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La acumulacion de conocimientos propiciados por la biolo-
gia celular y molecular, la genética y los avances tecnologi-
cos, en general, estéd permitiendo entender fenémenos bio-
l6gicos y hacer propuestas terapéuticas, que hasta hace
muy poco tiempo no se podian pensar. Uno de estos cam-
pos de avance incesante es el que empieza a denominarse
«biologia regenerativa». La base de todo este amplisimo
cuerpo doctrinal la proporcionan las conquistas que la bio-
logia del desarrollo ha realizado en las ultimas décadas. El
conocimiento de la proliferacién en modelos experimentales
como la mosca Drosophila, el raton, sin olvidar al nematodo
Caenorhabditis y el pez cebra, son el pilar basico que hoy
nos permite atisbar procedimientos y metodologias que
produciran frutos indudables en el control del deterioro fisi-
co del hombre, causado por la enfermedad, el traumatismo
0 el envejecimiento.

El animal lleva a cabo su desarrollo embrionario por una se-
rie de mecanismos que, en gran parte, se pierden al llegar
al estado adulto. Esto es, el animal pierde la capacidad
de recreacién de 6rganos y tejidos y con ello la posibilidad de
regenerar cualquier parte de su cuerpo que pueda ser da-
flado, amputado o deteriorado. Pero aunque esa capacidad
casi siempre se pierde, no ocurre exactamente asi en todos
los casos. En los vertebrados, por ejemplo, se conserva cier-
ta capacidad regenerativa que va desde la cicatrizacion ge-
neral de heridas, a la regeneracién estructural y funcional
de algunas partes de su cuerpo.

Con todo, la mayoria de los vertebrados conservan una ca-
pacidad de regeneracion limitada a sélo algunos tejidos y
6rganos, aunque algunos grupos, desde luego ninglin ma-
mifero, mantiene la capacidad regenerativa mucho mas am-
pliamente. Los anfibios urodelos (salamandras y tritones), ni
siquiera otros grupos de anfibios, son capaces de restaurar
completamente las colas, los miembros, la retina neural e
incluso la médula espinal. Por otra parte, los peces teleds-
teos son capaces de regenerar las aletas si se les amputa
parcialmente. En todos estos casos, la regeneracion ocurre
por un proceso epimorfico que supone la formaciéon de un
blastema, o conjunto de células que proliferan y se diferen-
cian para dar lugar a cada uno de los 6rganos y tejidos que
constituyen la estructura amputada, restableciendo la es-
tructura y funcién'. En todos estos casos se recapitula par-
cialmente el desarrollo embrionario a partir de células pluri-
potenciales, las cuales se consiguen por dos procedimientos:
a) desdiferenciacion de células que retornan la actividad
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proliferativa (como ocurre en las regeneraciones de anfibios,
peces y 6rganos como el higado), o b) por células madre
(stem cells), poblaciones celulares que no siguen el desa-
rrollo embrionario para ser usadas en fases ulteriores del
crecimiento o para la regeneracién (como ocurre en huesos,
epitelios, hematopoyesis y musculo esquelético)?. Estos me-
canismos estan mediados por la presencia de factores bio-
activos reguladores de los estados proliferativo y diferencia-
do.

Reparacion 6sea

El tejido 6seo que forma los huesos esta constituido por una
eficaz interaccion entre tres tipos celulares (osteoblastos,
osteocitos y osteoclastos) y una matriz extracelular altamen-
te organizada. Los osteoblastos sintetizan matriz dsea acti-
vamente, y pasan a denominarse osteocitos cuando quedan
envueltos por dicha matriz madura. En este estadio dismi-
nuyen su actividad sintetizadora y pasan a ejercer el control
metabdlico de la matriz extendiendo sus prolongaciones y
formando una extensa red que la surca. Ambos tipos celula-
res pertenecen a la estirpe mesenquimatica. Los osteoclas-
tos por el contrario, son células multinucleadas de la estir-
pe monocitica y su funcién es la destruccion de la matriz
del hueso. La biologia de las células sintetizadoras y des-
tructoras esta finamente regulada por el metabolismo sisté-
mico, de tal forma que constituyen un sistema en equilibrio
dindmico en el que la tasa de destruccion se compensa con
la de formacién, con lo que, en condiciones normales, el
hueso esta sometido a una continua remodelacién. Su ho-
meostasis depende del mantenimiento de dicho equilibrio.
La matriz extracelular esté formada por una arquitectura or-
denada de fibras de colageno (principalmente de colageno
del tipo ), proteoglucanos y otras proteinas minoritarias (0s-
teonectina, osteocalcina, sialoproteinas, etc.). Esta matriz en
estado maduro se mineraliza forméandose cristales de fosfa-
to célcico en forma de hidroxiapatita.

Cuando el tejido 6seo sufre una fractura, se pone en mar-
cha un proceso de reparacion que conduce a la reposicion
de la estructura y funcién perdidas. La reparacion de frac-
turas es mas que un proceso de cicatrizacion cualquiera, en
la que el tejido repuesto posee una pobre organizacion. La
reparacion 6sea es un auténtico proceso regenerativo que
en casi todo se parece al de regeneracion de los miembros
de anfibios. En ella, una serie compleja de factores endége-
nos y exégenos, que incluyen productos de genes homedti-
cos®, factores de transcripcion®, citocinas y factores de cre-
cimiento®®, conduce a la formaciéon de un blastema de
reparacion por activacion de las células madre. Estas for-
maran un callo en la zona de la fractura que, tras sufrir un
proceso semejante al desarrollo embrionario, dejaran la es-
tructura reparada en forma y tamafio’. El proceso tal como
hoy lo conocemos es pues una serie de acontecimientos ce-
lulares y moleculares perfectamente coordinados.
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Pero, desgraciadamente, hay situaciones andmalas que
pueden desviar el proceso normal de regeneracion 6sea. En
determinadas circunstancias, se produce un notable retraso
por fracaso de la respuesta periéstica antes de terminar el
proceso (retraso de consolidacion) o bien la formacién del
callo no tiene lugar (no unién o seudoartrosis)®. Reseccio-
nes 6seas amplias o enfermedades genéticas como la osteo-
génesis imperfecta, causada por una mutaciéon puntual del
gen que codifica para el colageno I° interfieren en la biolo-
gia normal del hueso como tejido. Las soluciones que se
adoptan actualmente soélo tienen caracter paliativo.

Todos estos problemas que suponen deficiencias de osteo-
génesis, salvo los de origen genético, se resumen, en defini-
tiva, en una falta de células o de algun factor bioactivo que
regule alguno de los pasos que suponen el discurrir por el
linaje osteoblastico. De todas las posibles alteraciones con-
tenidas en esas dos causas generales, hoy s6lo sabemos
con certeza, que el niumero de células madre del linaje 0s-
teogénico disminuye con la edad de forma muy significa-
tiva'C.

