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Resumen

Elconocimiento de lainfluencia de la hipoxia sobre |a fisiologia humana dio un salto cualitativo cuando se descubrio al factor inducible por
hipoxia (HIF). Las vias moleculares que este factor de transcripcion regula son variadas y complejas, cuya comprension continuamente
se sigue profundizando. En la fisiologia y en la fisiopatologia del tejido 0seo se desarrollan varios procesos caracteristicos, como
la osificacion, la remodelacion y la reparacion. La disminucion en la disposicion de oxigeno determina la estabilizacion del HIF en
muchos grupos celulares, entre los cuales destacan las células del linaje osteogénico. Este factor regula la expresion de multiples
genes, siendo, quizas, el mas importante el que codifica al factor de crecimiento vascular del endotelio (VEGF), debido a su decisiva
implicancia en el proceso de osteogénesis, directamente activando a las células osteoblasticas o indirectamente mediante su potente
accion angiogénica. En este articulo, se hace una revision actualizada sobre el rol central del HIF sobre la fisiologia 6sea, detallando
la regulacion de las principales vias moleculares dependientes de dicho factor de transcripcion.

Palabras clave: Hipoxia, factor inducible por hipoxia - HIF, factor de crecimiento vascular del endotelio - VEGF, angiogénesis,
osteogénesis.

Abstract

Knowledge of hypoxia influencing human physiology determined discovery of hypoxia-inducible factor (HIF). Regulation of molecules
by this transcription factor is varied and complex and understanding continues on. Several processes like ossification, remodeling
and repair occur in bone tissue physiology and pathophysiology. Decrease in available oxygen determines HIF stabilization in many
cell groups, standing out osteogenic lineage cells. This factor regulates expression of multiple genes, the most important perhaps
the vascular endothelial growth factor (VEGF) due to its implication in the osteogenic process, directly activating osteoblastic cells
or indirectly through potent angiogenesis. In this article, we review HIF central role on bone physiology, detailing regulation of key
molecular pathways dependent of this transcription factor.

Keywords: Hypoxia, hypoxia-inducible factor - HIF, vascular endothelial growth factor - VEGF, angiogenesis, osteogenesis.
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INTRODUCCION previa a la aparicién de las primeras tra-  visa la influencia de la hipoxia sobre el

béculas de reemplazo . metabolismo dseo.

El tejido Gseo estd constituido por un o
Cuando ocurre una lesién dsea,

como en una fractura o en una osteo-
tomia, la tensién de oxigeno tisular dis-

conjunto de células y una matriz ex-
tracelular calcificada. Dichos compo- EL TEJIDO OSEO

nentes estdn en continua dindmica

metabdlica, metabolismo regulado por
diversas condiciones entre la que des-
taca la variacién en la disposiciéon de
oxigeno tisular ),

La hipoxia es una condicién fisiol6-
gica o fisiopatolégica que acompafia al
tejido Gseo en varios momentos de su
desarrollo. En Ia histogénesis inicial, la
osificacién endocondral se caracteriza
por una gradiente baja de oxigeno; esto
determina la hipertrofia del condrocito

minuye; los mecanismos de formacién
aumentan, dado a que el tejido lesio-
nado requiere una recuperacion eficaz.
La hipoxia es una condicién de este mi-
croambiente que induce la aparicién de
moléculas que median los mecanismos
reparativos 4%,

En la actualidad, muchos estudios
evaldan los componentes del tejido
6seo bajo hipoxia, comparandolos con
controles bajo normoxia, halldndose
controversias. El presente articulo re-

