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RESUMEN

Las enfermedades, los accidentes, el envejecimiento de la poblacion y el alto nimero de
problemas que resultan a nivel dseo en esta etapa, las principales causas de lesiones y el enorme
impacto en la economia, estan representadas por la osteonecrosis, traumas diversos y distintos
tipos de tumores lo cual conduce a que el desarrollo de técnicas de mejoramiento del sistema
0seo sea de extrema importancia. Es por esto que la busqueda del estimulo de la regeneracion
0sea en los pacientes, resulta un blanco atractivo para la investigacion y disefio de alternativas de
tratamiento de lesiones en el tejido 6seo, por lo cual existe la necesidad del desarrollo de

alternativas o complementos.

Dentro de estas alternativas se encuentran las Proteinas Morfogenéticas de Hueso, potentes
inductores capaces de estimular la diferenciacion de células pluripotenciales hacia diferentes
lineas celulares y a través de diversas rutas de sefializacién promueven y/o previenen la adhesion
celular, proliferacion, migracion y diferenciacion, regulando positiva 0 negativamente la
formacion del hueso y el cartilago. El hallazgo de estos importantes elementos que como lo dicho
no solo participan en el proceso de regeneracion ésea, nos brinda la posibilidad de establecer
nuevas dianas terapéuticas sin alterar su multifuncionalidad, aunque su uso es todavia muy
controversial durante el proceso de regeneracion de tejido dseo a pesar de la evidencia en
estudios animales y preclinicos, los resultados en términos de eficacia ponen en tela de juicio los

resultados para el tratamiento.

Aunque si bien se ha podido conocer las ventajas y desventajas acerca de las BMP a través de
estudios in vivo e in vitro en modelos animales, se necesita mas investigacion, preclinica y
clinica, en humanos que permitan tener informacion veraz y convincente sobre dosis, tiempo de
tratamiento, dindmica de entrega y liberacion en el sitio afectado y portadores o sistemas de
administracion idoneos para tal fin antes de sacar conclusiones definitivas. El presente trabajo, ha
buscado ofrecer una vision completa del uso de las BMPs de su actividad en la regeneracion ésea,

su produccidn biotecnoldgica, su uso clinico y los posibles pros y contras de su uso.

\



Introduccion

El envejecimiento de la poblacion y el alto nimero de problemas que resultan a nivel dseo
en esta etapa, llevan a que el desarrollo de técnicas de mejoramiento del sistema 6seo, sea
de extrema importancia. Las principales causas de lesiones en el tejido 6seo y el enorme
impacto en la economia, estdn representadas por la osteonecrosis, traumas diversos y
distintos tipos de tumores. En el afio 2000, solo en Europa se estimé en 4 millones el
namero de fracturas nuevas, lo que represent6 casi unos 32 millones de euros al sistema de
salud y en aumento creciente para el afio 2050 que se proyecta hasta los 77 millones de
euros(1). En los Estados Unidos el costo total por afio es de aproximadamente 15 millones
de dolares por frecuentes ingresos e intervenciones hospitalarias por fallas en el
procedimiento inicial(2). El dafio musculo-esquelético, que incluye las fracturas dseas, es la
causa mas comun de incapacidad fisica y dolor severo de largo plazo, y afecta a millones de

personas en el mundo entero(3).

De acuerdo con el informe presentado por la Organizacion Mundial de la Salud, (WHO
como lo indica su nombre en inglés), los traumas producidos por accidentes de transito,
imponen una pesada carga a la economia nacional y a las familias(4). La inmovilizacion y
cirugia (de ser necesaria), son los tratamientos convencionales en los casos de fractura 6sea.
Sin embargo, la blsqueda de tratamientos continla, debido a factores como problemas
derivados de infecciones y hematomas en el sitio donante, y los tiempos de recuperacion,
entre otros. Los avances conocidos en la medicina regenerativa, junto con las metodologias
ofrecidas por la biologia celular y molecular, la nanotecnologia y la biotecnologia, ofrecen
alternativas de solucion revolucionarias y razonablemente novedosas para patologias que
antes se consideraban intratables(5,6). Por ello, la busqueda del estimulo de la regeneracion
Osea en los pacientes, resulta un blanco atractivo para la investigacion y disefio de

alternativas de tratamiento de lesiones en el tejido dseo.

Ademas, en la actualidad no hay sustitutos 6seos heterélogos o sintéticos disponibles que
tengan propiedades biol6gicas 0 mecanicas superiores o razonablemente similares a las del

tejido 6seo natural. Por lo tanto, esta dada la necesidad de desarrollar nuevos tratamientos



como alternativas o complementos a los métodos estandar utilizados para la regeneracion
0sea, en un esfuerzo por superar las limitaciones actuales, lo que ha sido una meta durante

varias décadas(7).

Con un mejor entendimiento acerca de la cicatrizacion de fracturas y la regeneracion 0sea a
nivel molecular, se han identificado algunas moléculas clave encargadas de regular este
complejo proceso fisioldgico, que ya estan en uso clinico o en investigacion para mejorar la
reparacion 6sea(5). De estas moléculas, las Proteinas Morfogenéticas de Hueso (BMPs
como lo indica su nombre en inglés) han sido las mas ampliamente estudiadas, ya que son

potentes inductores en el proceso de formacion y regeneracion 6sea(7).

Estas proteinas son capaces de estimular la diferenciacion de células pluripotenciales hacia
diferentes lineas celulares y a través de diversas rutas de sefializacion promueven y/o
previenen la adhesion celular, proliferacion, migracion y diferenciacion, regulando positiva
0 negativamente la formacion del hueso y el cartilago. Desde el descubrimiento de las
BMPs, se han realizado una serie de ensayos clinicos y experimentales que aportan
informacidn positiva sobre la seguridad y la eficacia de su uso como sustitutos de injerto
para la regeneracion Osea, asi como también se han realizado ensayos extensos de
formulaciones ideales para la entrega de estas proteinas(8,9). No obstante, existen aln
ciertos inconvenientes y limitaciones asociados al uso y disponibilidad debido a varios
inconvenientes, como su rapida degradacién, altos costos, necesidad de altas dosis,
osteolisis, formacion ectopica de hueso e inflamacién, e incluso hay algunos polémicos

informes sobre su rentabilidad y eficacia(6).

El propdsito de esta revision es presentar un panorama concreto sobre las BMPs, como
alternativa al tradicional injerto 0seo, gracias a su gran potencial en la iniciacion y

promocion de la osteogénesis y su aplicacion en los procesos regenerativos.



1  Objetivos

1.1 Objetivo General

Revisar de manera critica el uso de BMPs en el tratamiento de fracturas 6seas desde una

perspectiva biotecnoldgica.

1.2 Objetivos Especificos

1.2.1 Revision del mecanismo molecular por medio del cual los factores de crecimiento

transformantes tipo 3 estimulan la regeneracion dsea.

1.2.2 Revision del proceso de generacion y produccion de las BMPs mediante ingenieria

genética y biotecnologia.
1.2.3 Revision de casos exitosos en el uso de las BMPs como tratamiento de eleccidn.

1.2.4 Revision de aspectos no deseables en el uso de las BMPs como tratamiento de

eleccioén.

1.2.5 Realizar un balance entre pros y contras del tratamiento con BMPs.



2 Metodologia Utilizada

Por medio de la metodologia exploratoria se analizaron multiples articulos cientificos
especializados, entrevistas, comparacion de los enfoques utilizados, para de forma narrativa
y descriptiva, presentar un escrito con la informacion existente acerca del tema
seleccionado, y de paso, presentar una posicion critica al respecto. Para la recopilacion de
dicha informacién, se usaron los principales bancos de datos electrénicos, PubMedline
(National Library of Medicine database), que recogen los articulos y revistas de la
Biblioteca Nacional de Medicina de los Estados Unidos, y el banco electrénico europeo,
EMBASE (The bibliographic database for biomedical and pharmacological information).
En aspecto general, se consultaron numerosas revisiones bibliogréaficas (Libros

especializados, monografias) para el complemento del marco tedrico y el analisis critico.

El idioma para la busqueda de la informacion fue el inglés, a partir de lo cual se realiz6 una
lectura detallada de los resultados brindados, para obtener una mejor informacion y
desarrollar asi la monografia. Las palabras claves a ser utilizadas fueron: BMP, bone,
regeneration, tissue engineering, fracture healing, Transforming Growth Factor. Los
criterios de inclusion son: articulos publicados desde el afio 2000 a 2018 (algunos articulos
estan disponibles, aunque se publicaran en papel, en ese afio), estudios comparativos
tratamiento estdndar vs tratamiento con BMP, pacientes mayores de 18 afios y grupos
mayores de 20 pacientes, periodo de seguimiento del estudio por lo menos de 6 meses, y
pruebas controladas aleatorizadas. Se ley6 detalladamente cada uno de los articulos para
obtener una informacion completa que nos condujera al alcance de los objetivos de este

trabajo.

Para tales efectos se describié como propuesta general la tematica usada para alcanzar los
objetivos trazados:

. Tejido Oseo (Composicion, Formacion)

. Homeostasis Osea (Remodelacion 6sea, Fractura y regeneracion 6sea)

. Ingenieria del tejido 6seo (BMPs, estructura, mecanismos de sefializacion, aplicaciones)

. Produccién biotecnoldgica de BMPs

. BMPs, aplicaciones clinicas



3 Regeneracion Osea

Uno de los mas grandes desafios con el que debe luchar a diario la cirugia traumatoldgica,
es la reconstruccion de lesiones dseas, en las que las posibilidades de tratamiento pueden
ser muy limitadas dependiendo del sitio y grado de lesién. Cuando una lesion provoca dafio
tisular en el organismo, éste puede experimentar tres situaciones distintas; un proceso de
necrosis que causa la pérdida del mismo, uno de reparacién, donde se logra la restauracion
de dicho tejido, pero no se conserva su estructura y funcién original, o uno de regeneracion,
donde se puede originar tejido nuevo que posee todas las propiedades del tejido inicial, este

ultimo es el objetivo terapéutico(10).

