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PALABRAS CLAVE Resumen

Ceramica vitrea; Objetivo: Describir el desarrollo y caracterizacion de un material vitroceramico y la
Andamiaje; respuesta inicial de células madre mesenquimales adultas (MSC-A) aisladas de la medula
Células madre oOsea.

mesenquimales Material y metodologia: El material se obtuvo por calentamiento de un vidrio 55SiO,-
adultas; 41Ca0-4P,05 (mol/%) por el método sol-gel. Las células se aislaron por aspirados directos
Osteoblastos; de cresta iliaca de pacientes adultos jovenes. Se estudio el grado de adherencia,
Defecto 6seo proliferacion y diferenciacion a osteoblastos de las MSC-A sembradas sobre el material. La

diferenciacion celular se evalu6 mediante la produccion de osteocalcina y la pérdida del
marcador mesenquimal CD90. La proliferacion celular sobre el sustrato se realizo mediante
el ensayo de reduccion de sales de tetrazolio. El material sembrado se implanté en un
defecto critico realizado en fémur de conejo para valorar su capacidad osteorregenera-
dora, y se observd mediante TAC.

Resultados: Las MSC-A se adhirieron, expandieron, proliferaron y produjeron matriz
extracelular mineralizada sobre el material durante el tiempo en cultivo, al mismo tiempo
que mostraron fenotipo osteoblastico, e incrementaron la produccion de osteocalcina y la
pérdida de expresion de CD90. El material se reabsorbio parcialmente al final del estudio.
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Conclusién: El material es citocompatible, osteoconductor, bioactivo, con capacidad de
promover la diferenciacion de MSC-A a osteoblastos y la neoformacion dsea después de su
implantacion en asociacion con MSC-A; es una matriz adecuada para la regeneracion del
tejido oOseo.

© 2009 SECOT. Publicado por Elsevier Espafa, S.L. Todos los derechos reservados.

Bone tissue engineering. Design and development of biologically active vitroceramic-
based hybrid materials to be used as bone substitutes

Abstract

Purpose: To describe the development and characterization of a vitroceramic material as
well as the initial response of adult mesenchymal stem (MSCs-A) isolated from bone marrow.
Material and methodology: The material was obtained by heating glass with composition
in mol% 555i0,-41Ca0-4P,05 by a sol gel method. Cells were isolated from direct iliac crest
aspirates from young adult patients. An analysis was performed of the degree of adhesion,
proliferation and osteoblastic differentiation of MSCs-A seeded onto the material. Cell
differentiation was evaluated through the production of osteocalcin and the loss of the
CD90 mesenchymal marker. Cell proliferation on the substrate was performed using the
tetrazolium salt reduction method. The seeded material was implanted in a critical defect
caused in a rabbit femur in order to determine its osteogenerating capacity; CT
observations were carried out.

Results: MSCs-A se bound to the material, expanded, proliferated and produced
mineralized extracellular matrix on the material during the culture period. At the same
time, they showed an osteoblastic phenotype, increasing osteocalcin production and losing
CD90 expression. The material was partially resorbed at the end of the study.
Conclusion: The material is cytocompatible, osteoconductive, bioactive and has a
capacity to promote osteoblastic differentiation of MSCs-A as well as new bone formation
following its implantation in association with MSCs-A; an appropriate matrix for bone tissue

regeneration.

© 2009 SECOT. Published by Elsevier Espafa, S.L. All rights reserved.

Introduccion

Los sustitutivos dseos se estan disefiando y desarrollando a
partir de materias naturales y sintéticas, entre los que se
incluyen las ceramicas de fosfato calcico, los biovidrios (Bv)
y las vitroceramicas bioactivas (Vc)'=. Estos materiales son
biocompatibles, bioactivos y reabsorbibles en diverso grado,
con la capacidad de integrarse con el tejido 6seo receptor,
sin interposicion del tejido fibroso. Se utilizan en clinica, en
sustitucion del tejido dseo, para rellenar pequefios defectos
0seos o para incrementar el volumen de los injertos 6seos.
La posibilidad de aislar células progenitoras osteogénicas
adultas (células madre mesenquimales adultas [MSC-A]) ha
planteado nuevas estrategias para la regeneracion de éstos,
y tanto las ceramicas de fosfato calcico (hidroxiapatita [HA],
FTC y compuestos bifasicos) como las Vc y los Bv son capaces
de soportar la adherencia, proliferacion y formacion de
matriz extracelular por parte de células diferenciadas de
estirpe osteoblastica*® debido a las modificaciones que
presenta la superficie del material. No es de extranar el
interés por mejorar las propiedades osteogénicas de estos
materiales construyendo materiales hibridos mas activos
biolégicamente y sembrando diferentes tipos de células*®
para imitar la estructura y biologia del hueso.