El tejido éseo es un tipo especializado
de tejido conectivo; brinda soporte es-
tatico y proteccién de érganos vitales,
acttia como depésito de calcio y fosfato
y contribuye a la regulacién del equili-
brio 4cido-base. Se caracteriza porque
sus células maduras estan rodeadas por
una matriz extracelular calcificada. La
arquitectura Gsea estd constituida por
una ldmina cortical externa y un hue-
so trabecular interno, donde tienen
su reservorio factores de crecimiento
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y mediadores que regulan su metabo-
lismo activo. El componente mineral
(cristales de hidroxiapatita) representa
el 65% de su peso, mientras el agua y
los componentes orgdnicos, represen-
tados, sobre todo, por el coldgeno tipo
I, conforman el resto. Otras sustancias
orgénicas presentes en la matriz son
proteoglicanos, glicoproteinas, sialo-
proteinas y lipidos, existiendo proteinas
no coldgenas como la osteocalcina que

interviene en su calcificacién 39,

COMPONENTES CELULARES

Existe un conjunto de células que re-
gulan la composicién de dicha matriz.
Las células osteoprogenitoras -las cé-
lulas madres del hueso- se diferencian
en osteoblastos y luego en osteocitos.
Los osteoblastos son las células forma-
doras de hueso, y cuando plenamente
activos presentan abundante reticulo
endoplasmético rugoso (RER) y apa-
rato de Golgi, que refleja su funcién
sintetizadora y secretora. Algunos oste-
oblastos son rodeados por la matriz dsea
(osteoide) que empieza a mineralizarse,
quedando encerrados en pequefias ca-
vidades (osteoplasto). Cuando esto
ocutre, la célula se denomina osteocito.
Los osteocitos son las células maduras
del tejido; pueden comunicarse entre sf
a través de largas prolongaciones cito-
plasmaticas situadas en estrechos ca-
nales denominados canaliculos calco-
foros. Los osteocitos reciben nutrientes
suficientes para sobrevivir y as{ mante-
ner el adecuado metabolismo del hue-
so. Ademds, regulan la homeostasis del
calcio mediante un proceso denomina-
do ostedlisis osteocitica. Los osteoclas-
tos son células grandes multinucleadas
que derivan de los monocitos. Se hallan
adheridos a la superficie del hueso en
zonas de resorcién ésea activa, a menu-
do en depresiones que ellos mismos han
excavado: las lagunas de Howship *7.

REMODELACION OSEA

Normalmente el tejido éseo estd en
equilibrio. La formacién dada por los

osteoblastos es contrapesada por la
resorcién dada por los osteoclastos. A
dicho proceso se le denomina remode-
lacién ésea y es continua durante toda
la vida. El hueso es primero resorbido
por los osteoclastos y luego formado en
el mismo lugar por los osteoblastos. Es-
tas células forman la unidad metabdlica
basica (BMU). La remodelacién ajusta
el tamano, la forma y la distribucién de
la masa de los huesos. Hace posible el
recambio del hueso antiguo por hueso
nuevo, evitando asi que este tejido se
fracture facilmente. Ademas, la remo-
delacién permite ajustar el tamafio de
los huesos de acuerdo al esfuerzo al cual

son sometidos (1089,

Las etapas de la remodelacién tienen
diferente predominio. Cuando domina
la formacién del hueso sobre la resor-
cién, la masa ésea se incrementa, como
ocurre en las etapas de crecimiento. En
el adulto, a partir de los 35 a 40 afios, la
formacién ésea disminuye y se impone
la resorcién, lo que provoca una pérdi-
da gradual de la masa ésea .

LA TENSION DE OXIGENO EN LOS
TEJIDOS CORPORALES

Existen marcadas diferencias entre la
tensién de oxigeno en los diferentes te-
jidos del cuerpo y la que se encuentra
en el aire: 157 mmHg a nivel mar con
760 mmHg de presién atmosférica. La
presion parcial de oxigeno (pO,) del
aire inspirado progresivamente decrece
después de entrar por los pulmones y
distribuirse a los diferentes tejidos. Los
6rganos y tejidos viven en un ambiente
con tensién de oxigeno (PO,) aproxi-
madamente entre 2% y 9% (14 a 65
mmHg), siendo el rango normal de la
pO, en la medula 6sea entre 2% y 6%
(14 a 45,6 mmHg) y en las zonas de re-
paracién Gsea puede llegar a 0,7% (5,3
mmHg) (01D,

La tensién de oxigeno en el aire
ambiental se la considera tipicamen-
te como normoxia, como un estindar
convencional cuando se trabaja con
cultivos celulares; sin embargo, la con-
centracién de oxigeno entre 2% y 9%

ha sido recientemente apreciada por
algunos investigadores como normoxia

fisiologica 1112,

ROL DEL OXIGENO Y RESPUESTA
FISIOLOGICA A LA HIPOXIA

El oxigeno es el sustrato para la produc-
cién de energfa celular y es un regula-
dor rapido del metabolismo. Recientes
estudios han resaltado que el oxigeno
tiene implicancias en el control de la
proliferacién celular, biotransformacién
y la morfogénesis durante el desarrollo
de muchos tejidos, incluido el esquelé-
tico 3.

