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La ingenieria de tejidos requiere del uso de biomateriales con requisitos especificos
respecto a su estructura, composicion, propiedades mecanicas y esterilidad. Ademas de
su funcion como soporte mecanico para el desarrollo celular, estos materiales pueden
tener prestaciones avanzadas a través de su carga con moléculas terapéuticas. El
desarrollo de nuevos métodos capaces de asegurar la esterilidad de los biomateriales
manteniendo su estabilidad supone un gran avance para el campo de la ingenieria de
tejidos. Del mismo modo, el desarrollo de biomateriales nanométricos para la
liberacion selectiva de farmacos tiene un elevado potencial en la regeneracion de

tejidos musculoesqueléticos.
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1. Introduccion

1.1. Relevancia del empleo de biomateriales para la regeneracion del tejido 0seo y

cartilago.

La ingenieria de tejidos combina células, andamios y moléculas terapéuticas, constituyendo una
alternativa prometedora para el tratamiento de diversas patologias. Los andamios celulares
estan formados por biomateriales especificamente disefiados para simular las propiedades
fisicoquimicas de la matriz extracelular (ECM), formada principalmente por proteinas,
proteoglicanos, glucosaminoglucanos, glucoproteinas y componentes inorgdnicos como la
hidroxiapatita (Bosman y Stamenkovic, 2008). La ECM, que varia en funcion del tejido, supone
su base estructural, y por tanto es necesario que los andamios sean capaces de simular sus

caracteristicas especificas (Yamaguchi y Silva, 2019, Dong et al., 2019, Ghosh et al., 2019).

El uso de biomateriales para aplicacion musculoesquelética se basa en la seleccion y
modificacion de materiales con el fin de mejorar sus propiedades mecanicas y biologicas (Pina
et al., 2019, Ghosh et al., 2019). Se han desarrollado diferentes tipos de biomateriales para su
empleo en medicina regenerativa entre los que se incluyen polimeros naturales o sintéticos,

ceramicas y metales (Pina et al., 2019).

Los polimeros naturales (colageno, gelatina, alginato, quitosano...) son ampliamente
utilizados en ingenieria de tejidos ya que son altamente biocompatibles y presentan una buena
interaccion material-célula. Sin embargo, este tipo de materiales poseen propiedades mecanicas
deficientes que se pueden mejorar mediante su combinacion con materiales sintéticos, dando
lugar a biomateriales hibridos (Pina et al., 2019, Panayi y Orgill, 2018, Malafaya et al., 2007).
Los polimeros sintéticos se caracterizan por tener mejores propiedades mecénicas, que pueden
ser moduladas por las condiciones de sintesis, peso molecular y composicion quimica. En este
grupo se incluyen polimeros ampliamente utilizados en ingenieria de tejidos como el acido
polilactico (PLA), la poli(e-caprolactona) (PCL), el acido poliglicolico (PGA) o el copolimero
de ambos (poli (acido latico-co-acido glicdlico); PLGA) (Pina et al., 2019, Ghosh et al., 2019).
Los polimeros pueden utilizarse para generar diversas estructuras como mallas, esponjas, fibras,
esferas y espumas que permiten la encapsulacion y/o adhesion celular y la difusion de

nutrientes.

Dentro de los materiales inorganicos se incluyen las cerdmicas y los metales. Las cerdmicas

son ampliamente utilizadas en regeneracion dsea debido a su composicion quimica, similar a la
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del componente inorganico de la matriz 6sea (Pina et al., 2019, Ghosh et al., 2019, Abdulghani
y Mitchell, 2019). Los metales presentan excelentes propiedades mecanicas, capaces de
soportar altas cargas sin sufrir deformaciones. El acero inoxidable y las aleaciones de titanio
son los mas empleados como implantes y protesis ortopédicas o dentales (Ghosh et al., 2019,

Alvarez y Nakajima, 2009).

1.2. Retos actuales y aplicaciones de los biomateriales en el campo de la medicina

regenerativa.