Los métodos tradicionales de reparacion de fracturas que fueron desarrollados en el siglo
pasado, proporcionaron resultados confiables con respecto a la union de la fractura y a la
recuperacion funcional. En estos casos, y con el animo de estimular y acelerar el proceso de
regeneracion 6sea, se han desarrollado diversos métodos innovadores que se pueden
emplear solos o combinados entre si, con el potencial necesario para aumentar la tasa de
cicatrizacion y obtener hueso regenerado. Otros beneficios incluyen un retorno temprano a
las actividades funcionales, estancias hospitalarias mas cortas y disminucion de la
incidencia de falta de union dsea. Entre estos métodos, se encuentran: osteogénesis por
distraccion (cirugia reconstructiva, que consigue la expansion esquelética, asi como de las
partes blandas circundantes) y el transporte 6seo(11), y el uso de diferentes métodos de
injerto 6seo, tales como autélogos, aloinjertos e injertos Oseos Yy/o factores de
crecimiento(8).

Cuando el tejido 6seo ha sufrido dafio en su estructura, presenta una excelente capacidad de
regenerarse, lo que permite que los huesos puedan tomar formas, tamafios y dureza como su
forma pre-lesionada. El tejido lesionado presenta basicamente tres alternativas para lograr
su recuperacion: sufrir un proceso de necrosis, que puede originar la pérdida de dicho
tejido; darse la reparacion, es decir, la restauracion del tejido comprometido, pero no su
arquitectura y funcién o se puede originar la regeneracion del mismo, dandose el

crecimiento de un nuevo tejido que conserva a su vez todas las propiedades caracteristicas



del tejido original, este fendmeno es conocido como restitutio ad integrum. Los multiples
avances en la biologia del hueso, permite conocer con més detalle los mecanismos
moleculares que hacen parte de dicho proceso; lo que trae consigo, nuevas herramientas o
mejoras en los tratamientos existentes. ES asi como se ha establecido la existencia e
importancia de una familia de proteinas que se expresan y liberan en la matriz extracelular
del hueso fracturado durante su reparacion; dentro de estas proteinas liberadas se
encuentran las BMPs (Figura 1)(12,13).
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Figura 1. Proceso de regeneracion, remodelacion y reparacion Osea. Figura tomada y
adaptada de la referencia (13).



4  Tejido Oseo

El tejido 6seo es conocido por ser un organo multifuncional y tejido conectivo
especializado que posee la capacidad propia de regeneracion en respuesta a una lesion. Se
le considera la parte mas importante y dinamica del esqueleto debido, entre otras cosas, a
que se encuentra en un proceso constante de formacion y reabsorcion requiriendo de gran
cantidad de energia para dicho proceso(14). Esta compuesto por células, agua, proteinas,
fibras y material extracelular calcificado, lo que le brinda la dureza adecuada para que

pueda cumplir con la funcidn de soporte y proteccion para el organismo(15).

Algunos de los estudios realizados en los ultimos afios en Endocrinologia, permiten
conocer que ademas de su funcion de soporte, el tejido 6seo es importante por su
participacion en procesos metabolicos como la homeostasis mineral y por actuar como
organo endocrino, participando en la regulacion de varios procesos metabdlicos como la
excrecion de fdsforo, la tolerancia a la glucosa y la produccién de testosterona por medio de
proteinas como el Factor de Crecimiento de Fibroblastos 23 (FGF23, como lo indica su
nombre en inglés), Fosfatasa Alcalina (ALP, como lo indica su nombre en inglés) y la
Osteocalcina(14,16). Todo este sistema de eventos bioldgicos de induccion y conduccion
6sea, implica una serie de sefializaciones moleculares intracelulares y extracelulares para
reparar o restaurar los dafios que puede llegar a sufrir el esqueleto por lesiones o
enfermedades(15,17,18).

Es de resaltar que, con todos los estudios genéticos y moleculares realizados, se ha
demostrado que el tejido 6seo como dérgano endocrino permite coordinar varios procesos
metabolicos e integrar el funcionamiento de diferentes dérganos y tejidos mediante
mecanismos de retroalimentacion para la sintesis y liberacion de distintas hormonas, donde
la concentracion liberada de dichas hormonas en la circulacion serd el indicativo principal
para el aumento o disminucion de su produccién misma. Comprender el rol endocrino del
tejido Gseo en su totalidad, nos permitira mejorar en la capacidad de diagnéstico y manejo
de los pacientes que sufran enfermedades metabdlicas como la osteoporosis y diabetes

mellitus. En la siguiente figura (Figura 2) se puede ver de manera resumida el



funcionamiento e interrelacion del tejido 6seo como o6rgano endocrino en la homeostasis

mineral y energética en el cuerpo humano(19-22).

Glandula Paratiroidea - 3 -
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e '_ :é'?
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Intestinos
Pancreas

Figura 2. Integracion del tejido éseo en la homeostasis mineral y energética, mostrando
que el tejido 6seo se podria considerar como un érgano en si mismo. Figura tomada y

adaptada de la referencia (19).

4.1 Morfologia del hueso

La disposicion y forma de cada uno de los componentes del tejido 6seo, basicamente se
encuentra asociada a la funcion ejercida. Se pueden identificar dos estructuras en la
organizacion del tejido dseo, tanto en los huesos largos como en los cortos. La primera y
mas exterior, es el hueso cortical o0 compacto, que ocupa alrededor del 80% del volumen
total del hueso, encierra la cavidad medular (médula 6sea) y es el principal responsable de
la integridad mecanica; esta se encuentra formada basicamente por las osteonas también

conocidas como sistema de Havers (unidad anatémica y funcional del tejido 6seo), que a su



vez contienen, pequefias ldminas de sales minerales y fibras de colageno que le brindan
dureza y resistencia, células dseas llamadas osteocitos (son células diferenciadas derivadas
del osteoblasto), diminutos canales para intercambios de nutrientes y residuos de la
actividad celular de dichas células y un canal central que contiene vasos sanguineos,
linfaticos y nervios denominado canal de Havers. La segunda, se conoce como hueso
trabecular o esponjoso, y ocupa alrededor del 20% restante del volumen total del hueso,
relleno en el interior con una fina red de pequefias laminas denominadas trabéculas que
albergan y sirven de soporte a la médula 6sea (Figura 3) por lo que es el responsable
fundamental de la actividad metabdlica(16,23-25).

Dicha actividad es realizada béasicamente por dos tipos de células: los osteoblastos
(encargados de la formacion del tejido 6seo y su posterior mineralizacion) y los
osteoclastos (encargados de la reabsorcion del tejido 6seo) en conjunto con proteinas,
minerales y vitaminas que bajo la direccion de sefiales hormonales mantienen el equilibrio
en dicho 6rgano. Esto permite considerar que el tejido seo es méas que un entorno inerte de
sostén, es un completo e irremplazable sistema dindmico y activo en el que se producen y
transmiten importantes sefiales reguladoras que afectan la migracion, la adhesion, la

proliferacion y la diferenciacion celular entre otras.
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Figura 3. Estructura lamelar de hueso cortical y esponjoso. Figura tomada y adaptada de la

referencia (16).

4.2 Histologia del hueso

El tejido 6seo contiene una abundante matriz formado por una fase organica y otra
inorganica. De manera general estd formada aproximadamente en un 50% de sales
minerales (calcio, fosfato y carbonato de hidroxiapatita, magnesio, sodio, potasio,
manganeso y fluor), un 20% de agua y un 30% de matriz organica (proteinas
principalmente colageno tipo | en un 90% del total de proteinas) (Tabla 1)(26,27). Ademas
de todos los componentes mencionados, en el hueso existen varios tipos de células: de
soporte, los osteoblastos y los osteocitos; de remodelacion, los osteoclastos y unas células
especializadas conocidas también como células osteoprogenitoras que derivan del
mesénquima y pueden dar origen a diversos tipos de células: osteoblastos, fibroblastos
(células del tejido conectivo encargadas de producir la matriz y colageno extracelular),

condroblastos (células encargadas de secretar sustancia intercelular y colageno), adipocitos
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(células que forman el tejido adiposo) y mioblastos (células precursoras de las fibras
musculares) (Figura 4)(28,29).