El oxigeno est4 involucrado en mil-
tiples procesos importantes en las cé-
lulas. Primero, el oxigeno determina el
metabolismo aerébico. Segundo, el oxi-
geno es necesario para activar muchas
enzimas, como hidroxilasas, oxigenasas
y cicloxigenasas. Tercero, la reduccién
de oxigeno en los tejidos interfiere en la
sintesis de coldgeno, porque el oxigeno
es requerido para la hidroxilacién de la
lisina y la prolina. Cuarto, el oxigeno es
un importante sefalizador molecular,
regulando la expresién de varios genes
entre los que destaca el factor inducible
por hipoxia (HIF). Ademas, el oxigeno
ha estado implicado en el manteni-
miento de las células madre, su movi-
lizacién y su reclutamiento en los sitios
de lesién 19,

La respuesta a la hipoxia puede ser
esquematizada en tres sistemas: a) de
deteccién o sensor de oxigeno, b) de
regulacién, controlando la expresién de
una amplia serie de genes, y c) efector
miiltiple, que incluye no solo expresién
génica, sino multiples cambios funcio-
nales que van desde la estimulacién de
moléculas vasodilatadoras hasta las va-
riaciones en la afinidad hemoglobina-
oxigeno. Existe hipoxia transitoria du-
rante el ejercicio, en la apnea del suefio,
en la sepsis o en tejidos traumatizados,
en la hipoxia crénica en la altura o en
zonas tisulares menos oxigenadas, como
ocurre en el cancer. En los mamiferos,
la respuesta a la hipoxia es compleja, e
incluye: adaptaciones de la funcién res-
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piratoria y hemodin4mica, del metabo-
lismo intermedio y de la funcién renal.
Estas compensaciones se manifiestan,
entre otras, en cambios hormonales, de
mediadores y de actividad enzimatica, e
implican variaciones en la expresién de

una serie de moléculas >19,

LA HIPOXIA, SU RELACION CON
ALGUNAS PATOLOGIAS HUMANAS

En condiciones fisioldgicas, las espe-
cies reactivas de oxigeno (ROS) son
generadas por varios compartimientos
subcelulares -las mitocondrias, la mem-
brana celular, los lisosomas, los peroxi-
somas y el reticulo endoplasmético-,
siendo inactivadas por la cascada de la
superdxido dismutasa. En los ciclos de
hipoxia y reoxigenacién encontrados
en las personas que padecen de apnea
obstructiva del suefio (AOS), se produ-
ce una excesiva cantidad de radicales
libres, alterandose esta neutralizacién
oxidativa, de una manera similar a la
observada en las lesiones isquémicas,
como en la insuficiencia cardiaca y en
el accidente cerebrovascular (7.

La AOS es debida al colapso repeti-
tivo de la via aérea superior durante el
suefo. Estudios epidemioldgicos a gran
escala han demostrado que la AOS no
tratada es un factor independiente de
riesgo cardiovascular, como lo es Ia hi-
pertension. En estudios realizados en
ratones a los que se sometié a hipoxia
intermitente crénica durante el suefio
(disefio simulando a Ia AOS) se encon-
tré un aumento en la apoptosis de las
estructura de la parte media del I6bulo
temporal, implicado en el aprendizaje
y la memoria. Adems4s, se evidencié la
aparicién de una serie de vias que se
desencadenan en respuesta a la hipoxia
intermitente, como la excitotoxicidad
del glutamato, el estrés oxidativo, la
disfuncién mitocondrial, la regulacién
positiva de mediadores pro-inflamato-
rios y la regulacién alterada de las vias
apoptdticas, siendo los mas afectados el
aparato cardiocirculatorio y el sistema

