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Los avances en el conocimiento de las proteinas morfogené-
ticas de hueso (BMP) han propiciado su utilizacién directa
en las reparaciones Gseas, planteando la falta de control so-
bre el tiempo que estas proteinas permanecen en la lesion, la
actividad real de las mismas y la imprescindible necesidad
de células osteogénicas en el lugar de aplicacidn, efectores
dltimos de la accién inductora. Por lo tanto, cuando la falta
de células sea el problema fundamental, la aplicacién directa
de factores osteoinductores, aun cuando en otras circunstan-
cias puedan ser mds utiles, no producird los resultados espe-
rados, siendo el aporte de células osteoprogenitoras la linea
de actuacién mds apropiada, bien directamente o a través de
un material transportador osteoconductor, sin descartar la
posibilidad de inyeccién sistémica. Entre las aplicaciones
directas a la cirugia ortopédica de esta ingenieria tisular, esta
la consecucién de artrodesis del raquis como tratamiento de
inestabilidades de origen diverso. Los problemas actuales se
centran en el fracaso de la fusién y en la morbilidad de la
zona donante de autoinjerto. En las artroplastias la ingenie-
ria tisular muestra también un campo de aplicacion inmedia-
to, si bien antes es necesario solucionar los problemas relati-
vos a la estabilidad primaria. En cualquier caso, la validez
de las conclusiones de la ingenierfa tisular pasara por su ve-
rificacién en modelos clinicos humanos con disefios epide-
mioldgicos prospectivos metodolégicamente correctos. Los
problemas éticos y legales serdn, en fin, los condicionantes
fundamentales para la generalizacion de la ingenierfa tisular
como propuesta terapéutica. En este trabajo se realiza una
revision conceptual de estos problemas.
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Stem cells and bone tissue engineering

Advances in the knowledge of bone morphogenetic proteins
(BMPs) have made it possible to use them in bone repair.
This highlights our lack of knowledge about the time that
these proteins remain in the lesion, their true activity, and the
clear need for osteogenic cells in the application site as the
ultimate effectors of inductor action. Consequently, when a
lack of cells is the fundamental problem, direct application of
osteoinductor factors, even when they may be more useful in
other circunstances, will not produce the expected results.
Supplying osteogenic stem cells is the most appropriate ap-
proach, either directly or using osteoconductor transport ma-
terials, without excluding the possibility of systemic injec-
tions. Among the direct applications to orthopedic surgery of
tissue engineering is the achievement of spinal fusion as a
treatment for different types of instability. Current problems
center on the failure of fusion and the morbidity of the auto-
graft donor zone. In arthroplasties, tissue engineering also
shows potential for immediate applications, although pro-
blems relative to primary stability must first be solved. In
any case, the validity of the conclusions of tissue engineering
will have to be verified in human clinical models using met-
hodologically correct prospective epidemiological designs.
Ethical and legal problems will finally determine is tissue en-
gineering becomes generalized as a therapeutic proposal.
These problems are conceptually reviewed in this study.

Key words: bone repair, growth factors, mesenchymal
stem cells, tissue engineering, arthroplasty, spinal fusion.

Muchos de los mecanismos del desarrollo embrionario
se pierden al llegar al estado adulto, aunque se conserva
cierta capacidad regenerativa que va desde la cicatrizacion
de heridas, a la regeneracion estructural y funcional de algu-
nas partes del cuerpo. La capacidad que tienen algunos ver-
tebrados inferiores para regenerar tejidos especializados y
6rganos'? permite estudiar ciertas capacidades regenerativas
en los organismos superiores mientras se conservan otras.

La regeneracion puede desencadenarse por dos mecanis-
mos: la desdiferenciacion de células ya diferenciadas capaces
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de multiplicarse y diferenciarse ulteriormente en otras estirpes
celulares, y la existencia de células madre que permanecen sin
diferenciarse desde la época embrionaria para ser usadas con
posterioridad. Ambos caminos estan regulados por moléculas
como factores de crecimiento, citoquinas, hormonas, etc.

La reparacion 6sea es un auténtico proceso regenerati-
vo, pues hay una serie de factores endégenos y exdgenos®*
que conducen a la formacién de un blastema de reparacion
por activacion de células madre que formaran un callo por
un proceso semejante al desarrollo embrionario, dejando fi-
nalmente la estructura reparada en forma y tamafo’.

A veces, el fallo de una respuesta da lugar a un fracaso
total, expresado como retraso en la consolidacién, o bien,
como no consolidacién o pseudoartrosis®. Resecciones dseas
amplias o enfermedades genéticas como la osteogénesis im-
perfecta, causadas por una mutacién del gen que codifica
para el coldgeno I’, interfieren en la biologia normal del
hueso, y por tanto en su reparacion.

Estos problemas, salvo los de origen genético, son la su-
ma de una falta de células madre o de algtn factor bioactivo
que regule alguno de los pasos que suponen su discurrir por
el linaje osteobldstico. De todas las posibles alteraciones

contenidas en esas dos causas generales, hoy s6lo sabemos
con certeza que el nimero de células madre del linaje osteo-
génico disminuye con la edad de forma muy significativa®.

Las falta de células, la deficiencia de factores de creci-
miento y la incapacidad genética permiten adivinar que los
caminos a seguir para la mejora de las diferentes situaciones
patoldgicas podria ser:

1) Ante la escasez de células madre se pueden seleccio-
nar las existentes, amplificarlas (multiplicarlas) in vitro y
reinyectarlas en los lugares en los que se las necesita’.

2) Ante la deficiencia de factores de activacion, las pro-
pias células madre cultivadas y amplificadas in vitro podrian
ser inducidas ex vivo para posteriormente introducirlas, con
su programa osteogénico corregido, en los lugares y pacien-
tes que precisan la reposicion de la facultad osteogénica per-
dida!®!!, También puede actuarse, identificados los factores
deficientes, haciendo llegar los mismos a los lugares donde
las propias células del huésped podrian ser inducidas'.

