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Resumen

Existen numerosas patologias que gene-
ran situaciones invalidantes debido a pro-
blemas asociados a nivel de defectos 6seos.
Esto genera, en muchas oportunidades,
cuestiones sanitarias de alto impacto. La in-
genieria de tejidos o0seos pretende generar
propuestas novedosas para reparar pérdidas
o fracturas 6seas, promoviendo regenerar el
tejido mediante el implante de matrices bio-
degradables que puedan actuar como estruc-
turas para la adhesioén celular, favoreciendo el
crecimiento y la diferenciacién hasta formar
hueso de novo. El incremento notable de los
conocimientos en las areas biotecnoldgicas,
de sintesis quimica, asi como de biomedici-
na, permiten el desarrollo de numerosos tipos
de matrices de tercera generacién, biodegra-
dables y no toxicas, con caracteristicas que
proponen sean consideradas en la regenera-
cion tisular 6sea. Este trabajo intenta resumir
los tipos de matrices que mayor impacto han
tenido hasta el momento en la medicina re-
generativa 0sea, mostrando los casos mas
relevantes de resultados experimentales y cli-
nicos, y propone algunas perspectivas que se
deberian considerar para poder aplicarlas a la
practica clinica. Esta es un area que invita a
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los investigadores a posicionarse en un pen-
samiento complejo desde el punto de vista
cientifico-filoséfico.

Palabras clave: ingenieria de tejidos, matri-
ces biodegradables, hueso, lesidn dsea.

Abstract

THIRD-GENERATION SCAFFOLDS IN BONE
TISSUE ENGINEERING

There are several pathologies that genera-
te disability due to complications associated
with bone defects. This often generates high
impact health troubles. Bone tissue enginee-
ring aims to generate novel means to repair
bone loss or bone fractures, promoting tis-
sue regeneration through the implantation
biodegradables scaffolds, which can act as
structures for cell adhesion, that promts cell
growth and differentiation for the novo bone
formation.

The remarkable for the novo bone forma-
tion in biotechnology, chemical synthesis, and
biomedical knowledge allows the develop-
ment of numerous types of third generation
scaffolds, applied to promote bone tissue re-
generation.
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This brief report aims to review the sca-
ffolds that have had more impact in bone
regenerative medicine so far, describing
the most relevant experimental and clinical
results. This is an area that invites resear-

Introduccion

El tejido 6seo puede ser considerado
como un nanocompuesto de estructura tri-
dimensional con propiedades, entre otras,
mecanicas y de microporosidad. Esta mi-
croporosidad permite la migracion celular
y vascularizacién, mientras que las escalas
nanométricas facilitan la adhesién celular y la
nucleacién mineral.'? Los cristales minerales
permiten soportar situaciones de estrés, y la
estructura particular del colageno se relacio-
na estrechamente con la capacidad del hueso
para sufrir deformaciones. Existen evidencias
de que el osteocito es el principal tipo celular
responsable de la transduccion de estimulos
mecanicos o fisiolégicos, en una respuesta
diferencial celular y tisular.®*®

Los cambios en los estilos de vida de la
poblacion en general, asi como el corrimiento
de las piramides poblacionales hacia edades
mas avanzadas, se relacionan con incremen-
tos en las tasas de fracturas produciendo pro-
blemas sociosanitarios de alto impacto.5-"°

La cirugia ortopédica y odontoestomatol6-
gica, la neurocirugia, la cirugia maxilofacial y
otras practicas médicas requieren en nume-
rosas oportunidades la aplicacion de técnicas
de implantes o de reparacion tisular ésea o
de ambas. Indudablemente, la comprension
previa de que la reparacion tisular fisioldgica
implica remodelacién progresiva y reestruc-
turacion de arquitecturas preexistentes de
tejidos es indispensable para poder abarcar
estos procesos en un sentido integrador.

Los injertos de hueso se han utilizado fre-
cuentemente desde principios del siglo pasa-
do.” Hasta el momento en la practica clinica
existen tratamientos convencionales para la
reparacion de defectos 6seos, en la cual se

chers to situate themselves in a complex
thought of scientific-philosophical point of
view.

Key words: Tissue engineering, biodegrada-
ble scaffolds, bone injury, bone.

utilizan implantes de hueso autélogos o alo-
génicos, intentando promover mediante esti-
mulos osteogénicos y osoteoconductivos la
regeneracion tisular y la unién.

El trasplante de hueso autélogo presenta
limitaciones en cuanto a la cantidad dispo-
nible. La obtencion de ese hueso es un pro-
cedimiento costoso y doloroso, que puede
asociarse a riesgos adicionales debido que el
paciente debe ser sometido a dos practicas
quirdrgicas.'®18

Es por ello que comenzaron a desarrollar-
se estrategias de trasplantes alogénicos. En
la literatura existen referencias de los ultimos
anos acerca de éxitos clinicos obtenidos a
través de este tipo de trasplante frente a la
necesidad de sustituir una faltante 6sea.' El
trasplante de hueso alogénico, en general,
debe ser considerado con mucha cautela.
Si bien disminuyen los riesgos de respues-
tas antigénicas por el rechazo que presentan
otros tipos de implantes, todas las estrategias
requieren procedimientos de procuracion y
procesamientos muy controlados y, aun asi,
pueden presentarse efectos adversos, situa-
ciones que no siempre estan del todo docu-
mentadas en la literatura.2?!