Tabla 1. Proteinas de la matriz organica. Tomada y adaptada de la referencia (27)

Proteina Tipo, funcion
Colégeno Tipo I, HI, V, XII
Proteoglicanos Condroitin sulfato, decorina, biglicano, hialuronano

Proteina con Acido Y- _ ) , o _ _
Osteocalcina, proteina de la matriz con acido Y-Carboxi-Glutamico

Carboxi-Glutamico

) ) Oteonectina, fosfatasa alcalina, fibronectina, osteopontina,
Glicoproteinas ] ) ) o
vitronectina, sialoproteinas éseas

Proteinas del Plasma  Albumina, a2-SH-glicoproteina

Factor de crecimiento de Insulina (I, I1)
Factores de o .
o Factor de crecimiento transformante tipo 3
Crecimiento o ]
Factor de crecimiento derivado de Plaguetas

4.2.1 Osteoblastos

Son grandes células (20-30 um) de forma poliédrica, mononucleadas, con un citoplasma
basofilo, un aparato de Golgi y un reticulo endoplasmico rugoso bien definidos. Son el
resultado de las células mesenquimales pluripotenciales de la médula Osea, son los
encargados de la formacién del tejido 6seo y su posterior mineralizacion, ademas de
sintetizar la matriz organica o el material osteoide, expresan una enzima caracteristica
responsable de desfosforilar varios tipos de moléculas como nucledtidos, proteinas y
alcaloides, la Fosfatasa Alcalina (ALP) para permitir de esta manera la mineralizacién. En
la actualidad, como funciones de los osteoblastos se pueden enunciar las siguientes:
sintetizar las proteinas de colageno y no coladgeno de la matriz 6sea organica, dirigir la
disposicion de las fibrillas de la matriz extracelular, contribuir a la mineralizacion del
material osteoide, mediar en la reabsorcion realizada por los osteoclastos, a través de la

sintesis de citoquinas especificas y sintetizar factores de crecimiento(27,30).
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4.2.2 Osteocitos

Una vez que la matriz estd mineralizada, algunos osteoblastos son transformados en
osteocitos, es decir, son células diferenciadas terminalmente derivadas del osteoblasto; son
las células méas abundantes del tejido dseo. Los osteoblastos, los osteoclastos y las células
de revestimiento 6seo se encuentran en la superficie 6sea, mientras que los osteocitos estan
en el interior. Se organizan formando un conjunto de células interconectadas que representa
una Unica estructura, con la ventaja de que existe una gran superficie de contacto en el
interior y hacia la superficie 0sea, para asegurarse oxigeno y nutrientes(31). Los osteocitos
son uno de los principales tipos celulares responsables de la deteccion de la tension
mecénica de las cargas controlando de esta forma el remodelado ¢seo(32,33).

4.2.3 Osteoclastos

Son células de gran tamafo (100um), multinucleadas, ricas en mitocondrias y vacuolas, se
encuentran localizados en unas cavidades denominadas lagunas de Howship. Es la principal
célula encargada de la reabsorcion del tejido 6seo. Estas células son el resultado de la
fusién de progenitores mononucleares derivados de células madre hematopoyéticas
medulares conocidas como Unidades Formadoras de Colonias de Granulocitos vy
Macréfagos (GM-CFU, como lo indica su nombre en inglés), dicho proceso se denomina
osteoclastogénesis(34). Se caracterizan porque en su membrana poseen dos zonas
facilmente diferenciables: un borde confinado, donde tiene lugar la reabsorcion, y una zona
clara rica en microfilamentos, con integrinas (superfamilia de glicoproteinas que participan
en la unién de las células con la matriz extracelular) que sirven de anclaje a la matriz. Con
este fin, los osteoclastos se desplazan hacia el area a reabsorber y luego se adhieren
inmediatamente a la superficie del hueso mineralizado con el borde ondulado y sellando los

bordes del area con las integrinas.

Con respecto a la osteoclastogénesis, se conoce que los osteoblastos son fundamentales
para la formacion de osteoclastos. Esta se regula por medio de la existencia de 3 moléculas

clave: OPG, Osteoprotegerina, proteina soluble sintetizada por osteoblastos Yy
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preosteoblastos; Ligando de Receptor Activador para el Factor Nuclear x-B (RANKL,
como lo indica su nombre en inglés) situado en la superficie de los osteoblastos y
preosteoblastos y el Receptor Activador para el Factor Nuclear k-B (RANK, como lo indica
su nombre en inglés) receptor de RANKL, situado en las membranas de osteoclastos y pre-
osteoclastos(30,35).

e )| Adipocito

( Q\ Progenitor

Osteoblasts
v' 7 o eoblastico |
(_?Q) HSC | Osteogénesis Apoptosis
l v

e \,- o ™ Progenitor comprometido

\____/ de Osteoblastos >
" —_—————WNT

SOST

Mineraiizacion Ceiula de
\ oe Matrz revestemento
P \‘, ot \ g —
{ [ o
e [ =
___4-"-«—/,") - Osteoide
WNT \:-_‘ > : ;\; ¢ /Osteoo -
OPG «——] _—
- : RANKL | Msguro S L Hueso Nuevo

- AL N o Y & X f >(
) / \ O Q-
YIA \
“on /) '
/

- Hueso Viejo

1 Osteocito

Figura 4. Distintos tipos de células 6seas y su interaccion. Figura tomada y adaptada de la
referencia (36).

4.3 Remodelacion, Fractura y Regeneracion Osea

El tejido 6seo es uno de los mas dinamicos del organismo, éste se encuentra bajo un
proceso continuo de restauracién (formacion y reabsorcién), que se lleva a cabo dando
origen a un nuevo tejido que posee cada una de las propiedades del tejido original, restitutio
ad integrum(12,13). Este proceso a nivel microscopico esta coordinado por las Unidades
Basicas Multicelulares (BMU, como su nombre lo indica en inglés) conformada por
osteoclastos y osteoblastos (Figura 5). En una fractura, el proceso de regeneracion Osea

implica dos etapas (angiogénesis y osteogénesis), ambas estimuladas por una combinacion
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de hormonas, células, componentes de la matriz extracelular, citoquinas y factores de

crecimiento(37,38).
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Figura 5. Proceso de regeneracion ésea. Figura tomada y adaptada de la referencia (36).

La regeneracion 6sea es un proceso muy bien definido, coordinado y regulado tanto a nivel
celular como molecular, con el fin de alcanzar la plena restitucion del tejido lastimado en
un trauma. Empieza con la formacion de un hematoma producto de la rotura de los vasos
sanguineos, capilares del tejido éseo y partes blandas del sitio afectado desencadenando
una reaccion inflamatoria donde son liberados diversos factores de diferenciacion
encargados del reclutamiento, proliferacion y diferenciacién de células osteoprogenitoras
del mesénquima seguido de una angiogénesis localizada (proceso por el que resultan
nuevos vasos sanguineos a partir de los vasos preexistentes) con lo cual se consigue la
formacion de un callo fibrocartilaginoso que estabiliza progresivamente la fractura
produciendo un aumento en la rigidez del callo asi como formacién de hueso plexiforme
(hueso embrionario o inmaduro donde las fibras se disponen de manera desordenada) e
invasion vascular que da lugar a la formacién de un callo 6seo a través de los osteoblastos
favoreciendo el depdsito de sales calcicas y los osteoclastos produciendo cavidades y
disminuyendo la densidad de la estructura, facilitando de esta manera la remodelacion
completa del hueso fracturado (Figura 6).

Con los aportes de la ciencia revisados aqui y el aprovechamiento de toda la informacion

revelada acerca de los mecanismos moleculares implicados para el logro de una excelente
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regeneracion 6sea, se han abierto nuevas posibilidades de tratamientos para defectos
congénitos, enfermedades degenerativas y fracturas 6seas(13,27,31,39,40); en las Ultimas
décadas el surgimiento de la medicina regenerativa como esperanza en todos los campos de
la medicina, siendo los defectos 0seos uno de sus principales objetivos, incluyen
principalmente dos tipos de estrategias diferentes basadas en células: la primera estrategia,
la terapia celular, donde se aplican células dentro de un tejido directamente para reconstituir
su integridad y su funcion y la segunda estrategia, la ingenieria de tejidos que es un poco
mas compleja ya que abarca cuatro enfoques principales, moléculas bioactivas (factores de
crecimiento, citoquinas, compuestos de células madre mesenquimales y hormonas) que
inducen la formacion de tejidos; células y sustitutos celulares que responderan a las sefiales
activadas por las moléculas bioactivas; matrices tridimensionales, con propiedades de
adhesion y degradacion especificas, para lograr la construccion similar del tejido o las
partes perdidas del mismo, incluso 6rganos; y un buen soporte nutritivo que permita la

posterior angiogénesis de la zona tratada.
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Figura 6. Fases en la regeneracion de una fractura 6sea. Figura tomada y adaptada de la

referencia (41)
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5 Ingenieria de Tejidos y principales Terapias de Regeneracion de Tejidos

Un érea de interés en la medicina regenerativa y en rdpida evolucion, desde comienzos del
siglo XXI ha logrado reunir elementos de la fisica, la quimica, la informatica y la biologia,
entre otros campos, para disefiar y ofrecer materiales, dispositivos, sistemas y estrategias
clinicas para la reparacion, mantenimiento, regeneracion y reemplazo de tejidos y 6rganos
dafados a través de una ciencia interdisciplinaria, la ingenieria de tejidos (42,43). Por
medio de esta disciplina se pueden tener trasplantes de tejido como injertos de piel,
trasplantes de suspensiones celulares como médula dsea y transfusiones de sangre,
reemplazos con endoprotésis o stent (diminuto tubo de malla de acero inoxidable que actla
como una estructura para mantener permeable una arteria que se ha obstruido) y a nivel
ortopédico hueso, cartilago, tendon, ligamento, menisco, disco intervertebral, grasa,
musculo y nervio son los objetivos principales; este Gltimo con un crecimiento dramatico

en los ultimos afios.

De esta manera, nace entonces la ingenieria de tejidos, definida por Laurencin como “la
aplicacion de principios de biologia, quimica e ingenieria para la reparacion, restauracion o
regeneracion del tejido vivo mediante el uso de biomateriales, células y factores solos o en
combinacién®(44). En los ultimos 20 afios el rol de dicha disciplina en el campo de la
medicina regenerativa ha sido un tema de enormes inversiones para la investigacion, todos
estos esfuerzos ha dado como resultado biomateriales bioactivos que permiten la expansion
de alternativas y opciones quirdrgicas bastante interesantes para la restauracion de la forma
y funcion del hueso lesionado(45). Estos han sido evaluados en diversidad de modelos
preclinicos y clinicos en patologias 6seas distintas(46-48) en los que se ha logrado con

éxito la formacién de hueso.