Para su aplicacion clinica, ademas de sus excelentes propiedades mecanicas, los biomateriales
deben presentar una estructura porosa que permita el transporte de oxigeno y nutrientes a las
células, y una degradabilidad controlada que asegure la permanencia de la estructura hasta la
regeneracion completa del tejido danado. A la dificultad que entrafa la optimizacion de todas
estas propiedades que condicionan su funcionalidad, se une otro aspecto indispensable para que
estos biomateriales sean de aplicacion en clinica, que es la esterilidad. Es necesario disefar
métodos que permitan obtener biomateriales con una arquitectura y composiciéon Optimas
asegurando la esterilidad y permitiendo recrear las condiciones de la ECM (Qasim et al., 2019,
Pina et al., 2019, Soria et al., 2009). Existen diversos métodos de esterilizacion como el
tratamiento con 6xido de etileno, ozono, radiaciéon gamma o calor huimedo (Ribeiro et al., 2019)
Sin embargo, éstos pueden alterar la estructura del andamio o producir la degradacion de alguno
de sus componentes, por lo que resulta necesario establecer nuevos procedimientos seguros,

capaces de garantizar la estabilidad de los biomateriales.

Las diferentes estrategias terapéuticas en medicina regenerativa deben ser disefiadas para
restablecer la homeostasis tisular, controlar los procesos patologicos instaurados y promover la
regeneracion de los tejidos dafiados. Con estos objetivos, la incorporacion de moléculas
terapéuticas en el seno de los biomateriales presenta buenas perspectivas ya que posibilitan la
obtencién de sistemas con prestaciones avanzadas, capaces de asegurar la correcta regeneracion
del tejido, al tiempo que promueven una respuesta terapéutica adecuada (Diaz-Rodriguez et al.
2011, Diaz-Rodriguez y Landin, 2015). El empleo de sistemas nano/microparticulados
cargados con material genético o diferentes moléculas terapéuticas, también presenta buenas
perspectivas en el ambito de la ingenieria de tejidos musculoesqueléticos. Los biomateriales de
tamafio nanométrico permiten la administracion local y liberacion controlada de farmacos, asi
como la vehiculizacion selectiva de las moléculas terapéuticas a las células de interés. Se trata

por tanto de herramientas con elevado potencial en terapia regenerativa (Torres et al., 2019).
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Con estos antecedentes, a continuacion, se describen dos casos de estudio desarrollados en el
marco del proyecto IBEROS. Por una parte, el uso de metodologias novedosas para producir
biomateriales de estructura y propiedades adecuadas con el requerimiento de esterilidad, y por
otra, el desarrollo de sistemas nanoparticulados cargados con un firmaco anti-inflamatorio de

aplicacion en el tratamiento de la osteoartritis.

2. Utilizacion de la tecnologia de CO: supercritico para el procesado,

funcionalizacion y esterilizacion de biomateriales.

Durante el diseiio de biomateriales, se ha de prestar especial atencion a su procesabilidad en
términos de composicion y morfologia. La posibilidad de procesar biomateriales de porosidad
controlada que contengan componentes termosensibles, como los factores de crecimiento, se
ve frenada en ocasiones por el empleo de tecnologias que utilizan altas temperaturas y/o
disolventes orgéanicos que reducen significativamente las propiedades bioactivas de estos
componentes (Salerno et al., 2017). En el caso particular de biomateriales porosos
nanoestructurados, la esterilizacion del material es otro aspecto critico a considerar ya que las
técnicas convencionales de esterilizacion descritas en el apartado anterior presentan
limitaciones para este tipo de materiales en términos de capacidad de penetracion y/o

degradacion fisicoquimica de los componentes (Ribeiro et al., 2019, Dai et al., 2016).

La tecnologia del COz2 supercritico emerge como una atractiva plataforma de soluciones para el
procesado de biomateriales. La moderada temperatura critica del CO2 (31,10°C), junto con su
habitual inocuidad y capacidad de actuar bajo diferentes roles (plastificante, disolvente, agente
extractor, agente esterilizante...), abre nuevas perspectivas de procesabilidad de biomateriales

multicomponente nanoestructurados (Garcia-Gonzalez et al., 2015).

Andamios poliméricos porosos pueden ser procesados en ausencia de disolventes mediante
espumado con CO2 supercritico. El CO:2 actia como soluto de la mezcla polimérica
plastificandola y reduciendo su temperatura de fusion o de transicion vitrea. Durante la posterior
eliminacion del CO2 por despresurizacion, la matriz polimérica experimenta eventos de
formacion y crecimiento de poros, seguida de una vitrificacion del material para dar lugar a un
solido poroso. Ademas, el efecto plastificante del CO2 hace posible fundir biopolimeros a
temperaturas muy inferiores (15-25°C) a las de condiciones normales. De este modo, se
consigue el procesado de biomateriales a baja temperatura, que de otro modo pueden sufrir

degradacion fisica, quimica y bioldgica. A modo de ejemplo, andamios poliméricos de PCL