Entre los primeros sustitutos éseos uti-
lizados debemos destacar los extractos de
huesos alogénicos desmineralizados que
pretendian preservar factores de crecimiento,
colageno y otras proteinas no colagenas.??23
Sin embargo, los rigurosos procesamientos
de esterilizacion necesarios en este tipo de
implantes podrian afectar de manera varia-
ble las propiedades osteoinductivas de tales
materiales.?*? La osteoinduccién es la capa-
cidad de los materiales de injerto para inducir
la diferenciacién de las células formadoras de
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hueso a través de la diferenciacion de célu-
las madre mesenquimatosas estromales de
los tejidos hospedantes circundantes para
producir células osteoprogenitoras, seguida
por el desarrollo de osteoblastos, razén por
la cual es una propiedad muy importante. La
alternativa de utilizar aloinjertos éseos como
chips de huesos, se considerd a posteriori
para la reparacién de defectos éseos y/o re-
lleno de zonas con pérdida de capital 6seo,
con muy buenos resultados. En ese aspecto
hemos tenido resultados clinicos con muy
buena respuesta, si bien se exigen —antes del
implante— adecuados procesos de procura-
cion, preparacion y esterilizacion intensiva de
las muestras que se van a implantar.?

Ingenieria de tejidos

La ingenieria de tejidos es un area biotec-
nolégica cuya denominacion surgié para defi-
nir un campo de estudio multidisciplinar, que
se fundamenta en conocimientos de ingenie-
ria de materiales y ciencias biomédicas y que
procura reconstituir, sustituir y/o regenerar te-
jidos especificos u érganos a través de la im-
plantacién de materiales eficaces y practicos,
que pretenden mantener la estructura residual
existente asi como viabilizar el crecimiento del
tejido. Estos materiales deberian actuar como
andamiajes que promuevan la proliferacion de
tejidos vivos.?-*° Los biomateriales, para poder
ser denominados asi, deben poseer caracteris-
ticas tales que estimulen unas respuestas ce-
lulares adecuadas®'y que paralelamente sean
reemplazados de manera paulatina por el nue-
vo tejido; su funcién es, pues, temporal.®?

Ingenieria de tejidos 6seos
La ingenieria de tejidos aplicada a la repa-
racion tisular 6sea debe procurar, entre otras,
que los materiales utilizados como matrices
sean potencialmente portadoras de las si-
guientes caracteristicas:
a) Osteoinductores, es decir, capaces de
promover la diferenciacion de células pro-
genitoras en células osteoblasticas.®-%"

b) Osteoconductores, es decir que induzcan
el crecimiento del hueso circundante.33-%7

c) Ser capaces de osteointegrarse, es de-
cir, de integrarse al tejido 6seo adya-
cente, pretendiendo reparar un tejido de
forma que quede intacto su estado bio-
mecanico.®-%

El material desarrollado debe ser biode-
gradable, no debe alterarse en su estructura
y propiedades al ser esterilizado mediante
métodos sencillos, y, ademas, debe ser de-
sarrollado considerando que luego pueda
producirse en escala industrial para pensar en
potenciales aplicaciones biomédicas (Fig.).

Matrices de productos naturales y de
sintesis quimica

La propuesta general de utilizar como
matrices biomoléculas naturales es que po-
tencialmente ofrecerian la ventaja de ser re-
conocidas por las células lindantes al sitio de
la lesion sin generar ningun tipo de rechazo;
esto les permitiria, incluso, poder unirse a sus
receptores de superficie y generar respuestas
inmediatas de comienzo de formacién del te-
jido mediante sefiales bioquimicas liberadas
de la propia matriz.%®

Las primeras matrices provenientes de pro-
ductos naturales utilizadas fueron los prepara-
dos de colageno de vaca; se ha demostrado
que -si bien no presentaban rechazo- tienen
propiedades mecanicas inferiores a las del
propio tejido 6seo, razén por la cual solamen-
te pueden ser aplicadas en lesiones donde no
se debe soportar carga.® El uso de colageno
natural derivado de tejidos animales puede pre-
sentar algunas limitaciones como la calidad y la
pureza, que influyen en el rendimiento del co-
lageno, y hasta la posible contaminacion con
sustancias patégenas. Por este motivo debe ser
seleccionado y purificado adecuadamente.

El grupo de Missana y col. desarrollé una
membrana compuesta de colageno y PTH re-
combinante humana y obtuvo excelentes re-
sultados de regeneracion tisular en un modelo
de lesion critica en calota de ratas. O sea que
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ingenieria genética.

esta matriz podria actuar como transportador
de una hormona que se liberaria en el sitio
exacto de la lesion.*? La literatura ofrece ejem-
plos de la utilizaciéon del esqueleto de corales
y de extractos de hidroxiapatita del esquele-
to de peces, como sustancias promotoras de
la neogeneracién 6sea.**? Sin embargo, los
resultados obtenidos por Vago y cols.® indi-
caron que este tipo de matrices no poseerian
alta capacidad osteoinductiva.

Matrices sintetizadas como polimeros a
partir de sustancias naturales

En las dos ultimas décadas comenzaron a
realizarse multiples desarrollos de matrices de-
rivadas del quitosano.* Este es un biopolimero
que también ha sido considerado como una
sustancia derivada de productos naturales,
aplicable a la ingenieria de tejidos. Se origina
de la desacetilacion de la quitina, polimero na-
tural presente en el exoesqueleto de los crus-
taceos. Es de bajo costo y biodegradable. La

quitina posee grupos acetilos (NHCOCH) que,
al sufrir n-desacetilaciones termoquimicas en
soluciones concentradas de NAOH, brinda
como resultado el polimero quitosano.* Si
bien no posee alta resistencia biomecanica, las
caracteristicas de ser no toxico, presentar alta
biocompatibilidad y baja antigenicidad han lle-
vado a considerar al quitosano para el campo
de la aplicacion biomédica, solo**“® o combi-
nado, como se describe mas adelante.