Teniendo en cuenta las tres causas esbozadas, falta de cé-
lulas, deficiencias de factores inductores e incapacidad ge-
nética, puede adivinarse que los caminos a seguir para la
mejora de las diferentes situaciones patoldgicas pueden ser:
a) ante la escasez de células madre, se pueden seleccionar
las existentes, amplificarlas in vitro y reinyectarlas en los lu-
gares en los que se las necesita'’; b) ante la deficiencia de
factores, las propias células madre cultivadas y amplificadas
in vitro, podrian ser inducidas ex vivo para posteriormente
introducirlas, con su programa osteogénico corregido, en los
lugares y pacientes que precisan la reposicion de su facul-
tad osteogénica perdida'®!®; también puede actuarse, iden-
tificados los factores, haciendo llegar los mismos a los luga-
res donde las propias células del huésped podrian ser
inducidas'4, y c) las deficiencias genéticas podran ser trata-
das transfectando las células osteoprogenitoras in vivo o ex
vivo con vectores que pueden ser disefiados para que trans-
porten el gen normal de la deficiencia'®.

En la acumulaciéon de conocimientos en los aspectos rese-
fiados parecen residir las claves futuras para un mejor en-
tendimiento de las distintas enfermedades 6seas'®.

Células madre mesenquimatosas

La formacién de un blastema de reparacién supone el re-
clutamiento in situ de células capaces de proliferar y dife-
renciarse en el camino adecuado. Hoy sabemos que duran-
te el desarrollo embrionario, células de origen mesodérmico
que dan lugar a los distintos tejidos mesenquimatosos, que-
dan como tales durante el periodo posnatal, siendo las res-
ponsables de la reparaciéon de dichos tejidos durante toda la
vida del individuo. A dichas células se les conoce como cé-
lulas madre mesenquimatosas (MSC, mesenchymal stem
cells)'”'. Aunque se cree que estas células pueden encon-
trarse como pobladoras habituales de diferentes tejidos me-
senquimatosos, el periostio y la médula 6sea son los lugares
mas frecuentemente citados en la bibliografia, a la vez que
los méas accesibles''. El aislamiento de MSC a partir de la
médula 6sea, lugar donde también se encuentran las célu-
las madre de la linea sanguinea, ha dado lugar a la distin-
cion dentro de la médula entre el tejido hematopoyético y el
no hematopoyético, este Ultimo ubicado en el llamado estro-
ma. La independencia entre ambos tejidos y, por tanto, en-
tre los procesos hemo y no hemopoyéticos, se ha sugerido y
comprobado ampliamente durante la dltima década'®.
Con frecuencia se usa el término mesengénesis, para ex-
presar el proceso por el cual se diferencian los distintos teji-
dos mesenquimatosos a partir de las MSC. Asi, durante el
estado adulto, los vertebrados conservarian la capacidad de
reparar sus huesos, cartilagos, tendones, musculos, el pro-
pio estroma medular, el tejido adiposo y cualesquiera otros
tejidos conectivos®® (fig. 1). La informacién que hoy tene-
mos sobre la progresion de las MSC, a través del linaje osteo-
blastico, es significativamente mayor que la que poseemos
sobre los demdas caminos del proceso mesengénico, pero se
cree que diferentes factores bioactivos y microambientales
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tisulares, posibilitarian la diferenciacion de MSC en cual-
quiera de los demaés tipos celulares mesenquimatosos'’.

Las dudas que se mantenian sobre si realmente las MSC
son pobladores habituales de la médula 6sea, como lo son
las hematopoyéticas, o contaminacién de células osteoblas-
ticas 0 sus precursoras procedentes de las espiculas 6seas
vecinas, han sido disipadas con una serie de interesantes
experimentos en los que MSC de un ratén transgénico que
expresa un gen mutado para el colageno |, se reinyectan en
ratones isogénicos irradiados para destruir su médula. Con
este procedimiento experimental se puede seguir el camino
seguido por las células marcadas o su progenie’. Entre 1y
5 meses después de la inyeccion, las MSC con el marcador
genético aparecen, en primer lugar, repoblando una gran
parte de la médula désea, para posteriormente servir como
fuente continua de células progenitoras de los distintos teji-
dos mesenquimatosos. Estos estudios no aclaran si las MSC
adquieren el fenotipo de cada tejido antes de salir de la mé-
dula o después de llegar a cada microambiente tisular. Asi-
mismo, tampoco indican que las MSC sean las Unicas fuen-
tes de células progenitoras de los tejidos mesenquimatosos,
pero si que contribuyen de forma importante.

Estas y otras posibilidades experimentales, como el aisla-
miento y cultivo in vitro de las MSC han abierto muchas po-
sibilidades, en primer lugar para estudiar los mecanismos
celulares y moleculares basicos de la mesengénesis, y en
segundo lugar, para desarrollar toda una tecnologia que
permita el uso clinico de estas células en humanos!'#>4,

Factores de crecimiento y osteogénesis

Los factores de crecimiento (GF, growth factors) son molé-
culas polipeptidicas que producen las células y que se in-
cluyen dentro de un gran grupo, cuya mision general es
transmitir sefiales entre unas células y otras para modular
su actividad. Aunque el término «factores de crecimiento»
no es absolutamente apropiado, puesto que no todos afec-
tan al crecimiento celular, esta universalmente aceptado el
término para referirse a aquellas moléculas que estimulan o
inhiben la division celular, su diferenciacion, la migracion y
expresion génica en sentido general. Otras moléculas que
forman grupos separados, aunque afectan a las mismas
funciones, son las hormonas polipeptidicas y las citocinas.
Las primeras son aquellas sustancias que se producen en
glandulas endocrinas, se transportan por la circulacién san-
guinea y ejercen su accioén a cierta distancia. El término ci-
tocina, aunque formalmente se refiere a cualquier sustancia
que estimula el crecimiento y la division celular, en la prac-
tica se reserva para este tipo de sustancias que estan impli-
cadas en la biologia del sistema inmune”?°.

Los diferentes tipos de GF realizan su misién a determina-
das concentraciones y mediando receptores especificos en
las células diana. Pueden actuar de manera autocrina, pa-
racrina, endocrina, yuxtacrina, intracrina o mediada por
componentes de la matriz extracelular (fig. 2). Su estructura
molecular es variable y pueden tener entre 50 y 150 amino-
acidos y ser mono o diméricos, con puentes disulfuro que
estabilizan la molécula. Las principales familias de GF se
agrupan bajo los nombres TGF-B (transforming growth fac-
tor), EGF (epidermal growth factor), NGF (nerve growth fac-
tor), PDGF (plateled derived growth factor), FGF (fibroblast
growth factor) e |\GF (insuline-like growth factor).

Estas familias de GF constituyen un extenso numero de ti-
pos y subtipos que se ve cada dia aumentado por la des-
cripcion de algun nuevo componente. De todos ellos, hasta
la fecha, varios han sido implicados en la reparacién 6sea,
aunque no todos con la misma intensidad e importancia. A

Fig. 2. Vias por las que los GF desarrollan su actividad. Los GF producidos
por las células pueden actuar en el interior de las mismas, en su vecindad, o
en lugares mds alejados, interactuando con receptores especificos. 1, auto-
crina; 2, paracrina; 3, endocrina; 4, yuxtacrina; 5, mediada por la matriz ex-
tracelular (ECM); 6, intracrina. (Adaptada de Nimni*®.)