5.1 Ingenieriay Regeneracion del Tejido Oseo: Células Madre

Por ser las células madre fuente principal de todos los tejidos nuevos que surgen de la
reparacion y la remodelacion y estar presentes en todos los tejidos adultos incluso en el
tejido dseo, dan lugar a células progenitoras, que progresan hasta convertirse en

preosteoblastos y luego en osteoblastos, estos a su vez dan lugar tanto a la matriz de tejido
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0seo nuevo como a osteocitos y células de revestimiento 6seo que puede llegar a sobrevivir
durante una media de veinte afios 0 méas en hueso cortical humano, proceso que se da
también durante la reparacion y regeneracion Osea despues de una fractura o un
procedimiento de injerto 0seo, al igual estos principios se aplican a las células del musculo,
tendon, ligamento y cartilago. Esto brinda enormes posibilidades para que las células
derivadas de un tejido puedan ser utiles para formar otro tejido diferente trayendo consigo

gran importancia con respecto al disefio de estrategias de ingenieria de tejidos(49).

Los estudios realizados en torno a este tipo de investigacion, ensefian el grado de jerarquia
e interés que tienen los gobiernos y las instituciones publicas y privadas facilitando el
trabajo in vitro e in vivo con células madres permitiendo con esto, grandes avances médicos
y farmacéuticos(50,51). Es asi, como lo muestra un estudio bibliométrico realizado acerca
de las competencias globales que existen en los 4 principales paises de investigacion con
células madres (EE.UU., China, Japén y el Reino Unido), cuyo campo cientifico es
enormemente amplio, de acuerdo con el nimero de publicaciones que guardan una estrecha
relacion o afinidad al tema entre los afios 2007 — 2011, se evidencia el crecimiento

vertiginoso existente para esta ciencia (Figura 7)(52).
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Figura 7. Crecimiento de publicaciones y citas relevantes para la investigacion con células

madre. Figura tomada y adaptada de la referencia (52).
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En otro estudio elaborado se puede comprobar la importancia y el inmenso potencial de la
informacion obtenida sobre células madre y por ende el avance de la ingenieria de tejidos
para la medicina regenerativa (Figura 8)(53).
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Figura 8. Tendencias de publicaciones sobre articulos de células madre. Figura tomada y

adaptada de la referencia (53).

5.2 Ingenieria y Regeneracion del Tejido Oseo: Factores de Crecimiento

El inicio de este enfoque perteneciente a la biotecnologia molecular, se dio a partir del
estudio realizado por Urist en 1965(54), en ese momento se empez6 a hablar sobre la
existencia de algunas proteinas que provocaban la formacion 6sea y se les llamé entonces
Proteinas Morfogenéticas de Hueso (BMPs). Este descubrimiento abrié a su vez el camino
para la identificacion de otras proteinas como los factores de crecimiento, que son potentes
mediadores bioldgicos que participan y regulan la quimiotaxis, diferenciacion, proliferacion

y sintesis de matriz extracelular en cualquier proceso de reparacion tisular.
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En el proceso de regeneracion Osea, los factores de crecimiento son secretados por las
células Gseas, estas actuan sobre un receptor especifico para inducir un conjunto de
transduccion de sefiales que alcanzan el ndcleo y producen una respuesta bioldgica, para
que luego se active un sistema de transcripcion de sefiales que viaja al nucleo unido al ADN
para inducir la expresion de uno o varios genes que posteriormente cambian las
caracteristicas de la misma célula; los factores de crecimiento involucrados en los eventos
bioldgicos de reparacion y formacion de huesos y de otros tejidos conectivos son los
siguientes: Factor de Crecimiento Derivado de Plaquetas (PDGF, como su nombre lo indica
en inglés); Factor de Crecimiento Analogo de Insulina (IGF); Factor de Crecimiento
Fibroblastico (FGF); Factor de Crecimiento Endotelial Vascular (VEGF); Factor de
Crecimiento Epidérmico (EGF) y Factor de Crecimiento Transformante Tipo B (TGF-
B)(11,55).

El Factor de Crecimiento Transformante Tipo B (TGF-B)(8,11), es una citoquina (proteinas
que regulan la funcién de las células que las producen sobre otros tipos de células) que
participa en el desarrollo, diferenciacion, crecimiento y apoptosis en la mayoria de las
células; hace parte de una superfamilia conformada por mas de 60 integrantes, subdividida
en varios grupos, entre los que se podemos mencionar: los Factores de Crecimiento y
Diferenciacion (GDFs, como su nombre lo indica en inglés), la Sustancia Inhibidora
Muleriana (MIS), las Activinas e Inhibinas, los Factores Neurotro6ficos Derivados de la Glia
(GDNFs), las Miostatinas, y las Proteinas Morfogenéticas Oseas (BMPs)(55,56).
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6 Proteinas Morfogenéticas de Hueso

Las Proteinas Morfogenéticas de Hueso (BMPs), constituyen la subdivision mas grande de
la superfamilia de ligandos conocidos como Factores de Crecimiento Transformantes
(TGF-B) y son vitales para el desarrollo esquelético, el crecimiento, la homeostasis y la
curacion de fracturas. Fueron descubiertas por Marshall Urist quien en uno de sus
experimentos logrd obtener la formacion de hueso en tejido muscular de ratones a partir de
implantes de hueso desmineralizado(54); se comprobd entonces que estas proteinas eran las
responsables de desencadenar la diferenciacion de células osteoprecursoras en osteoblastos,
los cuales promueven la formacién de hueso(57). Luego de mdaltiples estudios, se conoce
que estas proteinas regulan también el crecimiento, diferenciacion y apoptosis celular,
ademas de su participacion en el desarrollo embrionario(58,59). Sin embargo, solo hasta
finales de los afios 80 se caracterizaron y se clonaron las primeras BMPs, estableciendo

entonces sus primeros estudios a nivel bioquimico(60).

A la fecha se han identificado al menos una veintena de miembros de BMPs en seres
humanos y otras especies con funciones variables durante procesos tales como
embriogénesis, formacion de esqueletos, hematopoyesis y neurogénesis. Las BMPs exhiben
una estructura altamente conservada en las maltiples especies animales (Tabla 2), estas se
han divididos en varias subfamilias de acuerdo a las similitudes en la secuencia de
aminoéacidos y funciones conocidas: BMP2 y BMP4; BMP3, BMP3B (GDF10); BMP5,
BMP6, BMP7, BMP8a, BMP8b y GDF5, GDF6, GDF7, aunque no todos los miembros son
osteogénicos(61), asi como también BMP1 no pertenece a la superfamilia TGF-, siendo
una metaloproteasa que escinde el extremo C del procolageno I, 11 y I1l y que es capaz de

inducir la formacion de cartilago(62).
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Tabla 2. Clasificacion de las BMPs. Tomada y adaptada de las referencias (61) y (63)

Localizacion en el Afo de

BMP  Funcion Fisiologica o
genoma humano Descripcion

Reparacion y regeneracion Osea y de cartilago /

BMP2 - ) 20p12 1988
formacion del corazon
BMP3A Regulador negativo de la morfogénesis del hueso 4921 1988
BMP3B Regulador de la diferenciacion celular 10911.22 1995
BMP4 Reparaf:!on y r?g,eneracmn Osea y de cartilago / 1422423 1988
formacion del rifidn
BMP5 Desarrollo o,Ie las extremidades / morfogénesis de 6p12.1 1990
hueso y cartilago
BMP6G Hipertrofia de .cartllago / morfogene3|s de hueso / 6p24_p23 1990
desarrollo del sistema nervioso
Reparacion y regeneracion Osea y de cartilago /
BMP7  formacion del rifidén y ojos / desarrollo del sistema 20913 1990
nervioso
BMP8A Morfogénesis de hueso / espermatogénesis 1p34.3 2002
BMP8B Morfogénesis de hueso / espermatogénesis 1p35-p32 1992
BMPY Mqrf99gne5|s dg hueso / dgsarrollo del sistema 10q11.22 2000
colinérgico nervioso / metabolismo de la glucosa
BMP10 ACtIV.Idad. proliferativa de los cardiomiocitos 2p13.3 1999
embrionarios
BMP11 Modelado tej!do neuro.nal y m.e,soderrTc,o / 12q13.2 1999
desarrollo de pancreas y ojo / formacién de rifion
BMPL2 Desa_rrollo de los tendor_xes y ligamentos / desarrollo 2p24.1 1994
del sistema neurosensorial
BMP13 Desarrollo del cartilago e hipertrofia 8g22.1 1994
BMP14 Condrogénesis / Angiogénesis 20g11.2 1994
Desarrollo folicular; Factor de crecimiento /
BMP15 dlferen.uauo,n espeuflco de 0\{oc.|tos que est[mula Xp11.2 1998
la foliculogénesis y el crecimiento de células
granulosas
Modelado embrionario / regeneracion y reparacion
BMP16 " 10g22.1 1999
esquelética
BMP17 Modelado embrionario 1g42.1 2000
BMP18 Modelado embrionario 1g42.1 2000
GDF1 Modelado embrionario 19p12 1990
GDF3 Controlar  negativa y  positivamente la 12p13.1 1093

diferenciacién de las células madre embrionarias
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Regulador negativo del crecimiento del musculo

GDF8 o 2032.2 1997
esquelético
Desarrollo folicular; Factor de crecimiento /
it - ifi . il

GDF9 di ererTC|aC|0,n espeu ico de 0\{oc_|tos que estllmu a 5q31.1 1993
la foliculogenesis y el crecimiento de células
granulosas
Desarrollo folicular; Factor de crecimiento /

GDF15 diferenciacion especifico de ovocitos que estimula 19p13.11 1997

la foliculogénesis y el crecimiento de células
granulosas

6.1 Estructura de las BMPs

Las proteinas de la familia TGF-p comparten la misma estructura dimérica en la que la
hélice central de un mondmero se comprime contra la superficie concava formada por las
hebras B del otro monomero (Figura 9). La mayoria de los miembros de la familia se
estabilizan adicionalmente mediante un enlace disulfuro inter-cadena que une los
monomeros entre si, ademas de otros puentes disulfuro que se forman de manera intra-
catenaria. Estas proteinas se sintetizan como pre-pro-polipéptidos inactivos grandes (entre
400 — 500 aminoé&cidos) que contienen péptidos sefial en sus extremos amino (N-terminal)
y polipéptidos maduros en los extremos carboxilo (C-terminal), separados por pro-
dominios(64,65).