Existe otro tipo de matrices poliméricas,
como por ejemplo las conformadas por poli-
hidroxi-ésteres (poli-acido lactico y poli-acido
glicolico, etc.).5%5" Estos biopolimeros son bio-
degradables y tienen una propiedad mas que
interesante para pensarlos como candidatos
en ingenieria de tejidos: al degradarse luego
de un tiempo, se generan sus componentes
monoméricos que pueden ser removidos del
organismo por vias metabdlicas naturalmente
existentes, sin presentar complicaciones po-
tenciales de toxicidad.®®%® Se han producido
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copolimeros de polilactico (PLA) y poliglico-
lico (PLGA) y si bien, como ya se ha mencio-
nado, son muy interesantes desde el punto
de vista de la degradacion, presentan menos
grupos idénicos cargados que los polimeros
naturales, como colageno o quitosano, por
lo cual no son tan buenos inductores de los
procesos de mineralizacion.’® A pesar de lo
mencionado, otros autores sostienen, a partir
de experimentos in vivo, que PLGA podria ser
liberador en el espacio de la lesién de grupos
acidos que podrian causar inflamacién e inter-
ferir en el proceso de reparacion tisular.>

Matrices ceramicas

Dentro de este tipo de matrices podemos
considerar las derivadas de hidroxiapatita-
fosfatos de calcio y los derivados de vidrio
bioactivo.

Matrices derivadas de hidroxiapatita y
fosfatos de calcio

La hidroxiapatita (HA; Ca,[PO,][OH],) es
un biomaterial ampliamente considerado como
andamiaje para reemplazo del tejido éseo, por-
que posee una muy buena biocompatibilidad.%®
Si bien puede obtenerse como extracto natu-
ral, existen en el mercado internacional mu-
chos productos de sintesis quimica.®®

Se debe destacar una caracteristica muy
favorable que poseen las matrices ceramicas
derivadas de hidroxiapatita: sus productos
de degradacion son componentes naturales
de los tejidos vivos, por lo cual no generan
problemas inmunogénicos. Paralelamente
se debe hacer notar que los biomateriales
basados en HA de diversos origenes y pro-
cesos de fabricacion presentaron diferentes
caracteristicas. Esto indudablemente debe
influir en la variabilidad de la respuesta re-
paradora que se observa al utilizar implan-
tes de este material en lesiones 6seas.’":®
De todos modos debe considerarse que, si
bien son osteoconductivas, no poseen una
alta actividad osteoinductiva.’® Por ello se
han reportado trabajos que muestran que

esta propiedad podria promoverse ya sea
modificando las superficies®® o incorporando
a biomoléculas, como factores de crecimien-
to, o drogas promotoras de la diferenciacion
celular hacia osteoblastos.®' En relacion con
lo recientemente manifestado se destaca el
trabajo con resultados in vitro e in vivo del
grupo de Xiong y cols.®2 en cual encapsu-
laron en la matriz a la proteina BMP-2. Es-
tos investigadores sintetizaron microesferas
de hidroxiapatita que poseian en su interior
hidroxiapatita modificada y cargada con la
proteina morfogenética. Varios estudios del
implante in vivo en lesion radial de conejos
demostré que este tipo de modificacion a las
matrices mejoraba su capacidad osteorre-
generativa. Los autores sostienen que estas
matrices deben ser consideradas para la re-
paracion tisular 6ésea, a pesar de los resul-
tados aportados por otros con anterioridad,
indicando que los derivados de hidroxiapati-
ta no siempre podrian ser de utilidad, ya que
presentarian baja tasa de degradacion.®® A
nivel clinico en relaciéon con esta discusion,
es interesante el trabajo desarrollado por
Schmitt y cols., quienes elevaron el piso del
seno del maxilar, procedimiento que es en
muchas circunstancias necesario, antes de
la realizaciéon de posteriores intervenciones
odontolégicas. En este trabajo se conside-
raron diversos tipos de matrices, como deri-
vados de polvo de hueso bovino, ceramicos
porosos obtenidos a partir de hidroxiapati-
ta y fosfato de calcio, implante de polvo de
hueso humano irradiado, o implante de hue-
so autélogo. Los autores consideraron que
el implante de hueso autélogo era el mejor
referente a nivel de resultados, sin embargo
juzgaron a los otros sistemas comparables
en nivel de eficacia para este tipo de cirugias,
y que evitaban asi someter a los pacientes a
dos intervenciones.®*

Otro trabajo de reciente publicacién mues-
tra la implementacién de estrategias 3D que
utilizan este tipo de sustancias para la sintesis
de andamiajes capaces de simular la estruc-
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tura ésea. Esto permitiria examinar el compor-
tamiento de células en cultivo, como herra-
mienta de investigacién basica para estudiar
el modelado éseo con células en cultivo.%®