IGF, PDGF, FGF y TGF-B les ha sido reconocida alguna ac-
cion en este proceso. A todos ellos hay que afiadir un grupo
de agentes bioactivos con personalidad propia. Las BMP
(bone morphogenetic proteins), aunque genéticamente per-
tenecen a la familia de los TGF-B, tienen una capacidad os-
teoinductiva que ha sido ampliamente documentada®’.

La familia de los IGF contiene al menos dos polipéptidos re-
lacionados que se denominan |y Il. De ellos el IGF-I ha sido
ampliamente relacionado con la biologia del tejido 6seo, re-
lacionandose el descenso de la densidad mineral 6sea que
ocurre con la edad y ciertas afecciones, con un descenso
en la concentraciéon de IGF-I circulante, existiendo datos ex-
perimentales suficientes que demuestran que la administra-
cién de IGF-I incrementa la densidad ésea disminuida®. La
hipétesis mas apoyada es la que lo implica como mediador
en la accion de la hormona del crecimiento sobre el esque-
leto, bien mediante una accién endocrina, o bien de forma
paracrina o autocrina®.

El PDGF se produce en las plaquetas y posee accién mito-
génica sobre células mesenquimatosas®*®!. La interaccion
con su receptor provoca la activacion del dominio tirosina-
cinasa del mismo, produciendo su autofosforilizacién®. Va-
rios trabajos han relacionado en la Ultima década el PDGF
con la osteogénesis y la cicatrizacién de heridas®. La osteo-
induccion que se produce con implantes de DBM (matriz
6sea desmineralizada, demineralized bone matrix) o hidro-
xiapatita, se incrementa notablemente cuando se absorbe
en los mismos PDGF*. Un cierto efecto sinérgico se ha
observado con el TGF-B, el EGF y el IGF-I, lo que esta es-
timulando su uso clinico, sobre todo en cicatrizacion de
heridas®.

El FGF es el nombre genérico de una familia de proteinas,
de al menos once miembros, estructuralmente relaciona-
das. Todas tienen un reconocido efecto mitogénico y angio-
génico en células derivadas del mesodermo y neuroectoder-
mo>*. De todos los homdlogos, el FGF bésico (bFGF) es al
que se le han descrito mas implicaciones en cicatrizacion
de heridas y reparacion de hueso. Esta implicado en mito-
génesis, quimiotaxis, diferenciacion y angiogénesis; desarro-
llo de los sistemas vascular, nervioso y esquelético, y ejerce
un papel fundamental en el mantenimiento y reparacién de
muchos tejidos™®.
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Las implicaciones del FGF, sobre todo el basico, en cicatri-
zacién/reparacion ésea, estan ampliamente documentadas.
La influencia del bFGF tanto endégeno como exégeno, en la
aceleracion de reparacién de fracturas, en el incremento del
callo formado, del contenido mineral y de la resistencia me-
canica, estd bien demostrada®. No obstante, existe cierta
controversia respecto a la estimulacion o inhibicion de las
fases finales de la diferenciacion del linaje osteoblastico. La
dosis, duracion del tratamiento, o el transportador utilizado
son de importancia capital a la hora de evaluar su posible
eficacia clinica®. La vida media relativamente corta de los
GF hace especialmente critico el uso de sistemas de trans-
porte que ralenticen su liberaciéon en el lugar de actuacion y
que preserven la actividad del factor. En el caso del FGF, y
aprovechando su capacidad de unién especifica a heparina,
se han ensayado multiples formas de vehiculizacién del fac-
tor. De todos ellos, ha resultado especialmente interesante
la unién a acido hialurénico™. El hialuronato sédico unido al
bFGF presenta un efecto sinérgico en la aceleracién de las
reparaciones 6seas.

Los TGF-B son un grupo de moléculas ubicuas que partici-
pan en la regulacion de variadas funciones celulares. Incluye,
ademas de las BMP, las activinas y 5 isoformas identificadas
de TGF-B, de las que a la B1 y B3 se les conoce como impor-
tantes reguladores de la actividad tisular en mamiferos. Los
TGF-B, que tienen una estructura dimérica estabilizada por
puentes disulfuro, se segregan en forma inactiva, precisando
protedlisis extracelular para hacerse activos. Se conocen pro-
teinas de la matriz que se unen a la forma latente del factor
controlando su activacion y, por tanto, su biodisponibilidad®.

La omnipresencia de los TGF-B en la regulacion del desarro-
llo y regeneracion, es un hecho tan comprobado como mal
comprendido. Sélo en reparacion 6sea, podemos encontrar
datos que indican que estos factores estimulan ciertas fases
del proceso, como que inhiben ciertas otras. A pesar del
desconocimiento que todavia existe sobre el complejo y mul-
tirregulado proceso de la formacion y reparacion del hueso,
lo que no cabe duda es que los TGF-B son moléculas centra-
les en todo este entramado molecular®®. De todos los datos
presentes en la bibliografia, quizas emergen dos hechos cla-
ramente contrastados: los TGF-B estimulan la proliferacion y
reclutamiento de precursores osteoblasticos en los lugares
de reparacion y, por el contrario, parecen ser menos necesa-
rios, o incluso inhibir, los Ultimos pasos del proceso. Tampo-
co se descarta su participacion en la «conversacién» osteo-
blastos-osteoclastos, hito central del equilibrio dinamico del
hueso*'. Otro hecho interesante aportado recientemente es
la posibilidad de un cierto sinergismo entre TGF-B y BMP;
los primeros serian ciertamente necesarios, sobre todo como
mitogénicos y puede que también como inductores de célu-
las madre mesenquimatosas, mientras que en las ultimas
etapas de la osteogénesis necesitarian el concurso de BMP,
razOn por la cual, en experimentos in vitro, la presencia ex-
clusiva de TGF-B podria tener un efecto inhibitorio, al no
ocurrir ese sinergismo natural detectado!®#2.

El uso terapéutico del TGF-B es mas un deseo que una rea-
lidad. Las inyecciones subperiésticas de este factor o su
aplicacion directa en fracturas han dado como resultado, a
veces, incrementos en la formacion del hueso y mejoria en
la estabilidad mecanica. La dificil evaluacion de resultados,
da lugar a una gran variabilidad, atendiendo al modelo de
fractura usado, a la isoforma del factor, a la concentracion,
al material usado como soporte o transportador y a la «ven-
tana analitica» utilizada para evaluar y comparar resulta-
dos*. Todo ello determina la necesidad de més investiga-
ciones que clarifiquen la accién de los TGF-f en la
osteogénesis, antes de poder extender su uso terapéutico.