Las BMPs consisten en dimeros cuyas cadenas estan conectadas por enlaces disulfuro, este
proceso de dimerizacion es un requisito previo para que las BMPs puedan presentar su
capacidad osteoinductora(66). Las BMPs estdn activas tanto como moléculas de
homodimero (dos cadenas idénticas) como en forma de heterodimero (dos cadenas
diferentes) (Figura 10). Ademas, son glicoproteinas de masa molecular relativamente baja
que se producen en el tejido 6seo por células osteoprogenitoras, osteoblastos, condrocitos,

plaquetas y células endoteliales.
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Son responsables de multiples funciones, no solamente inducen la formacion de hueso y
cartilago sino que cumplen también un papel fundamental en numerosos procesos no
osteogénicos, regulan de manera importante las propiedades de diferentes tipos de células
madres; por ejemplo, en células madre embridnicas (ESC), células de 4 — 5 dias de edad,
resultantes de la fertilizacion in vitro, muestran su capacidad para bloquear la auto-
renovacion; en células madre mesenquimales (MSC), tipo de células multipotentes que
pueden diferenciarse en células cartilaginosas (condrocitos), células 6seas (osteoblastos) y
células grasas (adipositos), induce e inhibe la diferenciacion osteoblastica a través de los
receptores tipo I; cumplen también con funciones pleiotropicas (mutagénesis u
oncogénesis), actian sobre muchos tipos celulares diferentes, en la presencia de tumores
0seos U osteosarcoma; participan en la formacion y diferenciacién del sistema nervioso
central (desarrollo neuronal) y en diferentes regiones del mismo, para regular el destino

celular, la proliferacion y la diferenciacion.

Figura 9. Estructura terciaria de BMP-2. Figura tomada y adaptada de la referencia (65).
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Figura 10. Organizacion estructural BMPs. Figura tomada y adaptada de la referencia (61).

6.2 Mecanismos de Sefalizacion de BMP

6.2.1 Receptores

Las funciones principales de las BPMs (actividad biolégica) se da mediante la unién a
receptores heterotetraméricos especificos en las células diana, lo que provoca una
transduccion de sefial que conlleva a la movilizacién de ciertas proteinas de la familia
Smad, palabra que resulta de coordinar dos raices, MAD (por su siglas en inglés Mothers
Against Decantaplegic de la mosca Drosophila, proteina de la mosca homdloga a la
proteina morfogenética de hueso humana) y la proteina de la especie de nematodos
Caenorhabditis elegans SMA (del gen Sma); estos son receptores transmembrana
serina/treonina quinasa y pueden ser de dos tipos: tipo | y tipo Il (Figura 11). Ambos
comparten propiedades estructurales similares comprendidos por un dominio extracelular
corto con 10 a 12 residuos de cisteina, un dominio transmembrana y un dominio

intracelular con actividad serina/treonina quinasa(67). Se han identificado cinco receptores
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tipo I: ALK1 (Acvrll), ALK2 (ActRIl), ALK3 (BRIla), ALK4 (ActRIb) y ALK6 (BRIb); y
tres receptores tipo I1: BRII, ActRlIla, y ActRI1b(63).

El receptor tipo Il es constitutivamente activo cuando esta fosforilado, es el sitio de union
primario del ligando y tras su activacion, se produce la fosforilacion del receptor tipo I. Una
vez activado, es el receptor tipo | el que determina la naturaleza de la respuesta bioldgica;
se asocia con receptores especificos regulados Smad que unen las sefiales de los receptores
de ligando con el control de la transcripcion. Por lo tanto, estas proteinas Smad se asocian
con proteinas especificas de union al ADN en el nudcleo generando complejos
transcripcionales. Se ha comprobado que las BPMs pueden activar diferentes rutas de
sefializacion en respuesta a la unién con su receptor: la ruta de sefializacion Smad y la ruta

de sefializacion Smad independiente(36,68,69).

6.2.2 Rutas de sefalizacion Smad o Canonica y Ruta de sefalizacibn Smad

independiente

Las proteinas Smads son una familia de mensajeros citoplasmaticos conservadas
evolutivamente y cuya actividad depende directamente de la activacion por receptores en la
superficie celular, participan en la propagacion de sefiales intracelulares activadas por TGF-
B indispensables para muchas de las acciones de esta citoquina. Los miembros de la familia
Smad se agrupan en tres clases: Smads asociadas a receptores de membrana (R-Smads),
incluyendo Smad 1, 2, 3, 5 y 8; el mediador comin (Co-Smad) Smad-4; y Smads

inhibidoras con caracteristicas antagonistas (I-Smads): los Smads 6y 7.

Cuando se activa por interaccion con su ligando, el receptor es capaz de fosforilar R-
Smads. Cuando se fosforila, R-Smad se disocia del receptor para formar un complejo
heterodimérico con un Co-Smad (Smad4), permitiendo su translocacién al nicleo. Una vez
en el nucleo, las proteinas Smad pueden activar o desactivar una amplia variedad de
factores de transcripcion y la regulacion de la activacion de genes especificos(70) (Figura
11).
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Aunque la ruta de sefializacion por medio de Smad es el mediador intracelular principal, se
ha descrito que las BPMs tienen vias alternas independientes capaces de inducir la
transcripcion de genes a través de proteinas cinasas: (PKA y PKC, cinasa Il independiente
de calmodulina, MAPK, JNK); TAK1, TAB1, NFKkB, ATF2, PI3K, calcineurina (fosfatasa
dependiente de calcio), cinasa de tirosina c-Abelson (c-Abl); GTPasas Ras y Rho. Estas
vias interactdan entre si y también con Smad, creando complejas redes intracelulares de
sefializacion(71,72). Aunque no se ha aclarado por completo el mecanismo exacto de
iniciacion de esta ruta, las BPMs demuestran la influencia en la supervivencia celular, la

apoptosis, la migracion y la diferenciacion celular(63).
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Figura 11. BMP vias de sefalizacion, representacion de las vias Smad-dependientes e
independientes y sus mecanismos de regulacion. Figura tomada y adaptada de la referencia
(70).
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6.2.3 Regulacién de la sefializacion de BMP

La sefializacion se regula en multiples niveles desde el espacio extracelular hasta el nucleo,

estd limitada por antagonistas o inhibidores BMP, que funcionan a través de la unién

directa a BMP, evitando asi su union a receptores especificos y por potenciadores que se

expresan en células especificas y desempefian papeles importantes en diversas actividades
bioldgicas de dichas BMP (Figura 12)(73).
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Figura 12. Potenciadores e inhibidores de la sefializacion de proteinas morfogenéticas

Oseas (BMP). Figura tomada y adaptada de la referencia (73).
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7 Produccion Biotecnoldgica de BMPs

El hallazgo de las BMPs como potentes factores de crecimiento con actividad
osteoinductora y su capacidad de actuar como agentes quimiotacticos y promotores de la
formacion de osteoblastos a partir de las MSC, ha hecho que su uso ha sido un excelente
aliado en el tratamiento de defectos 6seos y regeneracion 6sea(74). Con el desarrollo de su
uso, resultd evidente la necesidad de encontrar mecanismos y técnicas especializadas para
el desarrollo de materiales e implantes que pudieran ser utilizados como injertos 6seos para
defectos esqueléticos complejos, ya sea de origen postraumatico, degenerativo, neoplasico
0 congénito que requieren una reconstruccion y asi garantizar la integridad estructural y

funcional.

Existen métodos bien establecidos para la purificacion de BMPs a partir de matriz dsea
desmineralizada pero, este proceso es extremadamente laborioso e ineficiente, con una muy
baja recuperacion de proteinas y baja especificidad para una BMP determinada(75). Esta
desventaja ha impulsado la sustitucion de la purificacion de BMPs del tejido éseo, por
técnicas de Biologia Molecular/Ingenieria Genética (clonacion y expresion de cDNA) en la
produccion de éstas, lo que ha permitido obtener el gen de estudio y el uso de vectores
apropiados que hacen posible la expresion de dichos genes en bacterias, levaduras y células

de mamifero, con lo cual se logra el incremento en la produccion de las proteinas de interés.