3) Las deficiencias genéticas podran ser tratadas trans-
fectando las células osteoprogenitoras, in vivo o ex vivo, con
vectores que pueden ser disefiados para que transporten el
gen normal de la deficiencia'>!3 (fig. 1).
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Figura 1. Esquema que representa la terapia celular y génica que puede llevarse a cabo a partir de células de médula dsea. De estas células extrai-
das de un paciente aquejado de alguna patalogia esquelética se aislan las células madre mesenquimdticas y se multiplican in vitro. Estas células
pueden transfectarse con un gen para compensar una capacidad perdida, tras lo cual pueden reinstalarse en el mismo individuo para que restablez-
can esa incapacidad (parte izquierda del esquema). De la misma forma, las células amplificadas pueden inducirse hacia el linaje osteogénico me-
diante agentes bioquimicos. Después pueden transferirse, con el material osteoconductor apropiado, a las lesiones esqueléticas correspondientes
(parte derecha del esquema). FC: factores de crecimiento; BMP: proteina morfogenética dsea.
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En la acumulacién de conocimientos en los aspectos re-
sefiados estd la clave para un mejor entendimiento futuro de
las distintas patologias Gseas'®.

Células madre, factores de crecimiento y materiales
osteoconductores

El aislamiento y cultivo in vitro de las células madre
mesenquimdticas (CMM) ha abierto la posibilidad de estu-
diar los mecanismos celulares y moleculares bésicos de la
mesengénesis (diferenciacion celular a partir de MSC para
dar todos los tipos celulares mesenquimaticos) y de desarro-
llar toda una tecnologia que permita el uso clinico de estas
células en clinica®!"!3,

La reparacion ésea supone un auténtico proceso regene-
rativo sobre el que se estdn produciendo importantes avan-
ces. Esta reparacion supone la organizacion de un blastema
constituido por cé€lulas capaces de proliferar y diferenciarse
en el camino adecuado (fig. 2). Las CMM'*?! pueden en-
contrarse como pobladoras habituales de diferentes tejidos
mesenquimaticos, sobre todo y como lugares mas accesi-
bles, el periostio y la médula ésea (MO)°, no habiéndose
aclarado si las CMM adquieren el fenotipo de cada tejido
antes de salir de estos lugares o después de llegar a cada mi-
croambiente tisular, asi como tampoco si son éstas las tni-
cas fuentes de células progenitoras de los tejidos mesenqui-
maticos.

El aislamiento de CMM a partir de la MO, donde tam-
bién se encuentran las células madre de la linea sanguinea,
ha dado lugar a la distincion, dentro de la médula, entre el
tejido hematopoyético y el no hematopoyético, este tltimo
ubicado en el estroma. Se ha comprobado que existe una in-

Osteoblastos

FRACTURA

Figura 2. Reparacion y regeneracion osea. La fractura de un hueso
dispara la sintesis de factores de crecimiento y citoquinas, probable-
mente en las células estromdticas de la médula (células estrelladas).
Estas sustancias estimulan a las células osteoprogenitoras (las células
ovaladas aparentan ser células madre mesenquimatosas) a producir
proteinas osteoinductoras (factores de crecimiento [FC] y proteina
morfogenética osea [BMP]). Estas proteinas inducen la proliferacion y
diferenciacion de tales células, dando lugar primero a un blastema re-
generativo, del que se diferenciard el linaje osteobldstico (células re-
dondeadas) que reconstruird el tejido dseo.

dependencia entre los procesos hemo y no hemopoyéti-
cos?*?, aunque no se descarta cierta interrelaciéon?'. De este
modo, los vertebrados conservarian la capacidad de reparar
sus huesos, cartilagos, tendones, musculos, el propio estro-
ma medular, el tejido adiposo y cualquier tejido conectivo,
a partir de las CMM residentes fundamentalmente en la
MOV, cuya diferenciacion estd regulada por factores de cre-
cimiento (FC) (fig. 3).

Los FC son moléculas polipeptidicas que sintetizan las
células, cuya mision general es transmitir seflales entre
unas células y otras para modular su actividad. Si bien el
término «factores de crecimiento» se presta a confusion, ya
que no todos afectan al crecimiento celular, estd universal-
mente aceptado en sentido general, para referirse a aquellas
moléculas que estimulan o inhiben la division celular, su di-
ferenciacion, la migracién y expresion génica. Otras mo-
léculas que forman grupos separados, aunque afectan a las
mismas funciones, son las hormonas polipeptidicas y las ci-
tocinas. Las primeras son aquellas sustancias que se produ-
cen en glandulas endocrinas, se transportan por la circula-
cion sanguinea y ejercen su accién a cierta distancia. El tér-
mino citocina o citoquina en la practica se reserva para este
tipo de sustancias que estdn implicadas en la biologia del
sistema inmune*%,

Los diferentes tipos de FC realizan su mision a determi-
nadas concentraciones mediando receptores especificos en
las células diana. Pueden actuar de manera autocrina, para-
crina, endocrina, yuxtacrina, intracrina o mediada por com-
ponentes de la matriz extracelular. Las principales familias
de FC se agrupan bajo los nombres TGF-6 (Transforming
Growth Factor), EGF (Epidermal Growth Factor), NGF
(Nerve Growth Factor), PDGF (Plateled Derived Growth
Factor), FGF (Fibroblast Growth Factor) e 1GF (Insuline-
like Growth Factor).