Proteinas morfogenéticas de hueso (BMP)

El trabajo de Urist* en 1965 debe ser considerado como el
que inici6 lo que hoy es un mundo complejo de proteinas
qgue regulan los mas variados procesos morfogenéticos en
animales. La capacidad osteogénica que Urist encontro liga-
da a la matriz 6sea desmineralizada, dio lugar a que se pos-
tulara, que en la matriz organica del hueso deberian encon-
trarse factores, seguramente proteicos, capaces de inducir
en las células vecinas su encauzamiento hacia el linaje 0s-
teogénico. Nacieron asi, antes de conocerse, las BMP. Na-
cid entonces lo que hoy es una superfamilia de productos
génicos con capacidad de regulacion pleiotrépica, es decir,
que tienen accion en multiples funciones: quimiotaxis, mito-
sis, diferenciacion, apoptosis, etc.**. Por técnicas molecula-
res se han identificado y clonado diversos componentes de
la familia, que incluye en mamiferos, desde el BMP-2 al
BMP-16%7, cuyas acciones biolégicas van mas allad de la
morfogénesis 6sea: desarrollo del corazén, rifidn, manteni-
miento de tejidos adultos, induccidon mesodérmica, gastrula-
cion, etc. El mecanismo de accion general de las BMP se
ejerce a través de los receptores de membrana (BMPR-I y
II) que, a su vez, son cinasas que fosforilizan a diferentes
miembros de la familia Smads, sefialadores citoplasmicos
que finalmente inducen en el nicleo de la célula la activa-
cién de la maquinaria transcripcional®.

La presencia de BMP en la reparacion de fracturas es un
hecho bien documentado*®. BMP-2, BMP-4 y BMP-7 se ex-
presan tanto en la osificacion intramembranosa como endo-
condral, con diferente intensidad espacio-temporal, demos-
trado sobre todo por medio de anticuerpos monoclonales e
hibridacion in situ’’*°. La presencia de BMP en la repara-
cién 6sea y su capacidad osteoinductiva probada también
por varios procedimientos experimentales, indica que varios
BMP ejercen papeles diferenciados en procesos cruciales
de la reparacion de fracturas. Las pruebas realizadas en
animales han demostrado, por ejemplo, que la inyeccion
de BMP-2 recombinante humano (rhBMP-2) en fracturas de
fémur de rata, acelera el proceso de reparacion, sin alterar
significativamente la secuencia de acontecimientos’. La
misma proteina, utilizada con colageno como soporte y
transportador en osteotomias de cubito de conejo, resultd
en una aceleracion de la reparacion frente a los controles®.
Resultados similares se han obtenido con BMP-7 en dife-
rentes modelos experimentales® 2.

Estos resultados experimentales han disparado la puesta en
marcha de experimentos clinicos en humanos, aunque has-
ta la fecha no se ha publicado ninguin resultado que indique
una mejoria clara en el proceso normal de reparaciéon de
fracturas, siendo los casos en experimentacion referidos a
fracturas que no unen o que sufren un retraso significativo
en su cicatrizacion. En cualquier caso, los resultados hasta
ahora sélo son preliminares® >,

Materiales osteoconductores

Clasicamente, se viene utilizando el autoinjerto de hueso
como la mejor manera de reparar un defecto éseo. El tejido
0seo colocado en un entorno 6seo vivo, bien vascularizado y
en circunstancias biomecéanicas favorables, es rapidamente
colonizado por células de éste, resultando en la incorpora-
cion del hueso transplantado al tejido del huésped con total
integracion biolégica. El injerto actia como osteoinductor, o
sea como inductor de osificacion en las células del tejido
vivo circundante, y también como osteoconductor, es decir
como soporte para que las células del huésped produzcan
hueso biolégicamente activo. Debe entenderse que de la os-
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teoinduccién son responsables los factores (difusibles o no)
de la matriz que influyen en las células vecinas, mientras
que de la osteoconduccion son responsables los compo-
nentes estructurales (colagénicos y/o minerales) del hueso.
La cualidad osteoconductora de la matriz 6sea se ha tratado
de mimetizar con sustancias biolégicas o artificiales, que
han dado lugar a la fabricacion de materiales con la textura
y la porosidad del hueso. Ceramica coralina, hidroxiapatita
coralina o sintética, combinaciones de hidroxiapatita y cola-
geno, metales porosos y diferentes polimeros biodegrada-
bles, son materiales osteoconductores muy usados en la ac-
tualidad®®®®.

La ceramica coralina y el colageno |, con variaciones y adi-
ciones diversas, son los méas usados. La ceramica coralina
se obtiene a partir del exoesqueleto de corales marinos, y su
composicion y agregacion fisica son muy similares a la fase
mineral del hueso®™. La utilizacién en experimentacién de
estos compuestos y otros artificiales de estructura similar,
formados por fosfato tricélcico, ha sido extensa en las dos
Ultimas décadas. En todos los casos, se consigue una bue-
na integracion, con penetracion de células osteogénicas y
vasculogénicas y, finalmente, una reabsorcién que en nada
dificulta la remodelacion 6sea natural. No obstante, la hidro-
xiapatita coralina estd mas indicada en implantes de metéfi-
sis que en el hueso cortical diafisario, debido, sobre todo, a
que la enorme carga que el tejido soporta en estas zonas
pone en evidencia ciertas carencias de este material.

El trifosfato calcico ha resultado especialmente Util debido al
efecto estimulador de los osteoclastos ejercido por los cris-
tales de este material, 1o que como es sabido, produce a su
vez una activacion de los osteoblastos, induciéndose asi, la
interaccion entre las dos poblaciones de células 6seas (pro-
ductoras y destructoras) base del equilibrio tisular natural®’.
En un intento de combinar las ventajas de ambos materia-
les, se han usado combinaciones de fosfato tricalcico e hi-
droxiapatita®®. Inicialmente, estos materiales no eran reab-
sorbibles pero si biocompatibles, y permitian el crecimiento
del tejido 6seo en el interior de sus poros. Esta propiedad
bioactiva depende del intercambio i6nico con el hueso
huésped y los fluidos organicos®™ ya que en su proceso de
degradacion son capaces de liberar iones como calcio y fos-
fato que difunden, estimulando la osteogénesis (osteoinduc-
tores), permitiendo la colonizacién ésea en el interior de sus
poros (osteoconductores). Un implante, pues, con estructu-
ra cristalina similar a la del hueso, puede llegar a unirse bio-
l6gicamente al mismo. No obstante, la respuesta 6sea a las
ceramicas de fosfato célcico depende directamente de la
naturaleza exacta de cada ceramica®.

El uso de matrices de colageno I, solo 0 en combinacién
con otros componentes extracelulares (4cido hialurénico,
glucosaminoglucanos, fosfato célcico, etc.) esta muy exten-
dido, tanto en reparacion 6sea como en cicatrizacion de he-
ridas u otras reparaciones de tejidos blandos. La capacidad
del colageno | para unir proteinas importantes para la biolo-
gia del hueso, factores de crecimiento e incluso células,
unido a su caracter mediador de mineralizacion, hacen de
este biomaterial un sustrato imprescindible en osteobiolo-
gia’’. Si bien es cierto que su posible inmunogenicidad limi-
ta algo su uso indiscriminado, no es menos cierto que los
estudios realizados demuestran que esta posibilidad no
es alta, incluso en colageno xenégeno; por ejemplo, los es-
casos anticuerpos encontrados en implantes de colageno
bovino en humanos, su escasa reactividad contra el cola-
geno humano y la falta de reacciones de hipersensibilidad
observadas en los casos estudiados, abren grandes posibi-
lidades al uso de esta proteina estructural en reparacion
6sea’’.