Vidrios bioactivos

Los vidrios bioactivos son materiales ba-
sados en silica amorfa. Hench y cols. descu-
brieron que ciertas composiciones de vidrio
que contenian SIO, Na O, CaO y PO poseian
la capacidad de ligarse a tejido éseo circun-
dante, induciendo la formacion de un lecho de
hidroxiapatita en medio fisiolégico.®® Hench
demostrd que la capacidad del vidrio y de la
vitroceramica depende del proceso de de-
gradacion de los biomateriales y la posterior
formacién de una capa de hidroxiapatita en
su superficie, que imita la composicién 6sea
mineral y que se une firmemente al tejido
6seo continuo a la matriz. Esta hidroxiapatita
era muy similar a la fase mineral de la matriz
extracelular del tejido éseo y, segun estos
conceptos, dichas matrices promoverian su
interaccion interfacial como implante al tejido
6seo circundante. El 45S5 Bioglass® de Larry
Hench fue el primer material artificial que se
demostré que formaba un enlace quimico con
el hueso, lanzando el campo de la ceramica
bioactiva. A partir de entonces se gener6 una
serie de productos derivados de los vidrios
bioactivos,’”-% asi como la hidroxiapatita sin-
tética y otros fosfatos de calcio ceramicos.®°
Los mecanismos de bioactividad de estos
vidrios han sido extensamente estudiados;
como referencia puede profundizarse en los
trabajos de Rahaman y cols.”'y Gu y cols.”

Estas matrices también tienen propiedades
antibacterianas, lo que sumaria a su actividad
osteogénica un efecto muy interesante para la
aplicacion biomédica.” Pueden ademas mo-
dificarse de manera tal de modular el rango de
liberacion del ion Ca*, la osmolaridad local y
el pH, influenciando las condiciones fisioldgi-
cas circundantes y logrando no solo modificar
su accionar sino ejercer actividades antibac-
terianas in situ, como puede leerse en la inte-

resante revision de M.M. Echezarreta-Lopez y
M. Landin.”™ Otros autores han descripto que
la actividad antibacteriana de ciertas matrices
de vidrios bioactivos podria deberse a su con-
tenido en cationes metdlicos como plata, co-
bre y zinc.”®7® Estas propiedades deben ma-
nejarse cautelosamente, ya que en ocasiones
pueden asociarse a cierto nivel de citotoxici-
dad, todo lo cual debe ser entonces testeado
cuidadosamente antes de sus implantes en
modelos in vivo.””

Una de las primeras observaciones clini-
cas con implantes de vidrios bioactivos puros
fueron las efectuadas con el BAG-S53P4 pro-
ducido en Finlandia. Se observé el efecto re-
parador y bactericida de este material al apli-
carlo en pacientes con osteomielitis, a través
de un estudio prospectivo de cohortes en 27
afectados por esta patologia. Varios estudios
por imagenes demostraron la incorporacion
del vidrio bioactivo en el hueso del huésped,
sin signos de ostedlisis ni reacciones peridsti-
cas. Sin embargo, algunos restos del material
se observaron dos afos después de los pro-
cesos posimplante, indicando una baja tasa
de degradacién.”® Recientemente se ha pu-
blicado un trabajo multinacional realizado en
mas de mil pacientes con esta patologia, los
cuales fueron tratados con este material; en
un 90% de ellos se obtuvieron excelentes re-
sultados a nivel de osteointegracién y control
de infecciones.™

Matrices de vidrios bioactivos y su interaccion
con polimeros (matrices compuestas/
hibridas)

Las matrices de vidrio bioactivos y deri-
vados ceramicos —si bien, entre otras carac-
teristicas, soportan actividades enzimaticas,
procesos de angiogénesis y promueven la
colonizacion por parte de osteoblastos— sue-
len no ser funcionales inmediatamente a pos-
teriori de ser implantados, debido a sus pro-
piedades biomecanicas, pues presentan muy
baja resistencia a la fractura.®® Una alternativa
que ha surgido intentando mejorar las propie-
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dades mecanicas fue asociar a estas matri-
ces otros polimeros, formando matrices com-
puestas o matrices hibridas.

Una matriz compuesta esta formada por
dos o0 mas sustancias con distintas composi-
ciones, estructuras y propiedades y que estan
separadas por una interfase.®' Los polimeros
mas comunmente utilizados son polilacticos
(PLA), poliglicélidos (PGA)® y colageno.® Sin
embargo, existen dudas acerca de la capaci-
dad osteorregenerativa de estos compuestos
ya que, al cubrir la superficie de los vidrios
bioactivos, podrian disminuir la potencialidad
de estos.®

Una matriz hibrida, como su nombre lo in-
dica, ya no es una mezcla de dos o mas sus-
tancias, sino un nuevo producto, que se ob-
tiene por diversos procedimientos.®%" Existe
una alternativa novedosa para el desarrollo de
estructuras hibridas de vidrio bioactivo con
polimeros: el método sol-gel, que requiere una
técnica compleja de sintesis, pero donde los
componentes interactian en una red a nivel
nanomolecular.8-8” Hemos realizado un estu-
dio in vivo de implante de matrices hibridas
de vidrio bioactivo con polivinil-alcohol (PVA),
con resultados muy satisfactorios. Se debe
considerar que una matriz de vidrio bioactivo
puede tener alta resistencia a la compresion
pero baja elasticidad, y el conformar un hibri-
do con PVA se realiza también con vistas a
mejorar la elasticidad del material.®*®" El PVA
es el polimero producido en mayor volumen
en el mundo a través de la polimerizacion de
acetato de vinilo y posterior hidrélisis del poli-
mero para obtener el alcohol de polivinilo. Se
lo utiliza mucho en la preparaciéon de matrices
para la regeneracion de tejido éseo debido a
sus multiples propiedades: presenta bajo ni-
vel de toxicidad, alta disponibilidad de sitios
de adhesion para moléculas bioactivas, solu-
bilidad en solventes biolégicas y, sobre todas
las cosas, flexibilidad.