13



BIOMATERIALES EN MEDICINA REGENERATIVA: DEL DISENO A LA APLICACION

fueron procesados por espumado con CO: supercritico a temperaturas de 40°C conteniendo
vancomicina para ser usados como biomaterial para regeneracion Osea en situaciones de
particular riesgo de infecciones (Garcia-Gonzélez et al., 2018). El andamio cargado obtenido
muestra una atractiva combinacion de propiedades morfoldgicas (porosidad, tamafio de poro e
interconectividad adecuada para penetracion y colonizacién celular), biologicas
(osteodiferenciacion, integracion tisular) y perfiles de cesion prolongados durante varias
semanas (Fig. 2.1. ab), particularmente interesantes para aquellos casos clinicos de
intervenciones quirurgicas con riesgo de infeccion (por ejemplo, sustitucion de implante tras

infecciones severas con S. aureus).

FIGURA. 2.1. Procesado de biomateriales con tecnologia de CO, supercritico: (a) andamios porosos
medicados para regeneracion osea con alta porosidad (Reproducida con permiso de Garcia-Gonzalez et al.,
2018); (b) alta integracion tisular (CAM tests) (Reproducida con permiso de Garcia-Gonzalez et al., 2018);
(c) aerogeles de polisacarido (almidon —izquierda- y quitosano —derecha-) en forma de particulas o
monoliticas con elevada mesoporosidad (Reproducidas con permiso de Lopez Iglesias et al., 2019 y Santos-
Rosales et al. 2019); (d) con posibilidad de esterilizacion en medio de CO, supercritico (Reproducida con

permiso de Santos-Rosales et al., 2019)

La tecnologia supercritica permite el procesado de biomateriales mesoporosos en forma de
aerogeles. Estos materiales presentan porosidades totales en el rango de 95-99%, con
estructuras similares a la ECM, lo que resulta de gran interés en aplicaciones biomédicas

(Fig. 2.1.c) (Santos-Rosales et al., 2019). Concretamente, la mesoporosidad de estos
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biomateriales puede favorecer la adhesion celular en ingenieria tisular. La reciente capacidad
de conferir macroporosidad a estos materiales intrinsecamente mesoporosos abre nuevas
posibilidades a estos materiales como andamios para medicina regenerativa (Santos-Rosales et
al., 2019). Ademas, su alta porosidad y capacidad de carga de agentes bioactivos puede permitir
una correcta gestion del fluido (exudado) en el entorno de una herida créonica y el tratamiento

local con antibioticos (Lopez Iglesias et al., 2019).

La tecnologia supercritica viene a resolver también la problemadtica asociada a las técnicas
convencionales de esterilizacion. Estudios recientes muestran que la esterilizacion con CO2
supercritico con aditivacion (a concentraciones de ppm) se presenta como una alternativa viable
y de alta eficacia para la esterilizacién de materiales de nanoestructura compleja, en los que los
agentes esterilizantes presentan dificultades de penetracion o en aquellos en los que por su
composicion (polisacaridos, proteinas, poliésteres, etc.) son susceptibles de degradacion. En
estos casos la esterilizacion con COz supercritico da lugar a inactivacion bacteriana (Fig. 2.1.d)
incluso con esporas altamente resistentes (B. atrophaeus, B. stearothermophilus, B. pumilus) y
sin variaciones significativas en las propiedades texturales y mecanicas del material (Santos-

Rosales et al., 2019).

3. Desarrollo de formulaciones intra-articulares para el tratamiento de la

Osteoartritis.

La osteoartritis (OA) es una enfermedad articular degenerativa cronica (He et al. 2017)
caracterizada por la inflamacion sinovial, la degradacion de la ECM vy la posterior pérdida de
cartilago hialino (Kang y Im, 2014). Con una prevalencia mundial estimada de 250 millones de
pacientes, afecta a la poblacion de mediana edad y ancianos (Richards et al., 2016). El
tratamiento actual es sintomatico y busca la ralentizacion de la progresion de la enfermedad,
pero en estados avanzados es necesario el reemplazo articular (Glyn-Jones et al., 2015). La OA
se caracteriza por un error en el proceso de regeneracion del cartilago dafiado por cambios
mecanicos y quimicos en la articulacion (Bijlsma et al., 2011). En la OA los condrocitos y
macrofagos sinoviales se activan en respuesta al dafio articular, produciendo proteinas de
respuesta inflamatoria y enzimas que degradan la ECM. Ello establece una inflamacion sinovial
cronica y el desarrollo de la sintomatologia caracteristica de la patologia (Glyn-Jones et al.,
2015). La administracion de farmacos mediante inyeccion intra-articular permite minimizar los
efectos sistémicos y maximizar los efectos locales siendo de gran interés para el tratamiento de