Uno de los mas usados es el polimero de acido glicélico poli-
lactico, cuyos efectos indeseados son minimos y sus posibili-
dades combinatorias con proteinas y factores de crecimiento
son buenas®®, aunque la necesidad de altas temperaturas
para formar espumas biodegradables dificulta esta Ultima
posibilidad. Resulta ser un material bien tolerado, pues origi-
na una moderada respuesta inespecifica, tanto en la zona de
implantacion como en los ganglios regionales, caracterizada
por una activacion macrofagica responsable de la reabsor-
cion del material desde la primera semana del implante.

Con el avance tecnolégico, los metales de distintas clases y
presentaciones, han hecho aparicion también entre los ma-
teriales osteoconductores. Cobalto, cromo, titanio y tantalo,
solos 0 en aleaciones, presentan distintos grados de osteo-
conduccioén, usados sobre todo, como constituyentes princi-
pales o recubridores de proétesis de cadera, rodilla, etc. La
técnica metallrgica permite hoy dia fabricar redes y espon-
jas metalicas con un tamafio y volumen de poro determina-
do, simulando las caracteristicas de la matriz 6sea.

Procesamiento in vitro de células osteogénicas

De lo expuesto hasta ahora se deduce claramente que el
progreso de la osteobiologia pasa por la conjuncién de va-
rios factores y circunstancias: células competentes, biofac-
tores osteoinductores y materiales osteoconductores, unidos
a un determinado microambiente tisular, sin olvidar el so-
metimiento a las condiciones biomecéanicas propias de cada
localizacién particular. El fallo de alguno o varios de ellos
conduce al fracaso del proceso en las situaciones anorma-
les o trauméticas conocidas.

El manejo de esas «circunstancias» ira proporcionando las
claves para el control del proceso. Dentro de los avances
habidos estos Ultimos afios en el manejo de MSC in vitro,
nuestro grupo ha desarrollado un sistema experimental para
la seleccién, amplificacién e induccién de dichas células
hacia el linaje osteoblastico!®64%°,

Desde principios de los afios ochenta se sabe de la capaci-
dad de formacién de hueso por las células de la estroma de
la médula 6sea. Su implantaciéon en animales vivos en ca-
mara, de difusion, que aprovechan los factores humorales
del huésped pero impiden la entrada de células del mismo,
da lugar a la formacion de hueso en el interior de dichas ca-
maras®. No obstante, el cultivo in vitro per se de estas célu-
las no conduce a la diferenciacién osteogénica, salvo que se
afiadan «agentes» externos. La adicion a los cultivos de de-
xametasona (dex) y la suplementacion con B-glicerofostato
(B-GF) como fuente exdgena de fosfatos® %, o bien la adi-
cion de «agentes bioactivos» primitivamente aislados de la
matriz del hueso desmineralizado (DBM)®*, ha dado lugar a
la induccién de diferenciacion osteogénica en dichos culti-
vos, manifestada por cambios morfolégicos y expresion de
marcadores de hueso, como fosfatasa alcalina (FA), colage-
no |, osteocalcina (OC), deposicién de calcio, etc.

El uso combinado de dex, B-GF y DBM particulado, ha per-
mitido diferenciar dos poblaciones celulares en los cultivos
de MO de rata, una que crece y se diferencia en la primera
semana de cultivo y otras que lo hace en la segunda y ter-
cera semanas. Cuando las células proceden de animales
viejos esta distincion desaparece paulatinamente, mostran-
dose que solo la segunda de las poblaciones queda con ca-
pacidad de induccién osteogénica. Con ello se demostré
que las células de MO con capacidad osteogénica disminu-
yen selectivamente con la edad, demostrandose ademas,
que esa escasa poblacion puede ser amplificada in vitro e
inducida a expresar marcadores 6seos cuando se pone en
contacto con factores movilizados de la DBM® (fig. 3).
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Fig. 3. Células de MO en cultivo bajo diferentes condiciones experimentales. a) Cultivo secundario de MO sobre pldsticos que presenta el aspecto general de las
células que tras el tratamiento adecuado podran ser capacitadas como condroosteogénicas. x450. b) Las células anteriores convenientemente tratadas y, a veces
espontaneamente, forman nddulos de diferenciacién donde pueden expresar marcadores tisulares conectivos (x30). c) Células de MO cultivadas en gel de cola-
geno en un estadio temprano (x60). d) Las mismas células anteriores cultivadas en presencia de rhTGF-B1-F2 que induce la formacion de colonias (x60). e) Cé-
lulas de MO como las mostradas en a), cultivadas en presencia de polvo de DBM (asterisco) que provoca la aglutinacion de las células a su alrededor y la induc-
cion de expresion de marcadores 6seos (x30). f) Células de MO de ratas vigjas (48 semanas) cultivadas como en e), que demuestra la presencia de células
osteogénicas que, convenientemente amplificas, se adhieren también a los trozos de DBM (asterisco) (x30). g) Cuando el polvo de DBM se inactiva parcialmente
para destruir las proteinas distintas del coldgeno, aparecen grandes zonas de las particulas a las que las células no se adhieren (flecha), lo que demuestra la res-
ponsabilidad de las proteinas extraidas en el proceso inductor de la aglutinacion (x30). a-d, imagenes tomadas en fresco, con contraste de fases; e, cultivo fijado
y tefiido con hematoxilina-eosina y visto en campo oscuro; f-g, cultivos fijados y tefiidos con picrosirio-hematoxilina, que tifie de rojo la matriz colagénica.

En un intento de hacer una catalogacién molecular de las
MSC en distintos estadios de cultivo a lo largo del linaje 0s-
teoblastico, el grupo de Bruder ha obtenido diferentes anti-
cuerpos monoclonales que reaccionan con la superficie de
las MSC humanas, en diferentes estadios de dicho
linaje®’°. Los anticuerpos pueden usarse para localizar
MSC y su progenie durante el desarrollo de huesos largos y
calvaria. Estos estudios aunque Utiles e interesantes, todavia
no han dado los frutos que se espera de ellos.

A medida que se van aislando y caracterizando las molécu-
las que participan en la osteogénesis, la mayoria de ellas,
presentes en la DBM usada indiscriminadamente como
agente osteoinductor, tanto in vitro como in vivo, se va di-
seccionando cuidadosamente el proceso. EI TGF-B1 y varias
BMP son las mas estudiadas, aunque no siempre con resul-

tados coherentes. El efecto del TGF-B1 sobre la diferencia-
cion osteobléastica in vitro es el que esta produciendo resul-
tados més conflictivos y, a veces, contradictorios.