Existen desarrollos previos en los que se
ha logrado incorporar a las matrices ciertos

factores de crecimiento, ya sea por uniones
fisicas o mediante métodos de encapsula-
cion. 890 A partir de estos avances, decidimos
inmovilizar el péptido PTHrp (péptido relacio-
nado con la parathormona) a matrices obte-
nidas como hibridos de vidrio bioactivo con
polivinil-alcohol (MH). Observamos que estas
nuevas matrices favorecian in vitro procesos
demineralizacién y que eran capaces de libe-
rar al péptido; se decidié entonces implantar-
las en nuestro modelo de lesién 6sea femoral
y observamos que se produjo formacién de
tejido 6éseo de novo en mayor medida que si
implantabamos MH sin PTHrp.®" Este es un
nuevo ejemplo de cémo las matrices podrian
no solo actuar como andamio promotor de
la neoformacién tisular, sino que podrian ser
transportadoras de biomoléculas que colabo-
ren con el proceso.

Otra sustancia muy utilizada en procesos
de formacién de estructuras hibridas es el qui-
tosano.*

Hemos participado en el desarrollo de ma-
trices hibridas de vidrio bioactivo-quitosano y
polivinil alcohol. Las matrices obtenidas pre-
sentaron un 95% de porosidad, con poros
interconectados (esto es esencial porque per-
mitiria el paso de mediadores osteogénicos
entre las células que podrian ir colonizando
eventualmente los poros) y presentaron muy
baja citotoxicidad.®? Hemos realizado implan-
tes de estas matrices en nuestro modelo de
lesién 6sea femoral en conejos; ahora los re-
sultados estan en etapa de interpretacion: si
bien se han observado formaciones similares
a tejido 6seo, se observan células inflama-
torias tipo macréfagos. Estos estudios de-
berian continuarse con otros, longitudinales,
asi como: a) considerar nuevos sistemas de
eliminacion de eventuales restos de glutaral-
dehido necesarios en el proceso de sintesis
y b) profundizar en el papel de los macroéfa-
gos en los procesos de implante de matrices
de sintesis quimica, dado que una interaccion
de las células inflamatorias (leucocitos poli-
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morfonucleares y células del linaje monocito-
macréfago-osteoclastos) y células del linaje
mesenquimal (de células madre-osteoblasto)
seria esencial para la formacion, reparacion y
remodelaciéon del hueso.*

Matrices compuestas de hidroxiapatita con
fosfatos tricalcicos, polimeros y metales

Se han desarrollado muchas estrategias
para regenerar lesiones utilizando matrices
compuestas de hidroxiapatita con fosfatos
tricalcicos y, desde hace tiempo, se observo
regeneracion de tejido 6se0.%4% Son muchos
los grupos que han investigado como las dis-
tintas proporciones de estos componentes
podrian ofrecer diversas ventajas, a nivel cli-
nico odontolégico.®®®” Recientemente se ha
publicado un interesante trabajo en el que se
demuestra que un compuesto de hidroxiapa-
tita con fosfatos tricalcicos adicionales pro-
moveria la diferenciaciéon de células adiposas
en cultivo hacia la progenie osteoblastica,
abriendo nuevas perspectivas a la utilizacién
de este tipo de matrices.® En el afio 2008 se
desarrollé6 un compuesto de hidroxiapatita,
fosfato tricalcico y agarosa que mostrd ade-
cuada porosidad e interconectividad de los
poros. Los autores sostuvieron que presenta-
ba mucha mas interconectividad que las ma-
trices hechas con los componentes de mane-
ra individual, y eso favoreceria la proliferacion
osteoblastica.®®

A lo largo de los ultimos afios se han
realizado multiples disefios de sintesis de
compuestos de hidroxiapatita con diversos
polimeros, ya sea formando compuestos, o
hibridos en escala nanomolecular, o mediante
la adhesién a superficies. 00102

Como relevante trabajo en la sintesis de
matrices compuestas de hidroxiapatita con
polimeros, se destaca el de Lv y cols., quie-
nes lograron obtener un compuesto de co-
polimeros de PLA y PLGA con hidroxiapatita
(HA). Si bien no se realizaron estudios in vivo,
esta matriz promovio el desarrollo de células
mesenquimales de seres humanos en un bio-

rreactor. Las matrices compuestas PLGA/n-
HA mostraron una mayor proliferacion, expre-
sion de marcadores fenotipicos osteogénicos
y deposicion de minerales en comparacion
con las células sembradas en matrices con-
formadas con cada uno de los componentes
por separado.’®

En el afio 2016, un grupo de investigado-
res hicieron un estudio comparativo, en un
modelo de lesion dsea en rata, y considera-
ron los efectos osteorregeneradores del qui-
tosano asi como del polimero PLGA o estos
dos biomoléculas formando un compuesto
con HA. Los autores indicaron que la matriz
formada como compuesto ofrecia la mejor
respuesta. Si bien se veia disminuida la acti-
vidad antibactericida respecto del quitosano
cuando se lo utilizaba de manera aislada, el
compuesto mostré no solo un aumento de la
resistencia sino de la capacidad osteorrege-
neradora cuando era implantado en un mo-
delo de lesién 6sea.’™ Todos estos resultados
dejan abiertas las puertas para sostener que
las investigaciones de las matrices compues-
tas e hibridas pueden seguir presentando un
campo promisorio para la reparacion tisular
6sea, ya que se obtienen mejores resultados
que frente al implante de los compuestos de
manera independiente.