nervioso (1719,

En el cancer, el ambiente hipdxico
es una caracteristica importante, esta-
bleciéndose por defectos en la vascula-
rizacién y producto del intenso meta-
bolismo neoplasico. Al igual que en los
procesos fisiolégicos, el factor de creci-
miento vascular del endotelio (VEGF)
es el factor responsable de la neovascu-
larizacién de un tejido (angiogénesis);
pero en estas circunstancias determina
un circulo vicioso patolégico de activi-
dad angiogénica aberrante, contribu-
yendo al crecimiento tumoral. Adicio-
nalmente, la secrecién del VEGF por
las células tumorales actda como un
inmunosupresor de citoquinas, dismi-
nuyendo de manera directa la respuesta

inmune antitumoral (%29,

ROL BENEFICO DE LA HIPOXIA
SOBRE EL METABOLISMO OSEO

El acoplamiento angiogénesis-osteogé-
nesis es vital para el inicio, manteni-
miento y reparacién del tejido dseo. La
hipoxia es la mayor fuerza estimulado-
ra de este acoplamiento, regulando su
programa genético 2V,

La angiogénesis es una condicién
necesaria durante el desarrollo del hue-
so, tanto prenatal como posnatal. Si se
inhibe la angiogénesis, el resultado es la
persistencia del tejido 6seo en su eta-
pa fibrosa en lugar de proseguir hacia
su etapa mineralizada. En el proceso
de osificacién endocondral, las células
mesenquimales adyacentes a la zona de
cartilago hipertréfico viven en un am-
biente hipdxico. Estas células del me-
sénquima empiezan a expresar niveles
crecientes de VEGE que dirige la for-
macién de los vasos sanguineos que in-
vadirdn a los condrocitos hipertréficos,
los cuales también empiezan a sufrir
procesos de apoptosis, evidencidndose
el adecuado reemplazo del cartilago por

las trabéculas 6seas #1:22,

En los procesos de injuria sobre el
tejido éseo -como una fractura o una
osteotomia- se produce una interrup-
cién vascular que crea un gradiente
hipéxico en la zona de lesién, en donde
la tensién de oxigeno en el centro de la
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herida es mas baja. In vivo, este micro-
ambiente hipdxico estimula la expre-
sién de una variedad de moléculas sin-
tetizadas por las células inflamatorias,
los fibroblastos, las células endoteliales

y los osteoblastos (1*23),

Muchas familias de moléculas que
actian como factores locales y sistémi-
cos median la angiogénesis y la osteo-
génesis, siendo los principales el factor
de crecimiento de fibroblastos (FGF),
factor de crecimiento transformante
(TGF), factor de crecimiento similar a
la insulina (IGF), factor de crecimiento
derivado de plaquetas (PDGF) y factor
de crecimiento vascular del endotelial
(VEGF). Ademas, el acoplamiento de
la osteogénesis y la angiogénesis puede
ser regulado por factores sistémicos,
tales como la hormona paratiroidea

(PTH) y la hormona de crecimiento
(GH) 6:2429),

* Factor de crecimiento vascular del
endotelio (VEFG).- Su presencia
en el hematoma, después de la lesién
Ssea inicial, activa la angiogénesis y
modula la adecuada mineralizacién.
El VEFG regula el reclutamiento, la
supervivencia y la actividad de las
células endoteliales, osteoblastos y
osteoclastos. Ademas, el VEGF au-
menta la proliferacién y diferencia-
cién osteoblastica @,

* Factor de crecimiento de fibroblas-
tos (FGF).- Regula la proliferacion,
la migracién y la diferenciacién de
las células implicadas en la repara-
cién 6sea. La mayoria de los estudios
se ha centrado en FGF-2, encon-
trandose que este factor estimula la
formacién ésea ©.