La produccion a gran escala de proteinas recombinantes gira en torno a la busqueda de
potenciales reguladores de los procesos relevantes en la ingenieria de tejidos enfocando
futuras estrategias terapéuticas y especialmente el disefio de nuevas drogas Yy terapias en un
sistema que asegure la actividad bioldgica sin inmunogenicidad, imponiendo el uso de
sistemas de expresion eucariéticos, que son capaces de glicosilar estas proteinas; no
obstante, con esto, surgio la desconfianza de que las propiedades osteoinductivas de las
BMP recombinantes pueden ser relativamente pequefias en comparacion con las de las
BMP obtenidas a partir del hueso mediante procedimientos de purificacién(76,77). Las
hipdtesis que se tejen al respecto, son variadas y entre ellas una para explicar estas

desigualdades, es que existen diferencias en la secuencia de aminoacidos de las dos BMP.
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Incluso se sugiere la necesidad de usar coordinadamente varias BMPs recombinantes para
facilitar el proceso de reparacion 6sea, asi como también, el tipo de material utilizado para

el transporte o entrega de la proteina en el sitio afectado(77).

Ahora bien, puesto que la produccién de proteinas recombinantes requiere de un sistema de
expresion, el tamafio de la proteina, el tipo de modificaciones post-traduccionales
necesarias en la molécula y el uso del producto final, son todos determinantes para la
eleccion del mismo, ya que se convierten en factores decisivos para la eficiencia y calidad
de la molécula final producida. Por ejemplo, la produccién en células de mamiferos se
caracteriza por brindar un producto en su conformacion nativa, pero en su contra existen
variables como bajo rendimiento de produccion, costos elevados y tiempos de produccién
muy largos; en bacterias, se obtienen grandes cantidades de producto, en menos tiempo y
con un costo mas bajo(78-80), aunque se sacrifican las modificaciones postraduccionales,
lo que implica la aplicacion de otras metodologias o el uso de estas BMPs sin esas

modificaciones(81).

En la actualidad el desafio para la produccién de proteinas recombinantes a la escala de
calidad requerida para las aplicaciones terapéuticas y comerciales ha permitido el desarrollo
de diversos métodos para la produccion de las mismas; todo esto nos permite tener
importantes avances en los sistemas de expresion, entre los cuales podemos mencionar los

siguientes:

-. Bacteriana: E. Coli fue el primer microorganismo utilizado con este fin, es la bacteria
mas representativa y adecuada debido a sus altas tasas de crecimiento y bajos
requerimientos para su mantenimiento; diversos parametros como la fuente y concentracion
de nitrégeno (peptona y/o extracto de levadura) y carbono (glucosa y/o glicerol), la
temperatura, el pH y el consumo de oxigeno son las principales condiciones a controlar
durante la produccion de proteinas recombinantes en dicho sistema, otros componentes
empleados como inductores en la produccién de proteinas recombinantes puede ser el
cloruro de sodio o el isopropil-p-D-1-tiogalactopirandsido (IPTG)(82). Sin embargo, la

escasa formacion de enlaces disulfuro, el alto indice de formacion de cuerpos de inclusion y
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la limitada capacidad para modificaciones post-traduccionales, restringe su uso ya que todo
lo anterior conduce a una reduccion de la actividad bioldgica de la proteina producida(80).
Existen diversos modelos en los que se ha logrado el aumento en la produccién de la
proteina con un mejorado nivel de actividad biologica en comparacion con los analogos
descritos hasta la fecha (83,84). Las cepas mas usadas a nivel productivo son K-12(85),
BL21(DE3)(79,83), TG1(86).

-. Levaduras: Las levaduras son una buena alternativa como sistemas de expresion
microbiano eucariotico cuando los sistemas de expresion bacterianos conducen a la sintesis
de proteinas en cuerpos de inclusién inactivos y plegados incorrectamente. Pichia pastoris
se ha convertido en el principal ejemplo como especie de levadura para la produccion de
proteinas recombinantes, contiene promotores regulados y eficientes que permiten altas
tasas de crecimiento en medios de cultivo simples y de bajo costo(87,88). Como ventajas de
este sistema, podemos mencionar la capacidad de las levaduras en las modificaciones post-
traduccionales necesarias en las proteinas obtenidas (glicosilacion y promocion correcta en

la formacidn de enlaces disulfuro(80).

-. Sistema de Baculovirus/células de insectos (BEVS): Es un sistema muy bien estudiado
que se ha convertido en un vector para la administracion de genes in vivo e in vitro debido a
su baja citotoxicidad en células de mamiferos. Las aplicaciones se han expandido
exponencialmente hacia la deteccion de farmacos, exhibicion de genes eucarioticos, terapia
del céncer e ingenieria tisular, etc. El baculovirus méas conocido y empleado es el ACMNPV
(Nucleopolyhedrovirus multicapside de Autographa californica) es un virus de ADN que
infecta insectos para la produccion de proteinas recombinantes en células de insectos; su
mayor potencial se ha encontrado en la administracion de genes mediante la terapia celular
con hMSCs(89-93). A pesar del menor rendimiento por los costos y mantenimiento méas
altos, tiene la ventaja de ser muy especifico e incluir las principales modificaciones y
requerimientos post-traduccionales para el correcto plegamiento y agregacion de

proteinas(80).
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-. Células de mamiferos: Las células de mamifero disefiadas genéticamente juegan un
papel preponderante desde la investigacion bésica (estudio de funcion de genes y
mecanismos de regulacion) hasta la produccion de proteinas recombinantes para la
industria farmacéutica (deteccion de farmacos y proteinas farmacéuticamente activas). Las
mas comunmente usadas para la produccién de BMPs en sistemas de expresion de
mamiferos incluyen células CHO, BSC-1 y COS7. Las BMP producidas utilizando el
sistema de expresion de mamiferos presentan las caracteristicas mas similares, cuando se
comparan con las BMP enddgenas originales, ya que este sistema permite todas las etapas
de procesamiento de proteinas post-traduccionales, es decir, las células de mamifero tienen
la capacidad Unica de procesar, plegar y modificar auténticamente proteinas humanas
secretadas; ademas que los productos resultantes estan libres de contaminantes
microbianos, lo que minimiza el riesgo de respuestas inmunogénicas e inflamatorias
respectivamente, produciendo asi proteinas humanas recombinantes correctamente
modificadas (80).

Sin embargo, en comparacion con los sistemas alternativos de cultivo celular, son multiples
factores los que afectan la produccién de proteinas recombinantes en células de mamiferos
entre los cuales podemos mencionar la linea celular especifica utilizada junto con el vector
de expresion, el sitio de integracion cromosdémica y el numero de copias del gen
recombinante integrado, procedimientos de seleccion, condiciones de cultivo celular y

medio empleado(94-97).

En un estudio comparativo desarrollado por la Universidad de Kyoto en Japén, se evalud la
eficacia entre la Proteina Morfogenética Osea utilizando como sistema de expresion
Escherichia Coli (ErhBMP-2) y Proteina Morfogenética Osea utilizando como sistema de
expresion células CHO (CrhBMP-2); los resultados del tejido éseo inducido por ErhBMP-2
presentaba una matriz 6sea con mucho colageno y abundante tejido graso, mientras que el
inducido por CrhBMP-2 tenia una matriz 6sea con poco colageno y poco tejido graso
permitiendo mayor actividad de la fosfatasa alcalina en el primer grupo; a nivel bioguimico,

la actividad fue similar para ambos grupos; de acuerdo con el andlisis de densidad Gsea
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(histomorfometria), resulté que ErhBMP-2 logré inducir eficazmente la formacion de
hueso(98).
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8 Aplicaciones clinicas de las BMPs (Aspectos deseables y no deseables como
tratamiento de eleccion)

Las enfermedades y los accidentes, con frecuencia dan como resultado fracturas o defectos
0seos de tamafio critico y su manejo a veces requiere de un tratamiento especial, es por esto
que el tratamiento de fracturas y la reconstruccion de defectos 6seos sigue siendo un gran
desafio para ortopedistas, traumat6logos y cirujanos maxilofaciales. Sin embargo, desde el
descubrimiento de las BMPs se ha demostrado que son los factores de crecimiento mas
eficaces para mejorar la cicatrizacion de las fracturas(7,8). Estas proteinas presentan
ademas un enorme potencial multifuncional y efectos benéficos para el uso en el
tratamiento de diversos defectos 6se0s(99). No obstante, deben estar asociadas a un sistema
de administracion eficaz para ejercer y mantener su actividad biologica en el sitio

quirdrgico de una manera controlada, evitando asi la difusion sistémica(9,100).

En la mayoria de los casos, las BMPs han mostrado su eficacia para revertir las condiciones
patoldgicas en ortopedia y odontologia, disminuyendo la morbilidad quirdrgica, el tiempo
de hospitalizacion y la necesidad de re-intervenciones quirdrgicas para correcciones
anatémicas, mejorando asi la calidad de vida del paciente(101-104). La disponibilidad de
BMP recombinantes humanas y la aprobacién clinica a través de la Agencia del gobierno
de los Estados Unidos responsable de la regulacion de alimentos, medicamentos,
cosméticos, aparatos médicos, productos bioldgicos y derivados sanguineos (FDA, como lo
indica su nombre en inglés) en conjunto con la Agencia Europea de Medicamentos (EMA)
han requerido la ejecucion de exigentes estudios preclinicos y pruebas clinicas, de los
cuales, como resultado se permite el uso de la BMP-2 recombinante humana (rhBMP-2)
(Comercializada como Infuse®-Medtronic) para fracturas abiertas de la tibia y la fusion
intersomatica lumbar en adultos y la BMP 7 recombinante humana (rhBMP-7) (OP-1®-
Stryker) para uniones no tibiales(101-103).