Un compuesto o material hibrido en el que se combine
MSC-A alogénicas y una nueva matriz bioactiva en el sistema
Si0,-Ca0-P,05 puede alcanzar requerimientos precisos para
considerarse como un material osteoconductor, osteoinductor

y osteogénico. Para demostrarlo hemos disenado, desarro-
llado y caracterizado una matriz compuesta de
55-Si0,; 41-Ca0; 4-P,05 mol/% para comprobar in vitro si
las MSC-A son capaces de adherirse, proliferar y expresar
diferenciacion fenotipica osteoblastica sobre la matriz.

Material y métodos

El vidrio precursor 55% SiO,; 41% CaO; 4% P,0s (mol %) se
obtuvo mediante el método sol-gel®. El gel secado obtenido
se moli6 y se tamizd hasta obtener una fraccién de
particulas con tamafnos de entre 32 y 68 mm. Las piezas se
obtuvieron compactando 0,1g del gel seco por compresion
uniaxial (55MPa) seguida de presion isostatica (150 MPa) en
moldes de acero. Después, se calent6 el material a 1.100 °C,
durante 3 h. Finalmente, se obtuvieron discos de 4,8 mm de
diametro y 1,3mm de longitud para los estudios in vitro y
cilindros de 4,8 mm x 6 mm para los estudios in vivo. Las
fases cristalinas presentes fueron seudowollastonita (54%),
wollastonita (38%) y cristobalita (4%). Todas las piezas se
limpiaron aplicando aire a presion, lavadas varias veces en
PBS y se envasaron individualmente, antes de esterilizarse
con gas-plasma.

Las piezas se caracterizaron por difraccion de rayos X
(Microanalysis-Link-ISIS software JEOL 6400, New Brunswick,
Canada), microscopia electronica de barrido (MEB) (JEOL
6400, Microscope-Oxford Pentafet, New Brunswick, Canada)
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y porosimetria de mercurio (Autopore Il 9420, Micromeritics
Instrument, Norcross, GA, EE. UU.).

La bioactividad in vitro se evalué sumergiendo el material
en un fluido corporal simulado (SBF), durante 3 a 7 dias. La
morfologia del material, antes y después de la inmersion en
SBF, se analizd con MEB, espectroscopia de energia dispersiva
(EDS) y espectroscopia transformante de infrarrojos de
Fourier (espectrometro Nicolet NEXUS, Oxford, R.U.).

Preparacion y cultivo de las células madre
mesenquimales adultas

Las MSC-A se aislaron a partir de médula dsea por aspirado
directo de cresta iliaca de donantes voluntarios que habian
firmado previamente el consentimiento informado. Para el
aislamiento celular, el material aspirado se depositd en un
tubo que contenia heparina sodica (20U/1 ml de aspirado)
para su transporte al laboratorio. Se anadio Ficoll (1:1ml) y
se centrifugd a 1.800g, durante 30 min. Seguidamente, se
aspird el buffy coat y se deposito en un tubo al que se afadio
tampon fosfato (PBS, pH 7.4) y se centrifugd a 2.400g,
durante 10min (se repitio el procedimiento 3 veces). A
continuacion, se resuspendi6 en medio de cultivo alpha-
minimal essential medium (alfa-MEM) (Gibco, Invitrogen
Corporation, Carlsbad, CA, EE. UU.) suplementado con suero
bovino fetal (FCS) (Gibco) al 15% y antibioticos de rutina
(penicilina, 100 U/ml, y estreptomicina, 100 ug/ml) (Gibco).
Finalmente, tras estimar la viabilidad con azul tripan, se
sembraron las células a una densidad de 1,0 x 10°, en
frascos de cultivo de 75cm?, con 10ml de alfa-MEM
suplementado, y se incubaron a 37°C, en una atmdsfera
de CO, del 5% y el 95% de humedad relativa.