Estas familias de FC constituyen un extenso nimero de
tipos y subtipos que se ve cada dia aumentado por la des-
cripcion de algtin nuevo componente. De todos ellos han si-
do varios los implicados en la reparacion 6sea, aunque no
todos con la misma intensidad e importancia. A los IGF,
PDGF, FGF y TGF-5 les ha sido reconocida alguna accién
en este proceso. A todos ellos hay que afiadir un grupo de
agentes bioactivos con personalidad propia: las proteinas
morfogenéticas de hueso (BMP), las cuales, aunque genéti-
camente pertenecen a la familia de los TGF-8, tienen una
capacidad osteoinductiva ampliamente demostrada®. La ta-
bla 1 resume los factores de crecimiento y BMPs con capa-
cidad osteoinductora >>™3!,

De todos los datos presentes en la literatura, quizas
emergen dos hechos claramente contrastados: los TGF-8 es-
timulan la proliferacion y reclutamiento de precursores os-
teobldsticos en los lugares de reparacion y, por el contrario,
parecen ser menos necesarios, o incluso inhibir, los tltimos
pasos del proceso®?. Otro hecho interesante, aportado re-
cientemente, es la posibilidad de un cierto sinergismo entre
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Figura 3. En este esquema se representan los linajes celulares del proceso mesengénico procedentes de una célula madre mesenquimatosa (CMM)
de médula dsea o periostio. Los precursores de cada linaje iniciarian su procesamiento (proliferacion y primeras etapas de su diferenciacion) en la
propia médula, para terminarlo en la ubicacion tisular correspondiente a cada tipo, donde adquiririan su maduracion definitiva. Hoy dia no se des-
carta la presencia de tales céulas madre en otras localizaciones del individuo adulto, como otros tejidos conectivos y sangre periférica y del cordon

umbilical, ademds, naturalmente, del embrién. Esquema adaptado de Caplan®.

TGF- y BMPs; los primeros serian ciertamente necesarios,
sobre todo como mitogénicos y puede que también como
inductores de CMM, mientras que en las tltimas etapas de
la osteogénesis necesitarfan el concurso de BMP, razén por
la cual, en experimentos in vitro, la presencia exclusiva de
TGF-6 podria tener un efecto inhibitorio, al no ocurrir ese
sinergismo natural detectado’ .

El uso terapéutico del TGF-8 es mas un deseo que una
realidad. Las inyecciones subperidsticas de este factor o su
aplicacion directa en fracturas han dado como resultado, a
veces, incrementos en la formacién de huesos y mejoria en
la estabilidad mecanica. La dificil evaluacion de resultados
da lugar a una gran variabilidad®. Todo ello determina la
necesidad de mds investigaciones que clarifiquen la accion
de los TGF-8 en la osteogénesis, antes de poder extender su
uso terapéutico.

Proteinas morfogenéticas del hueso

El trabajo de Urist*® en 1965 debe ser considerado co-
mo el que inicié lo que hoy es un mundo complejo de

proteinas que regulan los mds variados procesos morfoge-
néticos en animales. La capacidad osteogénica que Urist
encontré ligada a la matriz dsea desmineralizada (MOD)
dio lugar a que se postulara que en la matriz orgédnica del
hueso deberian encontrarse factores, seguramente protei-
cos, capaces de inducir en las células vecinas su encauza-
miento hacia el linaje osteogénico. Naci6 entonces lo que
hoy es una superfamilia de productos génicos con capaci-
dad de regulacién pleiotrdpica, es decir, que tienen accidn
en miultiples funciones: quimiotaxis, mitosis, diferencia-
cidn, apoptosis, etc.’” Por técnicas moleculares se han iden-
tificado y clonado diversos componentes de la familia, que
incluye en mamiferos desde el BMP-2 al BMP-16%, cuyas
acciones bioldgicas van mds alld de la morfogénesis dsea:
desarrollo del corazdn, rifién, mantenimiento de tejidos
adultos, induccién mesodérmica, gastrulacion, etc. El me-
canismo de accién general de las BMPs se ejerce a través
de los receptores de membrana (BMPR-I y II) induciendo
en el nicleo de la célula la activacién de la maquinaria
transcripcional. La complejidad de la respuesta intracelular
inducida por la unién de las BMPs a sus receptores, a tra-
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Tabla 1. Resumen de factores de crecimiento y BMP con capacidad
osteoinductiva

Factores de

. Nombre genérico
crecimiento

Accién biolégica

TGF-B Factor de crecimiento Estimula/inhibe la reparacién

dsea

IGF Factor de crecimiento Incrementa la densidad 6sea

FGF Factor de crecimiento Actia en fases finales de
linaje osteogénico

PDGF Factor de crecimiento Incrementa la osteoinduccién
de MOD

BMP-2 BMP-2A Morfogénesis de hueso y
cartilago

BMP-3 Osteogenina Osteogénesis

BMP-3B GDF-10 Huesos craneofaciales

BMP-4 BMP-2B Morfogénesis de huesos
y cartilagos

BMP-5 - Morfogénesis de hueso

BMP-6 - Hipertrofia de cartilago

BMP-7 Proteina osteogénica 1~ Diferenciacioén dsea

BMP: proteina morfogenética de hueso (Bone morphogenetic protein); FGF: fac-
tor de crecimiento fibrobléstico (Fibroblast growth factor); GDF: factor de creci-
miento y diferenciacién (Growth differentiation factor); IGF: factor de crecimien-
to insulinico (Insulin like growth factor); PDGF: factor de crecimiento derivado
de plaquetas (Platelet derivated growth factor); TGF-B: factor de crecimiento
transformante beta (Transforming growth factor beta); MOD: matriz dsea desmi-
neralizada.

vés de las proteinas Smad, estd lejos de ser entendida en su
totalidad’® (fig. 4).

La presencia de BMPs en la reparacion de las fracturas
estd documentada®. BMP-2, BMP-4 y BMP-7 se expresan
tanto en la osificacién intramembranosa como endocondral,
con diferente intensidad espacio-temporal***!. La presencia
de BMPs en la reparacion ésea y su capacidad osteoinducti-
va estd probada por varios procedimientos experimentales.
Las pruebas realizadas en animales han demostrado que la
inyeccion de BMP-2 recombinante humano (thBMP-2) en
fracturas de fémur de rata acelera el proceso de reparacion,
sin alterar significativamente la secuencia de acontecimien-
tos®. La misma proteina, utilizada con coldgeno como so-
porte y transportador en osteotomias de cibito de conejo,
propicié una aceleracién de la reparacion frente a los con-
troles. Resultados similares se han obtenido con BMP-7 en
diferentes modelos experimentales*>*3.