* Factor de crecimiento transfor-
mante (TGF).- Los miembros de
la familia del factor de crecimiento
transformante (TGF) incluyen prin-
cipalmente al TGFB y a las protei-
nas morfogenéticas Gseas BMP-2 y
BMP-7. Estos factores estimulan la
proliferacién y la diferenciacién de
células osteoprogenitoras y mesen-
quimales, y promueven la angiogé-
nesis y simultdneamente la repara-
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cién 6sea. El BMP-2 y 7 tienen una
accién directa osteogénica y angio-
génica y el BMP-7 mejora sinérgica-
mente la actividad angiogénica del

FGF-2 y del TGTB ©.

EJE HIPOXIA — ANGIOGENESIS —
OSTEOGENESIS: ROL CENTRAL
DEL FACTOR INDUCIBLE POR
HIPOXIA (HIF)

El HIF es un complejo proteico hete-
rodimérico que esta compuesto por dos
subunidades que se expresan constituti-
vamente: la subunidad HIF-1p, de ubi-
cacién nuclear, y la subunidad HIF-a,
de ubicacién citosdlica. La subunidad
HIF-a se presenta como HIF-1a, HIF-
2o y HIF-3a,, siendo la HIF-1a la pri-
mera descrita y que ha sido investigada
m4s ampliamente. Esta HIF-a es sen-
sible a la presencia de oxigeno tisular,
siendo degradada constantemente. La
HIF es una molécula que regula la ho-
meostasis del oxigeno y tiene rol impor-
tante en el desarrollo, en la fisiologfa y

en la patologfa (121529,

Este complejo proteico es sintetiza-
do por muiltiples células del organismo.
Las subunidades HIF-a y HIF-1p pre-
sentan pesos moleculares entre 120 y
130 kD y 91 y 94 kD, respectivamente.
El HIF es un factor de transcripcién del
tipo hélice-lazo-hélice basico (bHLH).
Regula la transcripcién de miltiples
genes -como el que codifica al factor
de crecimiento derivado de las plaque-
tas, a la eritropoyetina y a la transferri-
na- siendo, quizds, el mds importante
el gen que codifica al factor de creci-
miento vascular del endotelio (VEGF),
debido a su decisiva implicancia en el
proceso de osteogénesis, directamente
activando a las células osteoblasticas
o indirectamente mediante su potente
accién angiogénica. Diversas células
del organismo, entre las que estan los
osteoblastos, regulan la presencia del
HIF mediante un sistema enzimético:
la propil (tipo PHD-2) y la asparagil
(tipo FIT-1) hidroxilasas. En normoxia
tisular, la HIF-a sufre hidroxilacion por
la PHD-2 y por la FIT-1; luego, la pro-
tefna de von Hippel-Lindau (pVHL)

reconoce a este complejo hidroxilado
y lo marca para su degradacién por
el proteosoma. La PHD-2 y la FIT-1
requieren oxigeno para cumplir sus
funciones. Por ello, en condiciones de
normoxia la HIF-a es continuamente
degradada. Pero, cuando la disposicién
tisular disminuye (hipoxia), las enzimas
se inactivan y ya no reaccionan sobre
la subunidad HIF-o y esta empieza a

acumularse rdpidamente en el cito-
SOl (3,15,26)

La unidad HIF-a,, como se ha des-
crito, esta regulada por un mecanismo
enzimético sensible a oxigeno; en con-
traste, la HIF-1B se expresa estable e
independiente de la disposicién de oxi-
geno tisular. Cuando disminuye la ten-
sién de oxigeno (niveles de concentra-
cién menores a 5%), la protefna HIF-a.
se estabiliza y se desplaza al ntcleo,
acopldandose  (heterodimerizdndose)
con la HIF-1B. Este complejo molecu-
lar recién formado empieza a regular la

transcripcion génica (52729,

En multiples estudios se ha investiga-
do el efecto de diferentes concentracio-
nes de oxigeno sobre la estabilizacién y
la expresién del HIF y la transcripcion
de su principal objetivo, el VEGE

Se ha evaluado células obtenidas del
periostio de la calota de ratas Sprague-
Dawley. Estas fueron cultivadas y some-
tidas, un grupo, a hipoxia (5% de O,) y,
el otro grupo, a normoxia (20% de O,).
Se estudi6 la expresion de ARNm y de
la sintesis proteica de HIF y de VEGE
entre otras moléculas. Se hizo contro-
les al 19, 22, 32 y 42 dfas para evaluar
la expresion de ARMm, siendo en los
cuatro controles mayores la presencia
de HIF y VEGF en hipoxia comparado
con normoxia. Sobre el 42 dfa se deter-
mind la sintesis proteica e igualmente
esta fue mayor en hipoxia comparado
con normoxia ®%.