En numerosos estudios donde se establecen tratamientos comparativos de rhBMP-2 contra
el tratamiento estandar (injerto de cresta iliaca) el resultado obtenido permite concluir que

la rhBMP-2 presenta menores complicaciones clinicas y mayor mineralizacion del tejido
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0seo afectado durante el periodo de tratamiento, es decir, con el uso de rhBMP-2 se obtiene
una mejor formacién 6sea y se reduce la morbilidad del tratamiento en comparacion con el

autoinjerto de cresta iliaca(104-109).

Sin embargo, a pesar de las ventajas asociadas, sus prometedores resultados y efectividad
comprobada, existen ain muchas inquietudes respecto a su uso (entre ellas, la obtencién
eventual de una baja resistencia mecéanica y su elevado rango de liberacion inicial). Se han
documentado posibles efectos adversos; éstos incluyen ostedlisis, aumento sérico de las
concentraciones de anticuerpos anti-BMP, radiculitis e hinchazon de tejidos blandos(110-
112), formacién de hueso ectdpico(113); aunque la causa no esta clara, existen también
fuertes evidencias de que el uso de BMP-2 se asocia con un mayor riesgo de eyaculacion
retrégrada(114,115). Todas estas preocupaciones llevan a la necesidad de seguir con

investigaciones que permitan entender la razon de dichos efectos colaterales(116,117).

Aunque esta comprobada la formacion de hueso a partir de la administracion o entrega de
las BMP a través de diversos tipos de biomateriales, bien sean de origen sintético o natural,
éstos deben poseer la habilidad de inducir una respuesta adecuada que pueda permitir la
retencion de estas proteinas en el sitio de la lesion durante el tiempo necesario facilitando la
osteoconduccion y sirviendo de estructura para el depésito del hueso nuevo. Las
caracteristicas ideales de estos biomateriales son: deben inducir una respuesta inflamatoria
adecuada, ser completamente biodegradable y presentar una porosidad Optima para la
infiltracion y la proliferacion de células y el crecimiento de vasos sanguineos en el sitio de
la formacion de hueso nuevo, evitar la degradacion de las BMP manteniendo su
bioactividad y permitir una liberacion sostenida de forma controlada para promover la
formacion de hueso nuevo en el sitio del defecto. Por ultimo, debe esterilizarse facilmente,
facil de manipular y estable cuando se almacena y ser comercialmente viable, permitiendo

la produccion a mayor escala(118,119).

A continuacion, se presenta un analisis respectivo a los procedimientos quirdrgicos en los
cuales, las BMP se emplean con mayor frecuencia y en los que se ha evidenciado

efectividad en el tratamiento.
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8.1 Anadlisis estudios comparativos BPM en procedimientos quirdrgicos

De acuerdo con los criterios descritos en la metodologia, la busqueda de informacion para

el uso de BMP en reparacion de fracturas y cirugia de columna se presenta la siguiente

informacidn (Tabla 3).

Tabla 3. Aplicacion de BMP en la reparacion de fracturas, estudios clinicos

Autor y afio de  Proteina ) Sitio de Eventos
) » - Dosis L Resultado
ejecucion utilizada Aplicacion Adversos
F;lgrglliigg)er BMP-7 3.5 mg/ml Tibia Positivo Ninguno
0.75 mg/ml
Govender BMP-2 Tibia Positivo Ninguno
2002(121)
1.5 mg/mi
20"(])%??522) BMP-2 1.5 mg/ml Tibia Positivo Ninguno
Aro 2011(123) BMP-2 1.5 mg/mi Tibia Similar Infeccion
Tressler Mudltiples o\ .
2011(47) BMP-2 12 mg/cm2 sitios Positivo Ninguno
L mg/ml foriiirirg’z de
Lyon 2013(113) BMP-2 Tibia Similar -
hueso ectodpico,
2 mg/ml
dolor
Disfagia,
Goode Columna e
2014(124) BMP-2 N/A vertebral N/A compllcz,ic!ones
neuroldgicas
Poorman Columna . Complicaciones
BMP-2 v I P .
2016(125) 8.75 mg/m vertebral ositivo neurologicas

En cabeza de prestigiosas universidades y centros de investigacion, se dio inicio a una serie

de estudios prospectivos, controlados aleatorizados con el objetivo de recolectar evidencias

en el uso de las BMPs. Fue asi como en 2001 un estudio liderado por Friedlaender de la
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Universidad de Yale (E.E.U.U.), 122 pacientes con pseudoartrosis tibial, fueron divididos
en dos grupos: un grupo sometido a tratamiento mediante la insercién de una barra
intramedular acompafiada de BPM en un transportador de colageno de tipo | y el otro grupo
sometido a tratamiento con autoinjerto 6seo. Nueve meses después, los estudios clinicos y
radiogréaficos en el 75% de los pacientes del primer grupo y en el 84% de los pacientes del
segundo grupo, mostraron que los resultados eran positivos sin una diferencia
estadisticamente significativa(120). El siguiente afio, 2002, el departamento de ortopedia de
la Universidad Natal en Sudéafrica, evalud la seguridad y eficacia de las BPM en un grupo
de 450 pacientes divididos aleatoriamente en 3 grupos bajo las siguientes condiciones,
grupo I: 151 pacientes recibiendo una dosis de 0.75 mg/ml en un transportador de colageno,
grupo I1: 149 pacientes recibiendo una dosis de 1.5 mg/ml en un transportador de colageno
y el grupo IlI: grupo control con solo una barra intramedular en el sitio afectado. Luego de
12 meses de tratamiento, los resultados demostraron ser seguros y efectivos para la
consolidacién de fracturas tibiales con dosis de 1.5 mg/ml; la frecuencia de las

intervenciones secundarias, y las infecciones fueron relativamente menores(121).

Cuatro afos mas tarde, en el 2006, Jones, de la Universidad de Texas, y sus colaboradores,
investigaron el tratamiento de fracturas tibiales asociadas con pérdida 6sea sustancial en 30
pacientes, clasificandolos asi: 15 pacientes con injerto 6seo autélogo y 15 pacientes con
BMP en combinacion con aloinjerto. Los resultados para ambos tratamientos demuestran
ser seguros Y efectivos, y no hubo diferencia significativa en la tasa de curacion 12 meses
después del tratamiento(122). Afios después, mas exactamente 2011, Aro y colaboradores,
en la Universidad de Turku, en el Hospital de Finlandia, evaluaron el uso de BMP en el
tratamiento de fracturas tibiales abiertas agudas tratadas con fijacion de clavo intramedular.
En ese estudio, se evaluaron 277 pacientes, clasificados de la siguiente manera, 136
pacientes con injerto 6seo autélogo y 139 pacientes con BMP en combinacion con
aloinjerto. Los resultados mostraron que no hubo incremento alguno en el proceso de
cicatrizacion de la fractura con la adicion de la BMP, siendo este grupo, el de mayor

incidencia en infeccion durante el proceso(123).
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Tressler y colaboradores desde Vanderbilt University, Tennessee, hicieron también una
comparacion de los tratamientos realizados a un grupo de 89 pacientes con 93 situaciones
comprobadas de no union en el proceso de cicatrizacion de una fractura, divididos asi: 74
pacientes fueron tratados con injerto 6seo autélogo y 19 pacientes tratados con BMP en
combinacion con aloinjerto. En el estudio se encontré6 que no hubo incremento alguno
estadisticamente significativo en el proceso de cicatrizacion de la fractura con la adicion de
la BMP; sin embargo, la evidencia del estudio sugiere que el tratamiento con BMP podria
ofrecer ventajas potenciales sobre el injerto dseo autélogo, como la reduccion del tiempo
operatorio y la pérdida de sangre intraoperatoria(47). Aparece entonces en el afio 2013
Lyon y colaboradores, que evaluaron un grupo de pacientes con fracturas tibiales, un grupo
con barra intramedular en el sitio afectado y aplicacion de BMP, otro grupo con una nueva
formulaciéon de matriz de fosfato de calcio inyectable y un Gltimo grupo con fijacion de
clavo intramedular como control; no hubo diferencias significativas con o sin BMP en
dicho tratamiento(113).

Para el afio 2014 Goode y colaboradores, investigaron acerca de las complicaciones y
eventos adversos que pudieron ocurrir luego de un afio de uso durante las fusiones de
columna vertebral. Solo en los E.E.U.U. en el periodo comprendido de 2002 — 2009 fueron
realizados un estimado de 1.3 millones de procedimientos de columna vertebral. Los
resultados dieron muestra de que los pacientes que recibieron tratamiento con BMP
tuvieron un mayor riesgo de complicaciones del sistema nervioso y una mayor tasa de
reingreso hospitalario y de atencion médica, lo que deja en tela de juicio la seguridad y
efectividad en el uso de BMP por uso inadecuado o fuera de lo aprobado por las
autoridades regulatorias(124). Poorman y su equipo de trabajo, encontraron que el
tratamiento para artrodesis realizado con BMP presentd mayores tasas de éxitos; la dosis
promedio empleada, fue menor a la recomendada por el fabricante por lo que se
recomiendan mas estudios para extraer conclusiones adecuadas de la dosificacion
Optima(125).