Estos resultados experimentales han disparado la puesta
en marcha de experimentos clinicos en humanos, aunque
preliminares*.

Cléasicamente se viene utilizando el autoinjerto como la
mejor manera de reparar un defecto dseo incapaz de repa-
rarse por s{ mismo. El tejido éseo colocado en un entorno
dseo vivo, bien vascularizado y en circustancias biomecdni-
cas favorables, es rapidamente colonizado por células incor-
poradas al hueso trasplantado. El injerto actiia como osteo-
inductor y como osteoconductor. De la osteoinduccién son
reponsables los factores (difusibles o no) de la matriz que

iy

Membrana plasmatica |

BMP
)

Citoplasma

| Envoltura nuclear

Nucleo

Genes

Figura 4. Receptores de las proteinas morfogenéticas dseas (BMP).
Representacion esquemdtica de la cascada de acontecimientos molecu-
lares que tienen lugar en las células tras la union de BMP a sus recep-
tores transmembranales 1y I1. El receptor II provoca la fosforilacion
del I. La cooperacion entre ambos receptores desencadena la sefial de
transduccion citoplasmdtica a través de los sustratos SMAD-1, 4 y 5,
respectivamente, los cuales entran en el niicleo de la célula y desenca-
denan la respuesta génica correspondiente. SMAD: proteinas Smad.

influyen en las células vecinas, mientras que de la osteocon-
duccidn se encargan los componentes estructurales (colagé-
nicos y/o minerales) del hueso.

La cualidad osteoconductora de la matriz dsea se ha tra-
tado de mimetizar con sustancias bioldgicas o artificiales,
que han dado lugar a la fabricacién de materiales con la tex-
tura y la porosidad del hueso®*#,

Modelos experimentales: procesamiento in vitro de
células osteogénicas

El progreso en el estudio de la biologia del tejido dseo
pasa por la conjuncién de varios factores y circunstancias:
células competentes, biofactores osteoinductores y materia-
les osteoconductores, unidos a un determinado microam-
biente tisular, sin olvidar el sometimiento a las condiciones
biomecdanicas propias de cada localizacion particular. El fa-
1lo de alguno o varios de ellos conduce al fracaso del proce-
so en las situaciones patoldgicas o traumaticas conocidas.

El manejo de esos «factores y circunstancias» nos ird
proporcionando las claves para el control del proceso.
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Dentro de los avances habidos estos dltimos afios en el ma-
nejo de CMM in vitro, nuestro grupo ha desarrollado un sis-
tema experimental para la capacitacion osteogénica de di-
chas células>®!,

Mardon et al*?, en 1987, demostraron la capacidad de
formacién de hueso por las células del estroma de la MO.
Su implantacién en animales vivos en cdmara de difusion,
que aprovechan los factores humorales del huésped pero
impiden la entrada de células del mismo, da lugar a la for-
macion de hueso en el interior de dichas camaras. No obs-
tante, el cultivo in vitro de estas células no conduce a la di-
ferenciacion osteogénica, salvo que se afiadan «agentes» ex-
ternos. La adicién a los cultivos de dexametasona y la
suplementacién con B-glicerofosfato (3-GF) como fuente
exdgena de fosfato®®, o bien la adicion de «agentes bioacti-
vos» primitivamente aislados de la matriz 6sea desminerali-
zada®*, ha dado lugar a la induccién de diferenciacién osteo-
génica en dichos cultivos, manifestada por cambios morfo-
16gicos y expresion de marcadores de hueso, como fosfatasa
alcalina, coldgeno I, osteocalcina, deposicion de calcio, etc.

El uso combinado de dexametasona, B-GF y polvo de
MOD, ha permitido diferenciar dos poblaciones celulares
en los cultivos de MO de rata, una que crece y se diferencia en
la primera semana de cultivo y otra que lo hace en la segun-
da y tercera semanas. Cuando las células proceden de ani-
males viejos esta distincién desaparece paulatinamente,
mostrandose que s6lo la segunda de las poblaciones queda
con capacidad de induccién osteogénica. Con ello se de-
mostré que las células de MO con capacidad osteogénica
disminuyen selectivamente con la edad, viendo que esa po-
blacién puede ser amplificada in vitro e inducida a expresar
marcadores 6seos cuando se pone en contacto con factores
movilizados de la MOD>,

En un intento de hacer una catalogacién molecular de
las CMM en distintos estadios de cultivo a lo largo del lina-
je osteobldstico, Bruder et al han obtenido diferentes anti-
cuerpos monoclonales que reaccionan con la superficie de
las CMM humanas en diferentes estadios de dicho linaje®.
Los anticuerpos pueden usarse para localizar CMM vy su
progenie durante el desarrollo de huesos largos y del craneo.

A medida que se van aislando y caracterizando las mo-
léculas que participan en la osteogénesis, la mayoria de
ellas presentes en la MOD, usada indiscriminadamente co-
mo agente osteoinductor, tanto in vitro como in vivo, se va
diseccionando cuidadosamente el proceso. El TGF-81 y va-
rias BMPs son las mas estudiadas, aunque no siempre con
resultados coherentes. El efecto del TGF-1 sobre la dife-
renciacion osteobldstica in vitro es el que estd produciendo
resultados mds conflictivos y, a veces, contradictorios.