A finales de los afios ochenta, una serie de trabajos demos-
traban que el TGF-B1 puede tener un efecto estimulante de
la proliferacién y expresién de marcadores propios de dife-
renciacion 6sea, en diferentes tipos celulares cultivados in
vitro’'’?; otros demostraron su efecto contrario, es decir, in-
hibicién de la expresion de FA, osteonectina y OC, asi como
falta de efecto sobre la proliferacion celular’®’#. Tampoco
faltarian los trabajos que achacaron estos resultados a un
posible efecto bifasico del TGF-B no bien estudiado’ o a di-
ferencias en los resultados, probablemente, debido a cam-
bios en las condiciones de cultivo’®. Nuestro grupo® ha de-
mostrado fehacientemente que el TGF-B1 tiene, sobre todo,
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Fig. 4. Constitucidn molecular del TGF-B1 humano al que se afade un deca-
péptido (el factor de Von Willebrand) que le confiere especificidad de unién
al coldgeno I. El conjunto se completa con una cadena de 6 histidinas unidas
por un lugar sensible a proteasas, lo que facilita su purificacion.

efecto mitogénico y formador de colonias sobre células de
MO cultivadas en geles de colageno, siendo escasa pero
apreciable, la capacidad de esas células para expresar mar-
cadores 6seos. Estas capacidades del TGF-B1 se magnifi-
can cuando se usa un TGF-B1 al que se le afiade un domi-
nio molecular de unién especifica al colageno | (TGF-B1-F2)
(fig. 4). Estas células, expandidas e inducidas in vitro bajo el
influjo de este factor, llegan a producir tejido cartilaginoso y
6seo, cuando se les implanta en animales en camaras de
difusion'® (fig. 5).

De las BMP, BMP-2 y OP-1 (BMP-7) han demostrado am-
pliamente su capacidad para promover diferenciacion osteo-
blastica in vitro’’~’°. En algln caso, se ha demostrado inclu-
so la existencia de dos poblaciones celulares en la MO’/
cuando se les aplica BMP-2 y dex in vitro. Una de rapida di-
ferenciacion, y otra que precisa la exposicion a los factores
inductores durante més tiempo. Estos resultados concuer-
dan con los nuestros citados anteriormente, en relacién con
la induccion ejercida por las particulas de DBM sobre célu-
las de MO cultivadas®™.

Aplicacion de las MSC procesadas ex vivo
a la reparacion 6sea

Desde que Urist descubriera las proteinas morfogenéticas
de hueso a mediados de los afios sesenta, se ha sucedido
la caracterizacion, el clonaje, expresién y purificacion de va-
rias de ellas. Estos hallazgos han estimulado el uso directo
de tales proteinas en casos clinicos concretos donde se ne-
cesita un estimulo osteogénico suplementario, con resulta-
dos dispares pero alentadores’°*?. Pero, en todos los ca-
s0s, la aplicacion directa de BMP plantea tres problemas
fundamentales: uno, la falta de control sobre el tiempo que
la proteina aplicada permanece en la lesion, otro, la activi-
dad de la misma vy, otro, la necesidad de células osteogéni-
cas en el lugar de aplicacion, efectores Ultimos de la accién
inductora. En aquellos casos en los que la falta de células,
como consecuencia de la edad, sea el problema fundamen-
tal, la aplicacién directa de factores osteoinductivos no pro-
ducird los resultados esperados® %2, Por ello, una linea de
actuacion presente con gran proyeccion futura es aplicar
células osteoprogenitoras a los lugares necesitados de repa-
racion, bien solas, directamente, o a través de un transpor-
tador, como son los distintos materiales osteoconductores,
sin descartar la posibilidad de inyeccién sistémica en condi-
ciones determinadas que trataremos mas adelante.

A finales de los afios noventa se ha empezado a utilizar las
MSC cultivadas y manipuladas ex vivo para su uso en repa-
raciones 6seas, hasta ahora de modo experimental. El grupo
de Caplan y Bruder es uno de los mas activos, y a ellos se
deben los principales avances en este campo!!15%,

En resumen, los avances mas significativos se han obtenido
cultivando y expandiendo in vitro MSC procedentes de MO,
que posteriormente son transportadas a cilindros de hidro-
xiapatita/ceramica de fosfato tricalcico, colocados en defec-
tos segmentales provocados. Estos experimentos se han rea-
lizado tanto entre ratas singénicas®’ como usando MSC de
médula humana y posteriormente implantadas en ratas ati-
micas para evitar el rechazo®. Los resultados obtenidos por
este procedimiento mejoran a los obtenidos con el uso di-
recto del BMP adsorbidos sobre hidroxiapatita. Pero, en
cualquier caso, no se consigna que el 100% de la hidroxi-
apatita quede infiltrada de hueso nuevo, después de 12 se-
manas de implantacion. Ademas de estos resultados par-
cialmente satisfactorios, debe tenerse en cuenta que, en la
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Fig. 5. Diagrama que presenta el procedimiento experimental seguido para capturar, amplificar e inducir hacia el linaje condroosteogénico, células de médula
osea en cultivo sobre geles de coldgeno. Tras un periodo de 10 dias de cultivo en baja concentracion de suero (FBS, 0,5%), las células supervivientes se multi-
plican con un 10% de FBS durante 7 dias mas, afiadiéndose en los dos Ultimos dexametasona y B-glicerofosfato para ayudar la osteoinduccién. Durante estos
dia las células se mantienen en contacto con diferentes GF que modulan su proliferacién y diferenciacion. Después de este periodo de cultivo in vitro las célu-
las se liberan del cultivo y se introducen en camaras de difusion o de DBM para implantacion subcutanea en animales. Distintos analisis bioquimicos e histolo-
gicos realizados en diferentes momentos del proceso indicaran la histogénesis ocurrida.
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mayor parte de las situaciones en las que se producen de-
fectos en la osificacion en la clinica humana, se dan tam-
bién trastornos metabdlicos. Esto puede traducirse, no sélo
en una falta de células osteocompetentes, sino también en
una deficiente presencia de factores bioactivos. Asi, puede
entenderse que la manipulacion ex vivo de las MSC debe
ser llevada mas alléd del mero cultivo y expansion, para ase-
gurar que el paciente necesitado reciba las células ya inicia-
das en el camino osteobléstico.

Apoyados en algunos timidos resultados publicados en
1994 por Liebergall et al*®, que trataron MSC en cultivo con
TGF-B y mostraron una aceleracion significativa de la osifi-
cacion al reimplantarlas en defectos 6seos, asi como en