En términos generales, la inclusion de las BMP se ha empleado como una valiosa

herramienta para el cirujano, pero existen mdltiples variables que inciden en la
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administracion de BMP y que deben mejorarse para una mejor precision. Entre estas
variables podemos mencionar, el sitio de lesion y tipo de hueso afectado, la edad y
movilidad del sujeto, el tamafo del defecto a tratar y el mismo proceso natural de eventos
que ocurren durante la reparacion 0sea, ademas, existen fuertes diferencias en los resultados
obtenidos en animales respecto a los resultados dados en humanos. Por los resultados
obtenidos en los estudios clinicos de estas proteinas, se puede afirmar que son el estandar
para el tratamiento de patologias Oseas complicadas. No obstante, debido a distintas
limitaciones clinicas, principalmente su corta vida media in vivo (1-4 horas), la degradacion
por enzimas Y la reduccidn de su actividad biologica originada por los posibles cambios de

pH, las tecnologias deben ser mejoradas significativamente(109, 110).

Otro punto critico son los sistemas 0 mecanismos empleados para la entrega de la BMP
(sistemas de administracién), éstos deben ser fundamentales, pues deben permitir hacer la
entrega de la dosis correcta durante el periodo de tiempo adecuado para que las células
formadoras de tejido regenerativo migren al area lesionada a cumplir su funcién. Una vez
se logren subsanar estos aspectos, la variedad de BMPs puede ofrecer una gran promesa
para la futura medicina regenerativa(127). Un area bastante activa de la investigacion con
BMP tiene que ver con el desarrollo o mejoramiento del sistema de administracion, este
debe brindar condiciones excepcionales para estimular el reclutamiento y adhesion celular
con el fin de potencializar la angiogénesis; no debe producir reacciones inmunitarias o
toxicas que puedan torpedear el proceso de reparacion, debe permitir una mejor entrega con
el fin de disminuir la cantidad de dosis y con ello aminorar los efectos
adversos(128,118,119).

Finalmente vale la pena mencionar que los resultados impresionantes respecto a la
cicatrizacion de fracturas en un sinnimero de estudios (105, 106, 129, 130) deben ser
interpretados o analizados con precaucion debido a que estos estudios manejan muestras
poblacionales pequefias y carentes de grupos de control; si bien los estudios realizados
describen hallazgos positivos y prometedores en el uso de las BPM, aln se presentan
resultados mixtos en términos de eficacia; sigue siendo una gran incégnita el hecho de

lograr reproducir en humanos de una manera fiable o convincente, los resultados obtenidos
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en animales. Se hace necesaria mas investigacion con estudios comparativos bien disefiados
para confirmar los hallazgos prometedores y comprender el potencial real en términos de
este enfoque bioldgico para favorecer la cicatrizacion 6sea.
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9 BMPs, andlisis, discusion y perspectivas a futuro

El descubrimiento de BMPs marcd el comienzo de una nueva era no soélo en la
comprension de la fisiologia dsea, sino también en el desarrollo de nuevos métodos para el
tratamiento de los defectos que requieren cirugia ortopédica, maxilofacial y otras
situaciones clinicas. La regeneracion 0sea y la reparacion con BMPs estan liderando una
nueva era en la reconstruccion ortopédica y craneofacial. Actualmente grandes cantidades
de proteinas se producen a traves de la ingenieria genética, en particular a través de células
transgénicas bacterianas, de levaduras y de animales; lo que permite desarrollar mas

estudios sobre su papel en el crecimiento y metabolismo celular.

Las proteinas morfogenéticas de hueso son producto de los osteoblastos con la capacidad
de desencadenar un sinnimero de eventos celulares, que permiten el estimulo de multiples
celulas conectivas para lograr la formacion de células osteoprogenitoras; asi participan
activamente en la produccién de hueso, lo que se ha convertido en un aliado fundamental
para el tratamiento de fracturas abiertas, aplicaciones odontoldgicas, pseudoartrosis,
defectos Gseos, osteoporosis, fusidn espinal, entre otros, o se han usado como complemento

a diversos tratamientos en el ambito quirargico, reduciendo el costo del mismo.

Los resultados existentes en maltiples estudios sobre diferentes tratamientos con BMP,
respaldan algunas aplicaciones terapéuticas; sin embargo, la dosis terapéuticas
suprafisiologicas empleadas durante el tratamiento han reportado efectos adversos, entre los
que resaltan el desarrollo de anticuerpos, la formacion de hueso ectdpico, entre otros por lo
que existen adn varias preguntas que no se han logrado dilucidar, una de las cuales es, por
qué las terapias BMP usan cantidades de microgramos mientras que las BMP enddgenas

actdan a nivel de nanogramos?.

Algunos retos criticos para los investigadores, estan en la depuracion y puesta a punto de
los sistemas de entrega de estos factores osteoinductivos, la bioseguridad, la rentabilidad,
la facilidad de uso y el plazo de entrega éptimo también deben abordarse de manera tal que
garantice el éxito clinico; los avances en la investigacion de nuevos materiales con factores

bioactivos predicen un futuro bastante prometedor en el campo de la Bioingenieria y la
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Medicina Regenerativa. Se requieren estrategias combinadas para mejorar sustancialmente
la formacién o6sea y facilitar la cicatrizacion, mediante el uso simultaneo de otros factores
de crecimiento y matrices inteligentes o portadores adecuados que puedan ofrecer la
deteccion de los cambios de pH en el sitio de aplicacion y de acuerdo a esto posibles
estrategias de liberacion controlada reduciendo las altas concentraciones de BMPs y de esta

manera lograr guiar la osteogénesis de una forma predecible y controlable.

Del mismo modo, los avances en el campo de los biomateriales también aumentaran los
posibles enfoques de la Ingenieria Tisular para el suministro de BMP en el tratamiento de
los defectos Gseos. Nuevas técticas, como las nanoparticulas, los biopolimeros y los
sistemas inyectables, permitirdn el suministro limitado, dirigido y especifico de BMPs con
factores angiogénicos y ceélulas que podrian potencialmente aumentar la velocidad, el
volumen vy la calidad del hueso recién formado asegurando un futuro prometedor mas alla

de la presente década para millones de pacientes en todo el mundo.

Los estudios futuros tendran que enfocarse en el desarrollo de materiales y sistemas de
entrega controlables, bien sea, localizables y de liberacion modificada con perfiles de
liberacion del factor de crecimiento ajustable segun el sitio, el tamafio y la vascularidad del
defecto, sin aumentar su dosis. Estos sistemas de administracion inteligente proporcionaran
BMPs y otros factores de crecimiento en respuesta a requerimientos fisioldgicos, teniendo
la capacidad de detectar cambios en el microambiente del defecto 6seo y, en consecuencia,

alterar la liberacion de la proteina para llevar a mejores y mas seguros resultados.

El uso de las BPMs durante el proceso de regeneracion de tejido 6seo es todavia muy
controversial, dada la naturaleza compleja de la osteoregeneracion. Se ha demostrado que
puede ser posible la entrega de diferentes factores de crecimiento con diferentes
caracteristicas de liberacion, en la busqueda de respuestas tanto estimuladoras como
inhibitorias sobre la formacion Osea, siendo el enfoque clinico mas deseable, con
precaucion a la eleccion de combinaciones. Este sistema puede representar un paso

fundamental para la personalizacion de la cinética de liberacién de dichas proteinas.

41



Conclusiones

Aunque el conocimiento del mecanismo molecular por el cual los TGF-f fomentan la
regeneracion dsea ha sido ampliamente estudiado y se discute en el presente documento, los
eventos moleculares por los cuales se presentan efectos colaterales no deseados, ain no han
sido completamente esclarecidos. Luego de casi 50 afios de estudios experimentales in vitro
e in vivo, nuestro entendimiento de las ventajas y desventajas acerca de las BMP parece
estd lejos de haber llegado a un fin completamente satisfactorio, y se necesita mas

investigacion antes de poder sacar conclusiones definitivas.

Desde su descubrimiento y evidencia de su eficacia in vitro e in vivo hasta la produccion
por Ingenieria Genética Recombinante, han sido muchos afios de investigacion, muchos
casos exitosos en estudios animales y preclinicos en los que la participacion de las BMP en
la formacion de hueso es indiscutible, sin embargo las pruebas clinicas en humanos siguen
siendo la limitante para obtener resultados convincentes y veraces sobre dosis, tiempo de
tratamiento, dinamica de entrega y liberacion en el sitio afectado y portadores o sistemas de
administracion idoneos para tal fin; las investigaciones futuras, preclinicas y clinicas,
deberian estar encausadas para entender los mecanismos moleculares implicitos en la

formacion dsea, de tal modo que se puedan desarrollar tratamientos eficaces y seguros.

El uso adecuado de las BMP ha demostrado ser seguro y efectivo si se maneja bajo las
indicaciones aprobadas por FDA y EMA, ya que dependiendo del sitio de aplicacion y del
estado médico del paciente (presencia de comorbilidades) existirdn asi mayores
probabilidades de complicaciones o efectos colaterales indeseados. Es por esto que su uso

debe ser de comun acuerdo a expensas de la relacion riesgo — beneficio para el paciente.

Sigue siendo muy controvertido el uso de BMP a pesar de los hallazgos positivos descritos
en varios de los estudios realizados, los resultados mixtos en términos de eficacia ponen en
tela de juicio la evidencia clinica para el tratamiento de fracturas. ES necesaria una
investigacion con estudios mejor disefiados que no sean heterogéneos, permitiendo de esta

manera una mejor comprension del enorme potencial de dichas proteinas. Entender de una
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manera mas clara la maquinaria de sefiales, procesos, intercambios y condiciones que
adecua el organismo durante el proceso de regeneracion Gsea, nos permitira establecer que
un enfoque Unico como estrategia de regeneracion dsea, no puede soportar muchos de los
requisitos del tejido mismo por lo que seran necesarias estrategias refinadas y dirigidas de

acuerdo con el sitio o problema a resolver.
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