A finales de los afios ochenta una serie de trabajos de-
mostraban que el TGF-B1 puede tener un efecto estimulante
de la proliferacién y expresién de marcadores propios de di-
ferenciacion dsea, en diferentes tipos celulares cultivados in
vitro; otros demostraron su efecto contrario, es decir, inhibi-

cion de la expresion de fosfatasa alcalina, osteonectina y os-
teocalcina, asi como falta de efecto sobre la proliferacion
celular. Tampoco faltan trabajos que achacaron estos resul-
tados a un posible efecto bifasico del TGF-B no bien es-
tudiado o a diferencias en los resultados, probablemente
debidas a cambios en las condiciones de cultivo®. Nuestro
grupo® ha demostrado que el TGF-B1 tiene, sobre todo,
efecto mitogénico y formador de colonias sobre células de
MO cultivadas en geles de coldgeno, siendo escasa pero
apreciable la capacidad de esas células para expresar marca-
dores dseos. Estas capacidades del TGF-81 se magnifican
cuando se usa un TGF-B1 al que se le afiade un dominio
molecular de unién especifica al coldgeno I (TGF-31-F2).
Estas células expandidas e inducidas in vitro bajo el influjo
de este factor, llegan a producir tejido cartilaginoso y dseo
cuando se las implanta en animales en cdmaras de difu-
sion'° (fig. 5).

Las BMP-2 y BMP-7 (OP-1) han demostrado amplia-
mente su capacidad para promover diferenciacion osteo-
bléstica in vitro®™>%. En algiin caso se ha demostrado incluso
la existencia de dos poblaciones celulares en la MO cuando
se les aplica BMP-2 y dexametasona in vitro. Una de rapida
diferenciacion, y otra que precisa la exposicion a los facto-
res inductores durante mds tiempo. Estos resultados con-
cuerdan con nuestros trabajos®*3!, en relacion con la induc-
cién ejercida por las particulas de MOD sobre células de
MO**. Otras BMPs, sobre todo, BMP-3, 4 y 6, sin olvidar
otros FC (FGF, IGF y PDGF), han mostrado diferentes
efectos sobre osteoinduccion y diferentes tiempos de expre-
sién durante la reparacion 6sea®®,

El proceso regenerativo que subyace, por tanto, bajo la
osificacién o la regeneracion 6sea, es un proceso multimo-
dulado en el que las células osteogénicas responden a dis-
tintos factores y circunstancias, desde el estadio de células
madre multipotenciales. La direccién molecular de dicho
proceso y la profundizacion en el conocimiento del control
de la expresion genética para dichos factores son el futuro de
la aplicacién clinica de tales avances.

PERSPECTIVAS TERAPEUTICAS

Los conocimientos sobre la caracterizacidn, clonacion,
expresion y purificacion de varias BMP han propiciado su
utilizacién directa en casos clinicos concretos donde se ne-
cesita un estimulo osteogénico suplementario, con resulta-
dos dispares pero alentadores>*.

Esta aplicacién, no obstante, plantea problemas como
son la falta de control sobre el tiempo que la proteina admi-
nistrada permanece en la lesion, actividad de la misma y ne-
cesidad de células osteogénicas o los efectores ultimos de la
accién inductora en el lugar de aplicacidn.
Consecuentemente, en aquellos casos en los que la falta de
células sea el problema fundamental, la aplicacion directa y
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Figura 5. Capacitacion de células osteogénicas. (A) Construccion molecular de un TGF-BI recombinante humano con un dominio molecular de
unién al coldgeno I (rhTGF- BI-F2) expresado en E. coli. (B) Las células de médula dsea se cultivan in vitro para seleccionar y capturar las CMM,
amplificarlas e inducirlas hacia el linaje osteogénico, mediante factores de crecimiento y/o BMP. Cada recuadro representa un dia de cultivo; los
recuadros mds oscuros representan el cambio de medio. (C) Células de médula dsea cultivadas durante la fase de amplificacion (x 50; en fresco.
Contraste de fase). (D) Colonias mineralizadas al final del periodo de induccion. Las células fueron tratadas con rhTGF-BI-F2 (x 50; Von Kossa).
(E) Las células implantadas in vivo en cdmaras de Millipore forman nédulos con aspecto cartilaginoso (flecha grande) u osteoide (asterisco). Las
flechas pequeiias representan la envuelta fibrilar de los nédulos (pericondrio) (X 80; rojo sirio-hematoxilina). (F) Las células implantadas in vivo
en camaras de MOD forman trabéculas oseas tipicas (flecha grande), entre las que quedan espacios ocupados por tejido medular (circulos). El as-
terisco representa la pared de la camara (X 70; rojo sirio-hematoxilina). (G) A lo largo de los dias de cultivo el niimero de células evoluciona como
se expresa por la cantidad de ADN, segiin las condiciones de cultivo. Solo en presencia de rhTGF-P1-F2 se forman colonias, que indican un mayor
grado de diferenciacion.
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esporadica de factores osteoinductores no producird los re-
sultados esperados®'. Por ello, una linea de trabajo actual
con gran proyeccion futura consiste en el aporte de células
osteoprogenitoras a los lugares necesitados de reparacion,
bien directamente, o a través de un transportador, sin des-
cartar la posibilidad de inyeccidn sistémica en determinadas
condiciones.

A finales de los afios noventa se han empezado a utili-
zar de modo experimental las CMM cultivadas y manipula-
das ex vivo para su uso en reparaciones 6seas®?!'. Los avan-
ces mds significativos se han obtenido cultivando y multi-
plicando in vitro CMM procedentes de médula 6sea
embebidas en cilindros de hidroxiapatita (HA) de uno u otro
tipo y colocadas en defectos segmentarios.

Los resultados conseguidos por este procedimiento me-
joran a los obtenidos con la utilizacion directa de las BMPs
adsorbidas sobre HA, aunque, en cualquier caso, no se ase-
gure que €sta quede infiltrada de hueso nuevo tras 12 sema-
nas de implantacién. Ademds de estos resultados, parcial-
mente satisfactorios, debe tenerse en cuenta que, en muchas
de las situaciones en las que se producen defectos de la osi-
ficacion en la clinica humana, se dan también trastornos
metabdlicos generales o locales que se traducen, no sélo en
una falta de células osteocompetentes, sino también en una
deficiente presencia de factores bioactivos.

El conocimiento de todos los detalles celulares y mole-
culares de este proceso, unido al desarrollo del material os-
teoconductor apropiado para cada circunstancia, permitird
el avance de una auténtica bioingenieria tisular que ofrecerd
inmensas posibilidades terapéuticas.