Al estudiar los efectos de la hipoxia
(simulando oxigeno ambiental a 3 850
msnm) en un grupo de personas en ac-
tividad fisica (bicicleta estacionaria)
comparada con un grupo a nivel del
mar, se hallé incremento en los niveles

de HIF-1y de VEGF en el grupo de per-

sonas que realizaron el ejercicio en el
ambiente simulado a 3 850 msnm ©°.

Se ha investigado la expresién de
HIF-1o. y de VEGF en células madres
mesenquimales de ratones. Las células
fueron incubadas en una cdmara bajo
hipoxia (2% y al 5% de O,) y otro gru-
po celular bajo normoxia (21% de O,),
durante 6 a 24 horas. Se encontré que
los niveles de la HIF-1o y de VEGEF es-
taban aumentados en los cultivos a 5%
de O,, pero se inhibieron a 2% de O,, al
igual que en normoxia V.

En otro estudio, se comparé las cé-
lulas madre mesenquimales obtenidas
de médula ésea (MSCs) de la cresta
iliaca por medio de una biopsia por as-
piracién de donantes sanos de 19 a 32
afios de edad. Se dividi6 las células en
tres grupos: uno expuesto a normoxia y
dos expuestos a hipoxia (2% de O,), en
uno de cuales las células fueron mani-
puladas genéticamente para que sobre-
expresen HIF (grupo HIF-MSCs). Se
encontrd que los niveles de expresién
de VEGF y de c-Met (un gen que co-
difica un receptor para el factor de cre-
cimiento de hepatocitos; dicho factor
interviene en las etapas iniciales de la
angiogénesis en varios tejidos) fueron
mayores en el grupo HIF-MSCs sobre el
grupo expuesto a hipoxia pero no ma-
nipulado genéticamente; a su vez, este
grupo expresé6 mayor VEGF y c-Met
que el expuesto a normoxia ©2.

CONCLUSIONES

En la fisiologfa humana, la mayoria de
sistemas regula su equilibrio (homeos-
tasis) mediante la retroalimentacién
negativa, el mecanismo de regulacién
por excelencia, en el cual el aumento
o la disminucién de una condicién fi-
siolégica o fisiopatoldgica es contro-
lada por la activacién de los sistemas
reguladores que tienden a disminuir o
a aumentar dicha condicién, respecti-
vamente, llevando los valores altera-
dos hacia el nivel de referencia basal.
Asi se regula, por ejemplo, la presion
arterial, la temperatura corporal y la
glicemia. La disminucién del oxigeno
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tisular disminuye el metabolismo aeré-
bico y las diversas reacciones mediadas
por el oxigeno descritas en el presente
articulo. La estabilizacién del HIEF en
un medio tisular hipdxico, tiene como
objetivo restablecer la via aerébica en
la obtencién de energia, adem4s de los
mecanismos moleculares que se desa-
rrollan en las células ante la adecuada
oxigenacién; la transcripcién del gen
de VEGF por el HIF permite el retorno
del oxigeno al tejido hipéxico mediante
su potente accién angiogénica.

La hipoxia tisular, sobre todo por
debajo de la concentracién de 5%
de O,, permite la estabilizacion de la
HIF-o citosdlica que heterodimeriza
con la HIF-B nuclear para formar el
HIE el cual determina la expresién de
maltiples genes que median diversas
vias moleculares. Estas vias permiten a
las células primero su adaptacién a la
hipoxia y segundo su diferenciacién y
proliferacién, con la consecuente sin-
tesis de diversas moléculas de sefiali-
zacién y factores de transcripcién, que
promueven una cascada de eventos
moleculares que aceleran el metabolis-
mo de las células que intervienen en la
fisiologfa del tejido 6seo.
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