Matrices compuestas con metales

Si bien se han desarrollado multiples ma-
trices compuestas de HA con metales, en las
que se observé in vitro un aumento de la proli-
feracién osteoblastica, %7 no son muchos los
resultados de estos implantes en modelos in
vivo. Un ejemplo de trabajo in vivo fue el pu-
blicado hace tiempo por C. Ning y Y. Zhou ,'%®
en el cual las matrices fueron implantadas en
un modelo de lesién femoral de conejos. Aun-
que se logré formar una buena interface entre
implante-matriz y sin rechazo, esta contintia
presente aun a los siete meses posimplante.
Por ello han surgido otras propuestas utilizan-
do el magnesio, que es biocompatible, para
formar matrices compuestas,'® las cuales en
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principio tendrian mas capacidad para biode-
gradarse que las formadas con titanio.'?

Los resultados publicados en el afio 2015
de implantes con este tipo de matrices en un
modelo de lesidon ésea femoral en conejos
mostraron que el implante tuvo una degra-
dacién extremadamente rapida manifestando
sefales de estimular un aumento en el remo-
delamiento 6seo y abriendo nuevas perspec-
tivas a este tipo de materiales."

Matrices celularizadas

Desde hace tiempo se ha intentado pro-
mover la regeneracion de tejido 6seo median-
te la utilizacion de células mesenquimales
estromales (MSC, de las siglas en inglés Me-
senchymal stromal cells).''?'® Estas células
tendrian el potencial de diferenciarse en os-
teoblastos o condrocitos, dependiendo de las
condiciones, motivo por el cual fueron candi-
datas a ser consideradas en la reparacion de
lesiones osteoarticulares.’ A partir de estos
avances, varios grupos de investigacion co-
menzaron a considerar la posibilidad de celu-
larizar matrices con MSC, intentando promo-
ver la reparacion tisular 6sea de una manera
mas eficaz, con resultados diversos.''%11®

La idea central es sembrar SMC en las
matrices bajo estrictas condiciones de este-
rilidad, y estos andamios deberian ser estruc-
turas capaces de promover la diferenciacion
celular, soportar la formacioén de tejidos per-
mitiendo la migracion celular y la proliferacion:
un interesante desarrollo de esta propuesta la
realizaron Khaled y colaboradores.”

Se ha reportado un muy buen resultado de
regeneracion 6sea en un modelo experimen-
tal de conejos, mediante la utilizacién de pol-
vo de hueso bovino al que se le incorporaron
células mesenquimales derivadas de tejido
adiposo, observandose un incremento en la
osteointegracion de la matriz con respecto a
implantes no celularizados.'®

Son varios los reportes clinicos que in-
dican buenos resultados al utilizar matrices
celularizadas con SMC derivadas de médu-

la 6sea, tanto en aplicaciones de reparacion
temporomandibular'™® y tratamientos de de-
fectos vertebrales,’® como en la reparacién
de lesiones en huesos largos, en los que se
realizé un estudio longitudinal prospectivo,'?’
si bien todos fueron estudios piloto. Un intere-
sante reporte clinico prospectivo fue realizado
en el afio 2016 en la Republica Checa, en el
que observaron mejores efectos al tratar a pa-
cientes con matrices celularizadas con SMC
que con matrices sin celularizar.'??

A pesar de todo ello, este tipo de meto-
dologia aun debe ser considerada con mucha
rigurosidad en lo que se refiere a su imple-
mentacion, dadas las altas exigencias de ob-
tencion y cultivo de células mesenquimales
sobre matrices en condiciones de esterilidad,
las que luego deberian ser implantadas en el
sitio de la lesidén, mas aun teniendo en cuenta
que existen evidencias de que otros tipos de
estrategias podrian promover resultados simi-
lares. Ejemplo de ello son los obtenidos por
un grupo de investigadores franceses, quie-
nes publicaron dos trabajos muy interesantes
en el afio 2016. En el primero realizaron un
estudio comparativo de implante en un mo-
delo de lesion 6sea en ovejas; se trata de di-
versos tipos de ceramicos, incluidos corales,
con y sin celularizar, habiendo obtenido mejor
potencial osteoregenerador al utilizar corales
celularizados.™® Sin embargo, recientemente
algunos investigadores del mismo grupo infor-
maron resultados de reparacién de una lesion
metatarsiana en ovejas mediante técnicas de
ingenieria de tejidos utilizando matrices deri-
vadas de corales pero sin celularizar: aqui in-
dicaron que, dado que las matrices derivadas
de corales solas no son osteoinductivas, el
pretratamiento de estas matrices con BMP-2
podrian dar resultados de mayor osteoinduci-
tividad, y que el agregado de CMS de manera
dual no daba diferencias muy significativas,
es decir que el agregado de BMP-2 daba re-
sultados comparables al agregado de CMS."?4

Los avances en biologia molecular han
permitido realizar modificaciones en SMC
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aplicadas a la regeneraciéon 6sea;?>'? |a in-
genieria de tejidos en la que se aplica SMC
requiere colectar las células, en condiciones
muy controladas, expansion, y eventualmen-
te induccion hacia la progenie osteoblastica y
reimplantacioén in vivo. Por esto, el tratamiento
para la reparacion de lesiones 6seas con ma-
trices celularizadas debe ser considerado cui-
dadosamente frente a cada situacién y a cada
tipo de matriz. La apertura de estrategias para
colonizar directamente células previamente
diferenciadas abriria indudablemente nuevas
perspectivas a la reparacion tisular ésea.