Un futuro préximo serd el desarrollo de lo que hoy ya
es un hecho en otros campos, la terapia génica, adaptada a
las circunstancias propias de este caso. Es posible transfec-
tar (cambiar unos genes por otros) los cultivos de CMM ex-
pandidas (multiplicadas en su nimero), con genes especifi-
cos que tratan de sustituir un gen andémalo, como el de la
osteogénesis imperfecta, o reparar una funcién perdida en
estas células como puede ser la expresion de BMP o FC, co-
mo los B transformantes (TGF-f3), mediante la insercion del
gen activo o el fragmento activador correspondiente. La
reinyeccién de estas células modificadas en el mismo hués-
ped del que proceden podrd restablecer la disfuncion pade-
cida.

La terapia génica también puede aplicarse in vivo, por
ejemplo, en una fractura, transfectando las células in situ
mediante la introduccién directa del fragmento de ADN de-
seado en un vector, a través de una matriz activada, como el
coldgeno. Por este procedimiento el gen transfectado se in-
corpora al nidcleo de las células de la fractura, las cuales
transcriben la proteina para la que se introdujo el gen, ele-
vando localmente la concentracién de la misma. Este proce-
dimiento es menos eficaz que la transfeccion ex vivo, a la
vez que menos controlable, pero en ambos casos existen ex-
perimentos piloto que avalan sus posibilidades terapéuticas

a costes muchos mas bajos que la produccién de proteinas
recombinantes para su uso directo®®. El hecho de que las
células transfectadas permanezcan en el huésped poco tiem-
po (algunas semanas), lejos de ser un inconveniente como
lo es en otros tratamientos, en reparacion 6sea puede coinci-
dir con la desaparicién de su necesidad una vez concluido el
proceso.

Una mencion especial merece el uso de este procedi-
miento para el tratamiento de la osteoporosis. En la medida
en que esta es una enfermedad sistémica en la que se produ-
ce un desequilibrio entre formacién y reabsorcién dsea, en
perjuicio de la primera, se puede teorizar que el suministro
sistémico de células osteocapacitadas in vitro en tales enfer-
mos podria reacomodar la ecuacién dsea en el camino de la
normalizacién. Se trataria de cultivar las CMM del paciente,
multiplicarlas y osteoinducirlas ex vivo para reinstalarlas en
el enfermo con la esperanza de que repueblen el tejido dseo
del mismo. El descubrimiento de una secuencia peptidica de
la sialoproteina de hueso (BSP) mediadora de la unién espe-
cifica de los osteoblastos a la hidroxiapatita, podrd ayudar
en la orientacién de las células reinyectadas hacia el tejido
Gse0®.

Asi pues, seglin progrese nuestro conocimiento el pro-
ceso multirregulado de la reparacion 6sea podra ser remedia-
do con la aportacién de los factores bioactivos apropiados
en el momento pertinente. Una alternativa a la inyeccion di-
recta podria incluir la coleccién de MO, seguida de una se-
leccién, multiplicacion y estimulacién de sus CMM hacia la
via osteogénica, mediante FC y/o BMP in vitro. Estas célu-
las comprometidas pueden ser reimplantadas, con material
osteoconductor apropiado, en las dreas a reparar.

En humanos, mientras el nimero de células madre he-
matopoyéticas varia muy poco con la edad, el de CMM va-
rian enormemente; si en el recién nacido se encuentra una
CMM por cada 10.000 células de médula 6sea, a los 80
afios de edad, sélo se puede encontrar una por cada dos mi-
llones®. La respuesta a la implantacién de médula ésea des-
mineralizada decrece en ratas viejas, siendo estimulada por
la administracién de células osteoprogenitoras singénicas®.

El descenso de la actividad anabdlica observada en hue-
sos de individuos de mds edad no es debido tnicamente a la
incapacidad de los osteoblastos y sus progenitores a progre-
sar, puesto que éstos lo hacen en cultivo®*’. Con la edad
disminuye enormemente el nimero de células susceptibles
de diferenciacién osteobldstica, ademds de apreciarse una
cierta dificultad de progreso por falta de factores e incapaci-
dad de las propias células para responder a los mismos.

El aislamiento de CMM vy su tratamiento ex vivo con
TGF-B propicia una gran poblacién de células, que forman
colonias, cuya induccién a diferenciarse hacia el linaje osteo-
blastico mediante BMP llevaria a una poblacion de os-
teoblastos muy superior a la inicial, siendo ésta una forma
eficaz de promover la osteogénesis. Conocemos la capaci-
dad osteoinductiva de varias de ellas (BMP-2, 3, 4, 6 y 7)
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en distintas condiciones experimentales, su expresion du-
rante el proceso normal de reparacion dsea, pero ignoramos
la distribucién espacio-temporal de los factores en el proce-
so de regeneracion del hueso para actuar con precision.

En nuestro trabajo*®, de seleccién, amplificacion (multi-
plicacién) y diferenciacién de CMM basado en la accion de
morfégenos (sustancia quimica capaz de provocar una res-
puesta bioldgica) y en el cultivo de las células en geles de
coldgeno, hemos obtenido interesantes resultados utilizando
un FC modificado con un dominio molecular de unién espe-
cifica al coldgeno I, como es el TGF-81-F2 recombinante
humano para controlar mejor su tiempo de actuacion. De
nuestros resultados, se deduce que con el thTGF-81-F2 se
selecciona una poblacién celular que prolifera mds activa-
mente y forma colonias capaces de mineralizarse, y al im-
plantarlas in vivo dan lugar a cartilago y sustancia osteoide
en camaras de difusion, y a hueso en cdmaras de MOD!!
De aqui puede inferirse que lo que les falta a las células se-
leccionadas y amplificadas por el thTGF-81-F2, se lo aporta
la matriz 6sea desmineralizada y las BMPs. Parece 16gico,
por tanto, avanzar la hipétesis de la necesidad de seleccion
y amplificacién celular mediante thTGF-81-F2 y osteinduc-
cién con thBMP de forma sinérgica.