A los 7 dias se renovo el medio de cultivo; se eliminaron
de esta forma las células hematopoyéticas no adherentes y
se seleccionaron las MSC-A sobre la base de su capacidad
para fijarse al plastico de los frascos de cultivo. Una semana
después, cuando las células fueron confluentes, se subculti-
varon en una relacion 1:3, y se traté el frasco de cultivo con
tripsina al 0,25% y EDTA (0,02%), en PBS durante 5min. Una
parte de las células se congel6 en medio de cultivo con FCS
al 15% y DMSO al 10% para su posterior utilizacion en
diferentes ensayos, y otra parte se utilizo para caracterizar
las células y estudiar su comportamiento frente al material
asi como la posible diferenciacion a osteoblastos (OB).

Aislamiento y cultivo de osteoblastos

Los OB utilizados como controles en este estudio se
obtuvieron mediante el método de digestion enzimatica.
Pequeias muestras de tejido dseo esponjoso de 1—-2mm se
lavaron varias veces en PBS con antibioticos de rutina. A
continuacion, se incubaron durante 15min a 37°C con
colagenasa tipo x1 (1,25mg/ml en solucion de Hank). El
producto de la digestion se filtro a través de una malla de
100 um y se centrifugd, durante 10 min, a 200g. Las células
obtenidas se resuspendieron en medio de cultivo (DMEM y
Ham’s F12 1:1,10% de FCS y antibioticos de rutina), y se
tifneron con azul tripan para establecer su numero vy
viabilidad. El medio se renové cada 3 o 4 dias. La incubacién
se realizé a 37 °C en atmosfera del 7,5% de CO, y humedad
relativa del 95%. El primer subcultivo (Po) se realizd a los

7 dias en frascos de 25 cm? previa tripsinizacién, y se
utilizaron los 2 primeros subcultivos para la identificacion de
las células.

Los OB aislados se identificaron y caracterizaron por su
morfologia y caracteristicas de crecimiento con microscopia
de contraste de fase y MEB, ademas de por su capacidad de
mineralizacion (tincion de Von Kossa).

Para la caracterizacion y diferenciacion de las MSC-A
aisladas se utilizé un medio de crecimiento (MC) compuesto
por alfa-MEM suplementado con el 10% de FCS inactivado por
calor y antibidticos de rutina y se incubaron en condiciones
estandares. Posteriormente, se separaron de los frascos
mediante tripsinizacion y se sembraron para su caracteriza-
cion mediante microscopia dptica y MEB, expresion de CD90,
CD45 y osteocalcina (OC).

Para el estudio con microscopio electrénico de barrido de
la MSC-A, se sembraron 1 x 10° células en tubos Leighton y
se cultivaron en MC durante 15 dias. Se realizé el cambio de
medio cada 3 o0 4 dias. Posteriormente, las células cultivadas
se lavaron con PBS, se fijaron con glutaraldehido al 3% en
tampon cacodilato de 0,1 M durante 30 min a 4 °C. Se lavaron
y posfijaron en tetradxido de osmio durante 1h y se
deshidrataron a través de concentraciones crecientes de
etanol 30, 50, 70, 90 (v/v) con deshidratacion final en
alcohol absoluto, y se secaron mediante el método de punto
critico. Seguidamente, unas muestras se recubrieron con oro
y otras con carbono (para EDS) y se observaron con el
microscopio electronico de barrido. La superficie del
material también se analiz6 para evaluar la adherencia y
proliferacion celular, y se utilizd el mismo procedimiento
descrito.

Determinacion de la expresion de CD90 y CD45 por
las células madre mesenquimales adultas

Se utilizaron los anticuerpos CD90 y CD45 unidos a isocianato
de fluoresceina (BD Pharmingen, BD-Biosciences Europa,
Bruselas, Bélgica). Las células se separaron del frasco de
cultivo con tripsina/EDTA (0,25/0,25%) y se ajustaron a una
concentracion de 5 x 10° células/ml. De la suspension se
tomaron 100 ul, se ahadieron los anticuerpos y se incubaron
durante 15min; seguidamente, las muestras se analizaron
en un citometro de flujo Becton-Dickinson (modelo FACSort,
Oxford, R.U.) con laser de argon de 488 nm y 15 mw. Como
controles negativos se utilizaron la linea celular primaria de
OB humanos obtenida en nuestro laboratorio y la linea
celular Kato Il (ECACC, Salisbury, R.U.) de carcinoma
humano gastrico.