Matrices obtenidas por clonacion y
expresion de polimeros (proteinas
recombinantes)

La clonacion y expresion de polimeros de
ciertas proteinas son la base que da funda-
mento a este tipo de estrategias, y proporcio-
nan una oportunidad Unica para los disefios
de biomateriales, debido a que se puede de-
finir la cantidad de secuencias, el control de
expresion de estas y las modificaciones que
pudieren querer realizarse.

Como ejemplos de estos avances, pode-
mos comentar el trabajo de un grupo de in-
vestigadores espafoles,’ quienes produje-
ron un recombinante de la proteina humana
colageno tipo I, enriquecida en una secuencia
de reconocimiento celular RGD para molécu-
las de adhesién.’?® Los autores propusieron
la sintesis de un material compuesto de es-
tructura nanomolecular, promoviendo la mi-
neralizacién de esta proteina recombinante
en presencia de un medio enriquecido en ion
Mg**. Los resultados mostraron una adecua-
da composicién de la matriz, con un adecua-
do crecimiento celular, pero son estudios aun
preliminares.

También debemos destacar los resultados
obtenidos en los Ultimos afios con proteinas
recombinantes derivadas de la seda de la
arafa: se sintetizd una matriz compuesta en
un proceso de induccién de mineralizacion
con fosfatos de calcio, en presencia de esta

proteina recombinante.™ Los resultados del
cultivo in vitro en presencia de esta matriz de
células SMC mostraron un incremento en la
expresion de marcadores osteoblasticos (ac-
tividad de fosfatasa alcalina), si se compa-
raba cuando crecian con los constituyentes
por separado. Otro trabajo muy interesante
recientemente publicado utilizando proteina
recombinante de seda de arafa, nos brinda
resultados in vitro: realizandole ciertas modi-
ficaciones en su secuencia lograron obtener
una proteina recombinante que potenciaria
procesos de mineralizacidn, si bien ain no se
han realizado estudios in vivo.'*

Geles recombinantes del tipo elastina:

Hemos desarrollado estudios in vivo en
donde observamos regeneracién ésea utili-
zando geles recombinantes del tipo elastina
(ELR), en un trabajo colaborativo internacio-
nal.’®' Los biomateriales ELR son muy pro-
metedores, ya que su disefio puede adap-
tarse mediante ingenieria genética, lo que
permite una produccion escalable y una con-
sistencia de lote a lote, entre otros. Ademas,
pueden autoensamblarse en hidrogeles fisi-
camente reticulados por encima de una cier-
ta temperatura de transicion, en este caso la
temperatura corporal, pero son inyectables
por debajo de esta temperatura, reduciendo
asi notablemente la invasividad quirdrgica.
Aqui hemos desarrollado dos ELR bioactivos
formadores de hidrogeles, uno que incluye
la BMP-2 osteogénica y osteoinductora y el
otro, el motivo de adhesién celular RGD. La
combinacién de estos dos ELR nuevos da
como resultado un hidrogel de matriz extra-
celular cargado con BMP-2. Ademas, los do-
minios sensibles a la elastasa se incluyeron
en ambas moléculas de ELR, confiriendo asi
biodegradacién como resultado de la esci-
sion enzimatica y evitando la necesidad de
retirar el andamio después de la regenera-
cion 6sea. Se implantaron ambos geles en un
estudio de lesion 6sea femoral en conejos,
promoviendo una regeneracién completa en
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seis de los siete casos y el otro mostrando
un cierre parcial del defecto. La neoforma-
cién 6sea se confirmd utilizando diferentes
técnicas, como la radiografia, la tomografia
computarizada y la histologia. Este sistema
de hidrogel presenta, por lo tanto, un poten-
cial significativo en la reparacion de defectos
6seos, promoviendo la autorregeneracion
por el tejido circundante, favorecido esto por
el efecto la liberacién en forma controlada de
BMP-2, escision mediada por elastasa. Es-
tos resultados son promisorios ya que se han
logrado sin necesidad de incluir células me-
senquimales en la matriz antes del implante.

Modificaciones de superficies metalicas

En muchas circunstancias se requiere,
frente a una faltante 6sea, la colocacion de
implantes que puedan soportar cargas de
manera inmediata. Es por ello que el desa-
rrollo de implantes metalicos sigue siendo de
gran importancia y se consideran de segun-
da generacion. Notablemente, frente a estas
situaciones los avances tecnoldgicos estan
permitiendo desarrollar nuevos sistemas de
preparacion de los implantes metalicos, que
indudablemente favorecerian procesos de os-
teointegracion.21% Pyeden considerarse en-
tonces los novedosos tratamientos hechos a
superficies metalicas como adelantos que so-
lucionan y solucionaran muchos tipos de pro-
blemas de la practica médica. Si bien en esta
clase de tecnologias no se generan matrices
biodegradables, se pueden considerar una
estrategia relacionada estrechamente con la
ingenieria de tejidos, ya que el procesamiento
de las superficies de estos materiales se reali-
za pretendiendo favorecer la osteointegracion
de las matrices al sitio del implante.'32-1%5

Interaccion de estrategias de biologia
molecular, con productos naturales y/o de
sintesis quimica