Una aplicabilidad inmediata de la ingenieria tisular a la
cirugia ortopédica y traumatologia del raquis podria centrar-
se en la consecucion de artrodesis en las inestabilidades. La
artrodesis posterolateral intertransversa (API) es el tipo de
fijacién intervertebral mds frecuente para la columna lum-
bar degenerativa, fendmeno que suele ocurrir en edades
avanzadas de la vida. El fracaso de la fusion alcanza el 35%
de no consolidaciones, y en la morbilidad de la zona donan-
te cuando se utiliza autoinjerto, lo cual llega a ocurrir en el
30% de los pacientes®®®,

La utilizacién actual de autoinjertos o aloinjertos en ci-
rugia raquidea presenta ventajas e inconvenientes. El aloin-
jerto permite disponer de una cantidad ilimitada, con riesgo
de contagio muy reducido. Sin embargo, el inconveniente
fundamental consiste en la incorporacion mucho mas lenta
y de menor cuantia que la que poseen los autoinjertos, sien-
do los injertos congelados en fresco atin mucho mds inmu-
nogénicos’™.

Como alternativas al autoinjerto se han probado experi-
mentalmente las BMP%7!, La combinacién de un material
osteoconductor, como el hueso desmineralizado, con un os-
teoinductor, como las BMP, se estd configurando hoy como
la base de esta nueva forma de estimular la osteogénesis, en
el caso de la artrodesis posterolateral”. El osteoconductor
ideal debe ser un material biocompatible, de ficil disponibi-
lidad, que no produzca compresion muscular debido a su ta-
maio, amoldable a la zona posterolateral de la columna y
capaz de permitir la rdpida invasion de células mesenquima-
ticas, reabsorbiéndose y remodelandose a medida que el
hueso neoformado va madurando®, entre otras razones por
el referido problema de espacio.

En clinica una alternativa consiste en instrumentar sola-
mente un lado e introducir el material promotor de la osteo-
génesis sin provocar asi compresiéon musculocutdnea. La
instrumentacion unilateral, sin embargo, presenta serios in-
covenientes, como la tendencia de la barra a romperse cuan-
do la instrumentacién se extiende hasta la regién lumbar,
con mayor frecuencia que cuando lo hace solamente a nivel
toracico”™.

Pero ademads del problema de espacio, los modelos ex-
perimentales actuales son muy incompletos y con disefios
metodoldgicos de escasa calidad”>”. Los estudios en cone-
jos no utilizan instrumentacién de osteosintesis, ademds rea-
lizan la fusion en un solo nivel, lo cual es excesivamente fa-
vorable dada la facilidad del conejo para la osteogénesis. La
baja edad del conejo y, por tanto, su proclividad a la osteo-
génesis tampoco sitda el experimento en condiciones de in-
ferir conclusiones’. No obstante, los estudios mds recientes
sobre experimentacion animal siguen esta linea’®.

Los trabajos en primates’” para estudiar la eficacia de la
rhBMP-2 administrada mediante un transportador, se reali-
zan sobre muestras muy pequefias. Por ultimo, los estudios
en humanos’ afiadiendo cerdmica como osteotransportador
no tienen en cuenta las variables para un tamafio muestral
adecuado, no disefan los grupos experimentales adecuada-
mente y se utiliza una combinacién de hueso autélogo con
aloinjerto a los que se afiaden bloques de cerdmica. Los
autores, en definitiva, concluyen que no es necesario afiadir
injerto de cresta ilfaca cuando se dispone de un transporta-
dor como la cerdmica de fosfato cdlcico bifédsico.

Asf pues, los planteamientos actuales para conseguir ar-
trodesis 0sea raquidea estdn enfocados a la combinacion de
instrumentacion junto con diversas formas de promover la
osteogénesis. Sin embargo, segun se ha dicho, la estrategia
mds adecuada sea anadir FC al foco de fusién y células ma-
dre en cantidad suficiente, capacitadas in vitro con FC que
las induzcan a diferenciarse en células osteoprogenitoras
con estabilidad primaria lo més rigida posible. La experien-
cia quirtrgica ha mostrado que las células fabrican hueso
sobre hueso, por lo cual es fundamental la preparacion meti-
culosa del lecho receptor. La posibilidad de transferir las cé-
lulas capacitadas en una suspension de coldgeno liquido,
poco inmunogénico, que gelifica a la temperatura corporal,
mezclado con fragmentos de material osteoconductor reab-
sorbible, previamente infiltrado también de las mismas cé-
lulas, parece interesante a priori.

La aplicacién de los FC como método de mejorar la os-
teointegracion estd poco estudiado en las artroplastias. Para
conseguir una fijacién duradera, en las artroplastias de ca-
dera y rodilla no cementadas, es necesario un proceso de re-
paracion 6sea donde, tras la estabilizacion mecénica del im-
plante mediante fijacién rigida (estabilidad primaria) apa-
rezca una fijacién suficiente consistente en una verdadera
fusion tisular entre el implante y el hueso, estabilidad se-
cundaria®®®2, Existen trabajos aislados, como los de Lind et
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al®, que evaldan los efectos de la OP-1 colocada en defec-
tos 0seos de 3 mm con y sin HA. La OP-1 aumenta la fija-
cién mecdnica de los implantes de HA sobre el coldgeno o
control, estimulando tres veces mds la osteointegracion y la
osificacién en el espacio, si se compara con el control, aun-
que no hubo diferencia con los tratados con matriz colagé-
nica.

PROBLEMAS METODOLOGICOS EN LA
TRANSFERENCIA DE RESULTADOS

Antes de plantear la transferencia de resultados de la in-
genierfa tisular 6sea a la clinica humana conviene establecer
tres aspectos fundamentales que no se deben olvidar.