patologias articulares como la OA (He et al., 2017).
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Con el fin de inducir procesos regenerativos y cambios inmunomoduladores en la homeostasis
articular de los pacientes con OA, se propone emplear inyecciones de biomateriales
nanoparticulados cargados con un nuevo anti-inflamatorio ($-lapachona) para su vectorizacion

a macrofagos sinoviales.
3.1. Preparacion y caracterizacion de las formulaciones obtenidas

Se prepararon transportadores lipidicos nanoestructurados (NLC) conteniendo el farmaco de
interés (B-lapachona). Como componentes lipidicos se emplearon Transcutol HP y Compritol®
888 ATO y como surfactantes se seleccionaron el polisorbato 80 (Tween® 80) y Epikuron®
145 V, basado en resultados experimentales previos. Se emple6 el método de homogeneizacion
en caliente de alta cizalla para la obtencion de los sistemas, incorporando el farmaco en la fase
lipidica y siguiendo el protocolo desarrollado por Rouco y colaboradores (Rouco et al., 2018).
Se prepararon formulaciones cargadas con farmaco y blancas para evaluar el efecto de la

presencia de B-lapachona en las propiedades de los NLC.

Se determinaron los tamafos de particula de las dispersiones de NLC, las cargas superficiales
(ZP) y los indices de polidispersion (PdI) mediante un Zetasizer Nano-ZS. Tras la purificacion
por didlisis de los NLC se evalu¢ la eficiencia de encapsulacion del farmaco. Adicionalmente,
se cuantifico la cantidad de fArmaco mediante espectrofotometria a 280 nm tras la ruptura de
los sistemas. La superficie de las NLC se funcionaliz6 con manosa para incrementar su
captacion por macrofagos gracias a la presencia de receptores de manosa en su membrana. Para
ello, en la fase lipidica se afiadi6 estearilamina y las NLC fueron incubadas con una disolucion

de D-(+)-manosa.

La respuesta celular a los sistemas obtenidos se evalué empleando macrofagos humanos
derivados de la linea celular THP-1. Se evaluo la internalizaciéon celular de las formulaciones
marcando los sistemas con el fluor6foro cumarina-6. El andlisis estadistico de los datos se
realizé utilizando el programa SPSS mediante un ANOVA de una via. Se consideraron

estadisticamente significativos valores de p<0,05.
3.2. Potencial de los sistemas obtenidos para su vehiculizacion a macrofagos

Los sistemas obtenidos mostraron un tamaiio inferior a 100 nm tal y como se muestra en la
Tabla 2.1, tanto en las nanoparticulas sin firmaco como en las cargadas con B-lapachona. En

cuanto al potencial zeta, los NLC muestran valores negativos y el valor de PdI es bajo. Los
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NLC desarrollados mostraron una eficacia de encapsulacion del 4,42 + 0,70%.

La correcta funcionalizacion de los NLC con manosa se puso de manifiesto por el cambio de
potencial zeta hacia valores altamente positivos tanto en las que no incluyen farmaco (32,63 +

5,93 mV) como en las cargadas con la B-lapachona (24,05 £ 6,36 mV).

TABLA 2.1. Caracteristicas de las formulaciones blancas y cargadas.

NLC Tamaifio (nm) ZP (mV) PdI
Media SD Media SD Media SD
Blancas 85,37 33,39 -18,12 6,56 0,28 0,02
Cargadas 89,15 42,85 -14,4 7,85 0,25 0,02
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FIGURA. 2.2. Porcentaje de internalizacion celular en macréfagos (* p < 0,05).

La funcionalizacion de NLC con manosa increment6 significativamente su internalizacion por
macrofagos (Fig. 2.2). Estos biomateriales nanométricos conteniendo el fairmaco de interés
fueron capaces de ser internalizados por las células y suponen por tanto una prometedora

estrategia para la modulacion de la homeostasis en procesos patologicos como la OA.
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