En los ultimos afos se han publicado no-
vedosos resultados de avances, aplicando
estrategias de Ultima generacion, que han

permitido el desarrollo de nuevos tipos de
matrices que, por ejemplo, derivan de polime-
ros naturales, pero que se han unido a estruc-
turas de nanotubos de carbono,'® o matrices
producto de la modificacion de la hidroxiapa-
tita con estrategias quimicas de avanzada se-
gun los resultados recientemente publicados
por investigadores de la Argentina.’®"'%Se ha
informado sobre el desarrollo de un nuevo
tipo de matrices que encapsulan péptidos,
como por ejemplo lo realizado por el grupo
de Gentile y cols. en Inglaterra, quienes obtu-
vieron mediante el implante de esas matrices
muy buenos resultados de regeneracion tisu-
lar en lesiones Oseas de calota de rata, luego
de analizarlo a los cuatro meses posimplan-
te.’® La interaccion de las técnicas mencio-
nadas con los avances en ingenieria genética
esta permitiendo en la actualidad nuevos re-
sultados: algunos ejemplos reciente de estos
avances son los resultados publicados por
Nie y cols. en 2017, quienes lograron obtener
una matriz compuesta derivada de corales
que se sembro con células estromales de foli-
culo dental de rata transfectadas previamen-
te con un adenovirus para expresar BMP-9,
observandose a nivel experimental un incre-
mento en la reparacion de un defecto 6seo
alveolar en comparacién con los respectivos
grupos controles.™® Si lo que se pretende es
trabajar con celularizacion de matrices, no
se deben dejar de considerar los hallazgos
de Worthley y cols., publicados en la revista
Cell,"*' quienes demostraron que la expresion
de la proteina morfogenética 6sea (BMP) gre-
mlin 1 define una poblacién de células ma-
dre osteocondrorreticular (OCR) en la médula
Osea, que se autorrenuevan y generan oOs-
teoblastos, condrocitos y células estromales
medulares reticulares. Varios estudios in vivo
de trasplante de células GREM+ formando
parte de un hidrogel mostraron desarrollo de
osteoblastos en la zona de la fractura, reno-
vando nuevamente el area de las matrices
celularizadas. Son notables los resultados
obtenidos a nivel experimental aplicando ma-
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trices muy particulares, que actuarian como un
sistema de andamiaje y paralelamente serian
portadoras de secuencias de ADN que podrian
liberarse in situ en el lugar del implante, modi-
ficando la expresion génica de las células que
eventualmente colonizarian la matriz.#2-14°

Hay un solo estudio clinico obtenido con
este tipo de estrategias muy interesante, de-
sarrollado en Rusia, en el que -si bien solo
se reporta un paciente tratado, el que frente
a otras estrategias quirlrgicas previas habia
presentado problemas en las uniones de su
mandibula— se logré repararlas frente al im-
plante matriz cuyo andamiaje esta formado
por hidroxiapatita y colageno al cual se le adi-
ciond el gen para el factor de crecimiento de
endotelio vascular (VEGF).146

Desarrollo de tecnologia tridimensional:
mejoramiento de la respuesta mecanica

El desarrollo de tecnologia tridimensional
(8D)'*" aporta alternativas para la sintesis de
matrices de Ultima generacién, permitiendo el
disefio con mejores respuestas a la compre-
sion, ademas de poder potencialmente dise-
farse para el sitio exacto de la lesidon que se
va a implantar. Otro ejemplo de estos ultimos
avances notables son los resultados obteni-
dos por Kim y cols., quienes han desarrollado
matrices compuestas modificadas en su su-
perficie con policaprolactona, de manera tal
que no solo han logrado incrementar significa-
tivamente la resistencia a la compresién sino
también generar mecanismos promotores de
la diferenciacion celular.'® Notables son los
resultados obtenidos por el grupo de Riehl
y cols., quienes estudiaron células en cultivo
en biorreactores con matrices 3D sometidas
a estiramiento que podrian incrementar su
respuesta proliferativa, abriendo un campo de
aplicacion de la ingenieria de tejidos en rela-
cién con su comportamiento biomecanico'.
Se desprende de ello que el tema de ingenie-
ria de tejidos debe integrar aspectos de resis-
tencia y flexibilidad de los materiales, lo que
favoreceria, de lograrse, que se pueda consi-

derar este tipo de materiales de reemplazo en
lesiones que deban soportar cargas, tematica
para abordar en otra revision ad hoc.

Conclusion

Esta revision pretende presentar a la inge-
nieria de tejidos no solo como el resultado de
la interaccién de muchas disciplinas tecnologi-
cas, bioquimicas y médicas, etc.: es ademas un
area en la cual el conocimiento actualizado de
los mecanismos involucrados en el metabolis-
mo 0seo, las interacciones de los diversos tipos
celulares del tejido 6seo y sus sefiales'™ s se
torna una necesidad para ofrecer respuestas
correctas, y poder desarrollar y aplicar matrices
adecuadas a la regeneracion 6sea. Se propone
que se deben considerar todas estas disciplinas
con un pensamiento creativo y complejo.'®21%5
El desarrollo de matrices de tercera generacion
aplicado a la ingenieria de tejidos 6seos se ha-
lla en continuo avance, y sus primeros aportes
estan dando muy buenos resultados a nivel cli-
nico, permitiendo ampliar las posibilidades de
la medicina en aspectos regenerativos. Con el
desarrollo de estas tecnologias podria haber
distintas soluciones para distintos tipos de le-
siones Oseas: deberan considerarse, en cada
situacion, el tipo de hueso, el tipo de lesion, si
ha ocurrido en un lugar que inmediatamente
debe 0 no soportar carga, el estado metabdlico
del individuo que se va a implantar, y toda una
suerte de cuestiones clinicas que el médico tra-
tante debera considerar, antes de su implemen-
tacion. La ingenieria de tejidos es un area pro-
misoria que ya no pertenece a la ciencia ficcion,
sino que estda comenzando a dar respuestas a
problemas reales promoviendo el desarrollo de
nuevas matrices.
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