1) Nivel celular y molecular. Segtin se ha expuesto, la
capacidad de regeneracion del tejido 6seo no depende de los
FC en sf mismos sino de las células osteoformadoras. Los FC
no forman hueso, sino que regulan la multiplicacién y dife-
renciacion de las células que por si, o mediante sus descen-
dientes, producirdn la sustancia osteoide. Por tanto, es mu-
cho mds importante para el resultado bioldgico la concen-
tracion definitiva de células osteogénicas que la presencia
de FC, aun siendo €sta importante para la accién de aquéllos.

Deben seguir buscdndose nuevas fuentes de FC de ac-
ceso mads facil y menos cruento que la MO. La singular ar-
quitectura del tejido 6seo propicia el desarrollo del mundo
de los materiales biosintéticos osteoconductores. Este cami-
no permitira no s6lo mejorar la reparacion 6sea de cualquier
etiologifa, sino que hard posible la «fabricacién» ex vivo de
piezas dseas de un determinado tamafio que serdn de gran
utilidad para afrontar reparaciones postraumadticas de cierta
extension.

2) Biomecanica y microambiente. La propia osteogéne-
sis necesita de las condiciones biomecdnicas adecuadas, no
debiendo obviarse conceptos actuales como osteosintesis ri-
gida, osteosintesis dindmica, estabilidad primaria, etc.
Dependiendo de estas condiciones, de las caracteristicas de
la fractura, del hueso en que se produce y de la edad, entre
otros factores, se liberan unos mediadores bioquimicos
u otros que llevaran a la formacion de hueso, cartilago o te-
jido fibroso, o lo que es lo mismo, a consolidacion, no con-
solidacion hipertréfica o no consolidacion atréfica.

Fabricar tejido con caracteristicas quimicas y citohisto-
l16gicas similares al hueso no es hacer hueso funcional sus-
ceptible de osteointegraciéon morfolégica y funcional. El
hueso es el resultado de la conjuncién eficaz de factores
biolégicos y fisicos. El conocimiento de estos dltimos preci-
sa de avances importantes para que el final del proceso de
reparacion sea en todo comparable a la situacion normal.
Uno de los detalles de este microambiente fisico-quimico lo
constituye la vascularizacién. La osteogénesis es altamente
exigente de angiogénesis. Sabemos mas de CMM, TGF-8 y
BMP que de angiogénesis; la ingenieria tisular no avanzard

suficientemente si no mejoramos nuestro conocimiento de
la vascularizacion. La biologia de las células endoteliales,
los pericitos y los FC implicados como el VEGF (Vascular
Endothelial Growth Factor) es otro campo que precisa ex-
pansion. La conjuncién de estas lineas de actuacion, células,
FC, biomateriales, angiogénesis y entorno fisico es funda-
mental. Por ejemplo, conocemos que la diferencia entre no
consolidacidn atréfica e hipertréfica es un problema bdsica-
mente de angiogénesis de los fragmentos. El control de la
vascularizacion es un campo de investigacion muy activo en
los dltimos afios, tanto por su importancia para la progre-
sion del crecimiento tumoral como para la viabilidad de in-
jertos variados. El bloqueo de VEGF en tumores o su acti-
vacion en injertos parecen, a priori, formas de control de
ambos procesos. Pero la promocién indiscriminada de uno u
otro parece inadecuada por la pérdida del control clinico del
proceso. Sin embargo, en lo que a la mejoria de la vascula-
rizacién de implantes o injertos dseos se refiere, creemos
puede abrirse una puerta experimental con posibilidades: el
uso de FC recombinantes (VEGF, FGF, etc.) con dominios
moleculares especificos que los conduzca y mantenga en un
lugar determinado®®. Asi, en nuestro grupo pretendemos
disponer de estos factores con capacidad de unién especifi-
ca al colageno Iy a la HA, lo que permitird su uso controla-
do en el tiempo y el espacio en lesiones 6seas o de otro tipo.

Estos aspectos bioquimicos de la vascularizacion estan
en relacion directa con la técnica de aplicacion de terapéuti-
cas como osteosintesis o artroplastias, donde se han ido desa-
rrollando técnicas instrumentales e implantes cada vez mas
respetuosos con la vascularizacién del hueso.

3) Diseilo epidemiolégico. Por dltimo, un aspecto esen-
cial en la transferencia de resultados bdsicos a la clinica es
su evaluacion, basada en el disefio epidemioldgico y esta-
distico adecuado de grupos de pacientes que confieran vali-
dez externa a dicha transferencia merced a la planificacién
de proyectos prospectivos.

Paraddjicamente, el auge de las ciencias bdsicas ha ve-
nido a mostrar que la validacion estadistica de los hechos,
como acreditacion de calidad de los resultados de investiga-
cion, ha sido ignorada a veces por la investigacion bdsica
sin que ello supusiera para ésta una rémora para su desa-
rrollo.

Al estar basadas las ciencias bésicas y clinica en el mé-
todo cientifico, parece necesario resolver el problema con-
ceptual que supone la ausencia de un procedimiento unitario
que compatibilice la aceptacion de las hipdtesis basico-ex-
perimentales y clinicas, haciendo necesario el que investiga-
dores basicos, cirujanos y epidemidlogos deban discutir
problemas de metodologia y resolver cémo la transferencia
de resultados bdsicos a la clinica se considerard exitosa o
fracasada.

4) Un ultimo aspecto que no debe obviarse es el de la
proyeccioén social que los hallazgos recientes estdn tenien-
do, lo que supone y supondrd, a buen seguro, una gran can-
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tidad de condicionantes de cardcter ético y legal, aun cuan-
do sean legitimas e incluso necesarias. Por un lado, la bus-
queda de células madre del adulto para propiciar los avan-
ces en medicina regenerativa, sin necesidad de acudir a las
células madre embrionarias, sean procedentes de clonacion
con fines terapéuticos, o de otro origen, posibilitara el avan-
ce sin condicionantes éticos o morales, y por otro, las célu-
las madre del cordén umbilical se presentan como una fuen-
te prometedora de estas células, con posibilidades de «ma-
nipulacién» ad libitum.
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