Fig. 6. Cortes histoldgicos de ca-
maras de difusion o de DBM que
contienen las células de MO pro-
cesadas in vitro, tras un periodo
de implantacion subcutdnea de
28 dias en ratas de edad avanza-
da. a) Cémaras de DBM control,
con células de MO que no recibie-
ron ningun tratamiento in vitro,
que presentan un tejido fibroso
Jjunto a la pared de la camara (as-
terisco). Tincién picrosirio-hema-
toxilina (x45). b) Camara de difu-
sién con células que fueron
tratadas in vitro con rhBMP-2 y
que forman un tejido 6seo trabe-
cular (parte izquierda) junto a otro
de tipo cartilaginoso (parte dere-
cha). Tincién Gomori (x40). Los
asteriscos sefialan las paredes (fil-
tros) de la camara. c) Camara de
difusion entre cuyas paredes (as-
teriscos) se ha formado un tejido
fibroso con extensas zonas de di-
ferenciacion cartilaginosa (flecha)
y otras oseas (estrellas) en el cen-
tro de la camara o adosadas a las
paredes. Las células fueron trata-
das in vitro con rh OP-1 (rhBMP-
7). Tincién azul alciano (x35). d)
Uno de los nédulos cartilaginosos
en una seccion contigua a la ante-
rior, inmunotefiida para colageno
I, mostrando una débil posititvi-
dad en el centro del nddulo
(x175). e) Seccion contigua a la
expuesta en c) inmunotefiida para
coldgeno |, que presenta positivi-
dad en uno de los nédulos adosa-
dos a las paredes de la camara
(asterisco) (x100). f) Las células
que se pusieron en esta camara
de DBM, fueron tratadas in vitro
con rh OP-1 y formaron estre sus
paredes (asterisco) zonas de tejido
oseo trabecular (parte derecha),
grandes zonas de aspecto cartila-
ginoso (estrella) y otras de cartila-
80 mas maduro junto a la pared
de la izquierda (flechas). Todo ello
parece representar un proceso de
osificacién endocondral. Tincién
picrosirio-hematoxilina  (x40). g)
Vista ampliada de trabéculas dseas
maduras formadas en una camara
como la anterior, con células trata-
das con rhTGF-B1-F2 donde pue-
den observarse osteoblastos (fle-
chas pequenias), osteocitos (flechas
grandes), osteoclastos (cabezas
de flecha) y cavidades medulares
(punto negro). Tincion picrosirio-
hematoxilina (x175). h) EI mismo
corte anterior visto con luz polari-
zada que demuestra un alto nivel
de organizacion del colageno en
las trabéculas dseas neoformadas.

nuestros propios datos experimentales, que muestran que
las MSC cultivadas in vitro con distintos TGF-B y BMP son
capaces de producir cartilago y hueso, cuando se les im-
planta ectopicamente en ratas de edad avanzada'>® (fig.
6), hemos planteado una serie de experimentos, actualmen-
te en curso, cuyos resultados preliminares son altamente
esperanzadores. Nuestro planteamiento experimental se
basa en el efecto sinérgico del TGF-B1 y BMP y en el uso
de estos factores con modificaciones moleculares que ase-
guren una presencia de los mismos «a disposicion» de las
células durante mas tiempo, dirigiendo asi el efecto de di-
chos factores. Si el sinergismo entre TGF-B1 y OP-1% o
BMP-2% es un hecho demostrado en diferentes circunstan-
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Fig. 7. Diagrama similar al de la figura 5, con la diferencia de que durante los primeros 14 dias de cultivo, se afiade rhTGF-B1-F2, sustituyéndolo por rhBMP-2
durante los 3 dltimos dias del mismo. De esta forma, se trata de potenciar el efecto sinérgico que ambos factores poseen sobre la proliferacion y diferenciacion

osteogénica.

cias, y si el efecto de un TGF-B1, al que se le afiade un do-
minio molecular de unién especifica al colageno | (TGF-B1-
F2), sobre la amplificacion e induccion osteogénicas de cé-
lulas de MO, es claramente mayor que el correspondiente al
TGF-B1 comercial, nuestra propuesta experimental consiste
en la amplificacion de células osteocompetentes en geles
de colageno | en presencia de TGF-B1-F2 y posterior induc-
cién en el mismo gel con BMP-2 y/o OP-1 también modifi-
cados para el mismo fin (fig. 7).

Posteriormente, estas células asi amplificadas e inducidas,
seran absorbidas en el biomaterial apropiado (hidroxiapatita
solida o en geles) para trasladarlas a los lugares donde se
necesite reparacion u osificacion. En la figura 8 se repre-
senta la secuencia experimental que estamos siguiendo y
que debera conducir, no sélo a la mejora de la reparacion
Osea en variadas circunstancias, sino también a la mejora
sustancial de la fijacién secundaria de las artroplastias por
un procedimiento biolégico que permitird una mejor osteo-

Una mencién especial merece el uso de este procedimiento
para el tratamiento de la osteoporosis. En la medida en que
ésta es una enfermedad sistémica en la que se produce un
desequilibrio entre la formacién y reabsorcion 6sea, en per-
juicio de la primera, podemos especular que el suministro
sistémico de células osteocapacitadas in vitro en tales enfer-
mos, podria reacomodar la ecuacion ¢sea en el camino de
la normalizacion. Se trataria de cultivar las MSC del pacien-
te, amplificarlas y osteoinducirlas ex vivo, para posterior-
mente, reinstalarlas en el enfermo con la esperanza de que
repueblen el tejido 6seo del mismo. El descubrimiento de
una secuencia peptidica de la sialoproteina de hueso (BSP)
mediadora de la unién especifica de los osteoblastos a la hi-
droxiapatita, podré ayudar en la orientacion de las células
reinyectadas hacia el tejido 6seo®’.

El conocimiento de todos los detalles celulares y molecula-
res del proceso que apuntamos, unido al desarrollo del ma-
terial osteoconductor apropiado para cada circunstancia,
permitird el avance de una auténtica bioingenieria tisular

integracion de las protesis.
Pl —
Aspiracion
médula
6sea

Reparacién de fracturas

Fig. 8. Esquema que representa la se-
cuencia de acontecimientos que se si-
gue en un protocolo de terapia celular
autdloga. Las células de MO del pacien-
te se cultivan, expanden e inducen in
vitro y después, usando el material ade-
cuado como trasportador y soporte, las
Células son trasladadas al mismo pa-
ciente que sufre alguna de las deficien-
cias indicadas: fractura de dificil union,
reseccion masiva de hueso, necesidad
de artoplastias u osteoporosis. En este
ultimo caso pensamos que las células
capacitadas in vitro podran ser reinsta-
ladas en el paciente por via sistémica,
con la esperanza de que colonicen los
huesos mejorando la deposicion de teji-
do 6seo.
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Fig. 9. Un protocolo de terapia génica
como el que se indica, puede seguirse
para el tratamiento de enfermedades
0seas por deficiencia genética. En la
medida en que esta tecnologia solucio-
ne los problemas que tienen planteados
en la actualidad, podrd ser aplicada en
casos como los que se representan (v.
texto).