Produccion de osteocalcina

La produccion de OC se realizd en los sobrenadantes de
células MSC-A y OB cultivados, y se eliminé el FCS del medio
de cultivo 5 dias antes de realizar las determinaciones. La
presencia de OC se determiné mediante el Gla-type
osteocalcin EIA kit (Takara cat# MK111) (Reactiva SA,
Barcelona, Espaia); se aplicé el ensayo a todas las muestras
y a los estandares del kit por triplicado, y se utilizd la linea
de OB como control positivo.
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Estudio de la proliferacion de las células madre
mesenquimales adultas sobre el material

Se sembraron en placas de 96 pocillos; su fondo se cubrio
con agarosa al 0,6%, y sobre ella se colocaron los discos
sobre los que se sembraron las células. De esta forma, se
aseguroé que el incremento del nimero de células detectado
durante el estudio corresponderia Unicamente a las células
que crecian adheridas al material. Se sembraron 5 x 10°
células sobre cada disco, y a los 1, 7, 14, 21 y 28 dias se
estudio la adherencia y el crecimiento de las células, y se
determinaron el grado de recubrimiento mediante MEB vy el
incremento del nimero de células mediante el ensayo de
reduccion de sales de tetrazolio (XTT). Brevemente, a cada
pocillo se anadi6 XTT (concentracion final, 0,2 mg/ml) con
menadiona (concentracion final, 0,02mM) y se incubo
durante 4h. La absorbancia (OD) del medio de cultivo de
las células que crecen sobre el material y los controles
(crecimiento sobre el plastico) se midid6 a 450nm en un
lector de placas Lab System (mod. Multiskan MCC 340, Fisher
Scientific, Pittsburgh, PA, EE. UU.).

Al cabo de un mes, se midio la produccion de OC y la
expresion de CD90 y CD45 de las células cultivadas para
valorar una posible diferenciacion de las MSC-A a OB. Tanto las
medidas de la proliferacion celular sobre el material como las
determinaciones enzimaticas se realizaron por triplicado.

Disefio del estudio in vivo

Se utilizaron un total de 12 animales (conejo albino de
Nueva Zelanda) adultos y de ambos sexos, de un peso
aproximado de 3,5-4 kg, en los que se realizaron resecciones
segmentarias criticas en fémures derechos. El defecto se
rellend con el material hibrido y se estabilizo mediante un
fijador externo. En el fémur contralateral se realizd el
mismo defecto sin rellenar como grupo control.

Los animales se distribuyeron aleatorizadamente en 3
periodos de estudio establecidos (1, 3 y 6 meses), y se
asignaron 4 animales a cada grupo. Permanecieron en jaulas
individuales, comieron y bebieron ad libitum, y se contro-
laron las condiciones ambientales segun el protocolo
establecido por la Comisién de Etica y Uso y Cuidado de
Animales de Laboratorio de la Universidad de Murcia.

El implante se preparé mediante la asociacion de MSC-A 'y
el material objeto de estudio. Las células en cultivo
correspondientes al segundo pase (P2) se despegaron del
frasco utilizando tripsina-EDTA al 25% durante 5min en
incubacion, seguidamente centrifugadas a 1.000g/10 min y
resuspendidas en MC; al mismo tiempo, el material se
sumergio en FCS y se incubo durante 30 min. Las células se
sembraron sobre la superficie del material por pipeteo
directo (1 x 10* células/cm?) y se cultivaron en condiciones
estaticas durante una hora antes de anadir el medio de
cultivo. El implante hibrido se mantuvo en incubacioén una
semana antes de su implantacion en el defecto 6seo.

La técnica anestésica se llevd a cabo siguiendo el
protocolo establecido (ketamina de 50mg/kg, i.m.; clor-
promacina de 10mg/kg, i.m.) con profilaxis antibiotica
(amoxicilina de 20mg/kg, i.m.) en dosis Unica. El dolor
postoperatorio se controlé mediante la administracion de
acido tolfenamico (0,1mg/kg, s.c.), cada 12h durante

