina, pues
se ha demostrado que esta droga in vitro
produce aumento de la migracion y prolife-
racion de células mesenquimales derivadas
de médula 6sea, asi como la formacion de
tubos cuando crecen estas células en Matri-
gel. También se observd un aumento del fac-
tor de Von Willebrand y a actina de musculo
liso cuando se administré simvastatina a un
modelo de isquemia en ratones C57NL/6J.™
Se ha demostrado que, cuando se aplica lo-
calmente, la simvastatina aumenta la repara-
cién de fracturas en ratones Balb-C.7
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Una estrategia muy interesante es la uti-
lizacion de una matriz tridimensional cons-
tituida por materiales que ademas de ser
osteoconductores y angioconductores, sean
osteoinductores y angioinductores, lo cual
evita la necesidad de utilizacién de sistemas
de liberacién de drogas. Kim y col. desarro-
llaron un scaffold poroso utilizando polvo de
hueso bovino comercial y distintas concen-
traciones de fibrindgeno como aglutinante.
Sus ensayos in vivo demostraron que estos
materiales poseen una gran capacidad de
reparacion 6sea.” Un scaffold de colageno
silificado fue desarrollado por Sun y col.,
quienes encontraron en ensayos in vivo un
aumento en la reparacion 6sea que promo-
vi6 tanto la osteogénesis como la angiogé-
nesis.”* Murphy y col. estudiaron cémo dis-
tintas proporciones de CINa y fibrina produ-
cen distintos hidrogeles que permiten a las
células mesenquimales encapsuladas en
ellos diferenciarse a un fenotipo osteogéni-
co o angiogénico. Observaron que, segun el
hidrogel formado, aumenta la reparacién en
estudios in vivo.™

Todas estas y otras estrategias no son
mutuamente excluyentes. Se puede utili-
zar una, o combinaciones de varias, para
obtener scaffolds que liberen en diferentes
momentos distintos factores de crecimien-
to, cada uno con una cinética de liberacion
acorde con la etapa del proceso de repa-
racion en que interviene, controlando asi la
variable temporal. Ademas, pueden no ser
homogéneos y estar formados por capas, en
cada una de las cuales haya distintos fac-
tores de crecimiento controlando la variable
espacial. Controlar las variables temporales
y espaciales resulta clave pues, durante el
proceso de reparacion de la herida, no to-
dos los factores de crecimiento se liberan al
mismo tiempo ni todos en el mismo lugar,
ya que existen distintos gradientes de con-
centracion témporo-espaciales.** Barati y
col. utilizaron diversos materiales para gene-
rar de manera separada nanocapsulas con

Actualizaciones en Osteologia, VOL. 16 - N° 3 - 2020

225



VEGF y BMP-2, cada una con distinta tasa
de liberacion. Luego disefiaron un scaffold
con canales formado por un hidrogel que
contenia células madres mesenquimales hu-
manas con BMP-2 nanoencapsulados, y re-
llenaron los canales con otro hidrogel a base
de gelatina que contenia células formadoras
de colonia de células endoteliales y VEGF
nanoencapsulados. Este sistema demostrd
que la velocidad de liberacion de los facto-
res de crecimiento puede ajustarse segun
la composicién de los polimeros utilizados
para las encapsulaciones, favoreciendo el
acoplamiento témporo-espacial de la an-
giogénesis y osteogénesis en comparacion
con la administracién directa de BMP-2 y
VEGF.”® En forma mas simple que el anterior,
Egri y Eczacioglu generaron una matriz poro-
sa de un polimero triblock de poliacido lacti-
co y polietilenglicol para inmovilizar en forma
fisica BMP-2 y VEGF logrando una liberacién
secuencial de estos.”