Inyeccién sistémica

que ofrecerd unas posibilidades terapéuticas, hasta ahora
insospechadas. De momento, las empresas biofarmacéuti-
cas estan empefiadas en el uso directo de BMP en los luga-
res necesitados de reparacién 6ésea, sin preocuparse dema-
siado del tiempo que realmente permanece el factor
disponible con actividad, de la forma de presentacion, can-
tidad, relacion con las células o su vehiculizaciéon. De esta
forma, se obtiene una mejoria, y eso justifica su uso. En
nuestra opinion, el uso de estos factores y células biodirigi-
dos mediante dominios moleculares especificos y combina-
dos con biomateriales apropiados, es el futuro inmediato.
Un futuro inmediato, pero no tanto, basado en estos mis-
mos principios celulomoleculares, sera el desarrollo de lo
que hoy ya es un hecho en otros campos, la terapia génica,
adaptada a las circunstancias propias de este caso. Como
indica la figura 9, ya es posible transfectar los cultivos de
MSC expandidas, con genes especificos que tratan de susti-
tuir un gen anémalo, como el de la osteogénesis imperfecta,
o reparar una funcion perdida en estas células como puede
ser la expresion de BMP o TGF-B, mediante la insercion del
gen activo o el fragmento activador correspondiente. La
reinyeccion de estas células modificadas en el mismo hués-
ped del que proceden podra restablecer la disfunciéon pade-
cida. La terapia génica también puede aplicarse in vivo,
transfectando las células in situ mediante la introduccién di-
recta del fragmento de ADN deseado en un vector, a través
de una matriz activada, como el colageno. Por este procedi-
miento el gen transfectado se incorpora al nicleo de las cé-
lulas de la fractura, las cuales transcriben la proteina para la
que se introdujo el gen, elevando localmente la concentra-
cion de la misma. Este procedimiento es menos eficaz que
la transfeccién ex vivo, a la vez que menos controlable, pero
en ambos casos existen experimentos piloto, que avalan sus
posibilidades terapéuticas a costes mucho mas bajos que la
produccién de proteinas recombinantes para su uso
directo® .

El hecho de que las células transfectadas permanezcan en
el huésped poco tiempo (algunas semanas), lejos de ser un
inconveniente, como lo es en otros tratamientos, en repara-
cion 6sea la desaparicion de dichas células puede coincidir
con la desaparicion de su necesidad, una vez concluido el
proceso reparador.

Conclusiones y perspectivas futuras

Hemos empezado este articulo hablando de regeneracion y
desarrollo, pues en la medida en que la regeneracion ésea
recapitula el desarrollo, un buen conocimiento de estos pro-
cesos permitird avances significativos en la resolucion de los
problemas que plantea la reparacion dsea.

Sabemos que varios factores de crecimiento y BMP se ex-
presan en las fracturas desde los primeros momentos, pero
los pasos anteriores son desconocidos. La funcién de los
genes homeoticos durante el desarrollo probablemente ten-
ga mucho que ver con el inicio de los procesos regenerati-
VoS 0 reparadores.

Conocemos bastante sobre la presencia y efectos de varios
GF y citocinas en la reparacion ésea, pero sabemos menos
sobre la presencia y disponibilidad de los receptores apro-
piados. Sabemos que algunos de estos factores tienen ac-
cién bifasica, pero sabemos poco sobre la vida media de di-
chos factores y sobre la concentracién necesaria para su
actuacion. De hecho, se conoce fehacientemente que las
concentraciones a las que actlan estos factores, son mu-
cho menores que las que normalmente se aplican en las
fracturas cuando se usan proteinas recombinantes, y esto a
pesar de los elevados costes de produccién de estas sus-
tancias. Un mejor conocimiento sobre las concentraciones
de los GF, sus receptores e interacciones, asi como sobre
los mecanismos de vehiculizacion, abaratara su produccion
y mejorara la eficiencia.

La regeneracion 6sea depende de la existencia de MSC,
activables e inducibles hacia el camino osteoblastico. Sa-
bemos que estas células son residentes habituales del pro-
pio hueso, del periostio y de la médula 6sea, y que su nu-
mero baja espectacularmente con la edad. No sabemos si
la depresion de la respuesta reparadora con la edad es sélo
una cuestion de numero de células disponibles, falta de
factores inductores o de receptores para los mismos, o
todo ello a la vez. Es preciso profundizar en el conocimien-
to basico de estos fendmenos, a la vez que progresamos en
la manipulacién ex vivo de la MSC para su posible uso tera-
péutico, como el mejor de los trasplantes autélogos. Deben
seguir buscandose nuevas fuentes de MSC de acceso mas
facil y menos cruento. Las células inmaduras del linaje he-
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matopoyético pueden ser candidatas y, por supuesto, las
células embrionarias de los primeros estadios del desarro-
llo. El progreso en este camino permitira el uso de los ban-
cos de cordon umbilical, que ya son una realidad, o los de
células embrionarias pluripotentes, cuyo uso precisa toda-
via de avances importantes, tanto cientificos como juridicos
y sociales.

La singular arquitectura del tejido 6seo, propicia el desarrollo
del mundo de los materiales biosintéticos osteoconductores.
Un buen biomaterial y un concienzudo tratamiento ex vivo
de las MSC, que incluye avances importantes en la manipu-
lacién genética, son el presente y futuro de la bioingenieria
tisular. Este camino permitira, no sélo mejorar la reparacion
6sea de cualquier etiologia, sino que hara posible la «fabrica-
cién» ex vivo de piezas 6seas de un determinado tamafio
que seran de gran utilidad para afrontar reparaciones 6seas
postraumaticas de gran trascendencia fisica y psiquica.

Pero «fabricar» tejido con caracteristicas quimicas y ci-
tohistolégicas similares al hueso, no es hacer hueso funcio-
nal susceptible de osteointegracién morfolégica y funcional.
El hueso es el resultado de la conjuncién eficaz de factores
bioldgicos y fisicos. El conocimiento de estos Ultimos preci-
sa avances importantes para que el final del proceso de re-
paracion sea en todo comparable a la situacién normal.
Uno de los detalles de este microambiente fisicoquimico lo
constituye la vascularizacion. La osteogénesis es altamente
exigente de angiogénesis. Sabemos mas de MSC, TGF-B y
BMP que de angiogénesis; la ingenieria tisular no avanzara
suficientemente si no mejoramos nuestro conocimiento de
la vascularizacion. La biologia de las células endoteliales,
los pericitos y los GF implicados como el VEGF (vascular
endothelial gwoth factor), es otro campo que precisa ex-
pansién. La conjuncién de estas lineas de actuacion, célu-
las, GF, biomateriales, angiogénesis y entorno fisico, permi-
tird avances en la clinica ortopédica no sofiados hasta
ahora.
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Abreviaturas
BMP Proteina morfogenética de hueso (bone morphogenetic
protein)
BSP Sialoproteina de hueso (bone sialo-protein)
B-GF B-glicerofosfato
DBM Matriz de hueso desmineralizada (demineralized bone matrix)
dex Dexametasona
EGF Factor de crecimiento epidérmico (epidermal growth factor)
FA Fosfatasa alcalina
FGF Factor de crecimiento fibroblastico (fibroblast growth factor)
GF Factor de crecimiento (growth factor)
IGF Factor de crecimiento insulinico (insuline-like growth factor)
MO Médula 6sea
MSC Célula madre mesenquimatosa (mesenchymal stem cell)
ocC Osteocalcina
OP-1 Proteina osteogénica 1 (osteogenic protein)
PDGF Factor de crecimiento derivado de plaquetas
(plateled derived growth factor)
rh- Recombinante humano
TGF-B Factor de crecimiento transformante B
(transforming growth factor)
TGF-B1-F2 TGF-B1 con un dominio molecular de unién al coléageno |
VEGF Factor de crecimiento del endotelio vascular
(vascular endothelial growth factor)
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