Precauciones y perspectivas futuras

En esta revisidn se han resumido algunos
conceptos y estrategias para disefar siste-
mas que, una vez implantados en el hueso
dafiado, puedan llevar a cabo la reparacién
6sea acoplada a una adecuada angiogéne-
sis. Conocer la relacion entre factores de
crecimiento (u otras sustancias angio/osteo-
inductoras) scaffolds-células resulta crucial
para el desarrollo de sistemas osteogénicos
y angiogénicos (Figura 6). La cinética de li-
beracién de los factores dependera de su
interaccion con el conjunto, asi como del
método de preparacién, quimica y geometria
del scaffold/sistema de liberacion de droga.
Gran cantidad de trabajos muestran que los
efectos producidos por los factores utiliza-
dos estan en relaciéon con varios aspectos
donde se destacan su concentracion y su
combinacion con otros factores de creci-
miento. Ademas, la dosis requerida depen-
dera del modo de administracion; por ello,
concentraciones minimas y maximas deben
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ser determinadas en cada sistema para ga-
rantizar el efecto deseado sin el riesgo de
desarrollar efectos adversos, reacciones to-
xicas, formacion de hueso ectépico, tumori-
génesis, aterosclerosis o incluso retinopatia
proliferativa. Debido a que tanto la angiogé-
nesis como la osteogénesis en el organismo
surgen de la accién coordinada de distintos
factores de crecimiento y no de uno solo,
el disefio de scaffolds con combinacién de
distintos factores de crecimiento ha demos-
trado en muchos casos un efecto sinérgico
entre los factores utilizados permitiendo dis-
minuir la dosis necesaria de estos, hecho
que llama la atencién de numerosos grupos
de investigacion alrededor del mundo. Dado
que, en muchos casos, los mecanismos mo-
leculares que producen el sinergismo no se
conocen, su eleccion al momento debe reali-
zarse con cuidado pues se ha descripto que
pueden producirse resultados inhibitorios
entre ellos. Un tema importante para tener
en cuenta es la liberacion secuencial o no de
los factores seleccionados. Por otro lado, se
debe considerar el tipo de hueso que se va a
reparar (cortical o trabecular), pues los fac-
tores de crecimiento y sus combinaciones
pueden poseer distintos efectos dependien-
do del tejido éseo, sin descuidar asimismo
consideraciones respecto de la variabilidad
genética, edad y condiciones patolégicas de
los pacientes. La baja vida media de los fac-
tores de crecimiento, una vez que se implan-
ta el scaffold en el organismo, ha impulsado
a estudiar sistemas que utilicen herramien-
tas de terapia génica; sin embargo, siem-
pre existe un riesgo oncogénico asociado.
Asimismo, muchos de los factores de cre-
cimiento actuan no solo en forma paracrina
y autocrina, sino también en forma intracri-
na, por lo que es necesario profundizar los
estudios sobre las herramientas de terapias
génicas para asegurar la bioseguridad de
estos sistemas. Por otro lado, no solo exis-
ten interacciones de células endoteliales y
osteoblastos, sino son estas las Unicas cé-
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lulas en intervenir sobre la reparacién ésea.
Otras células como las perivasculares, ma-
créfagos, neutrdéfilos y osteoclastos desem-
pefian distintos roles en este proceso. Por
ello, es necesario conocer como afectan a
estas distintas células los factores de creci-
miento que se liberaran, y cémo intervienen
en su cross talk original. Naturalmente, las

Fernandez J.M.: Angiogénesis
en Ingenieria de Tejido Oseo

células se encuentran adheridas a la matriz
extracelular e interaccionan con ella; cono-
cer este tipo de comunicacion entre células
y matriz extracelular resulta de interés a fin
de disefiar scaffolds biomiméticos, teniendo
en cuenta propiedades mecanicas, promo-
ciéon de la adhesion celular y difusidon de sus-
tanCiaS.15’42-45’50’e5
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Figura 6. Los nuevos direccionamientos en Ingenieria de Tejido Oseo son favorecer tanto la
formacién de una nueva vasculatura como la formacién ésea a fin de poder llevar a cabo la

reparaciéon del hueso dafado.

Conclusiones

La administracién exitosa de factores de
crecimiento para la angiogénesis y la osteo-
génesis se ve afectada por el sistema de li-
beracién localizado, la cinética de liberacion
témporo-espacial, la concentracién apropia-
da de cada uno de ellos y las combinaciones
de factores de crecimiento seleccionados;
claro que, sin dejar de prestar atencion a la
seguridad, la eficacia de su administracién,
la geometria 6sea y de su lesion y el estado
general del paciente. Por lo tanto, la matriz
tridimensional o scaffold no solo debe ofre-

cer una matriz para el crecimiento de células
osteoprogenitoras y vasos sanguineos, sino
también un sistema de liberaciéon de droga
que proporcionen los factores de crecimien-
to en la dosis y cinética correctas. Los avan-
ces cientificos proporcionaran conocimientos
para disefar biomateriales no solo bioinspi-
rados sino también biomiméticos, los cuales
ayudaran a que la Ingenieria de Tejido sea una
alternativa terapéutica real en el futuro para el
tejido 6seo dafiado, garantizando que la os-
teogénesis y la angiogénesis se logren en for-
ma coordinada.
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