2 dias. Se expuso el fémur derecho a través de un abordaje
lateral directo sobre el tabique intermuscular cuadriceps y
biceps femorales isquiotibiales; el primero se rechazé
anteriormente y los segundos se rechazaron posteriormente.
Se desperiostizo la diafisis desde 1cm distal del trocanter
mayor y 1cm proximal del epicéndilo lateral. Realizamos
hemostasia cuidadosa con electrobisturi. Se implant6é un
clavo proximal en la base del trocanter mayor, y otro distal,
en las inmediaciones del epicondilo. Seguidamente, con la
plantilla, se implantaron los 2 clavos restantes. A continua-
cion, se reseco un segmento 6seo critico, 1,5cm en el tercio
medio diafisario, incluyendo el periostio, mediante minisie-
rra circular e irrigaciéon continua. El espacio resultante fue
lavado repetidas veces con suero fisiologico. A continuacion
se adapto el fijador y se implanto el material hibrido en el
defecto; se fijaron los componentes del fijador, con lo que se
aseguro la alineacion y la estabilidad. Finalmente, se cerro
por planos con material de sutura reabsorbible (Vicryl® 3/0
y Vicryl-Rapid®™ 3/0). Los animales se sacrificaron previa
sedacion (ketamina, 10mg/kg, i.m.) con una sobredosis de
thiopental por via intracardiaca.

Estudio radiografico

Se obtuvieron radiografias simples y TAC de los especimenes,
desprovistas de partes blandas adheridas, en los diferentes
periodos de estudio.

Estudio anatomopatologico

Las muestras obtenidas se fijaron inicialmente en formol
neutro al 10%; seguidamente, se descalcificaron (TBD-1) y
deshidrataron en alcohol a concentraciones crecientes, vy,
finalmente, se incluyeron en parafina y se tineron con
hematoxilina-eosina y tricromico de Masson.

Analisis estadistico

Se aplico un analisis de variancia (ANOVA) de medias
repetidas para valorar la significacién estadistica de los
resultados. Valores de p<0,05 se consideraron significativos
para los estudios in vitro. Los datos, después de aplicar una
transformacion logaritmica natural, cumplian las condicio-
nes de homocedasticidad y esfericidad requeridas para el
analisis.

Resultados

Caracterizacion del material

El material mostro que la fase cristalina fue seudowollasto-
nita, wollastonita, fosfato tricalcico y cristobalita. La
formacion de una capa apatita sobre la superficie del
material después de la inmersion en SBF fue un indicador de
bioactividad in vitro. A los 3 dias de inmersion, la superficie
del material se recubrid con una neocapa de pequefios
agregados de aspecto cristalino, tamafno que se incremento
a los 7 dias de inmersion. El analisis mediante EDS mostré un
incremento del contenido de calcio y fosforo y una
disminucion del contenido de silicio, mientras que en el
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espectro de infrarrojos se observaron nuevas bandas
correspondientes a grupos fosfato (fase apatita) y una
disminucion de las bandas de seudowollastonita debida a
la solubilizacién de esta fase.

Caracterizacion e identificacion de las células
madre mesenquimales adultas

Las células adherentes aisladas a partir de aspirados de
médula Osea e inicialmente consideradas como MSC-A
mostraron, al principio (24-48h), una morfologia variable
fusiforme, bipolar o tripolar cuando crecian a baja densidad,
que maduraron con el tiempo hasta crecer en monocapa.
Después del primer subcultivo y en los sucesivos, las células
volvieron a crecer de forma uniforme en el fondo de la placa
sin formar colonias.

Los OB aislados de tejido 6seo esponjoso, utilizados como
control de diferenciacion, presentaron un tamafo mayor,
con una morfologia generalmente tripolar, con largas
prolongaciones citoplasmaticas y un crecimiento caracte-
ristico en multicapas, que formaron nodulos que crecian de
forma radial y en cuyo centro se observaban acimulos de
material refringente. Este material se identifico posterior-
mente como depositos de calcio (tincion de Von Kossa). Con

Figura 1

el microscopio electronico de barrido, las MSC-A mostraban
un aspecto aplanado, alargado y en ocasiones poligonal con
variables y extensas prolongaciones citoplasmaticas, y en su
superficie exhibia espiculas y pequeios nédulos. Mas tarde,
cuando el cultivo fue confluente, crecieron en multicapa y
las células adoptaban una morfologia fusiforme con tenden-
cia a orientarse en la misma direccion con abundantes
filopodias e interconexiones celulares.

Las MSC-A, en MC durante 15 dias, apenas mostraron
niveles de OC. Sin embargo, los OB utilizados como control
produjeron niveles apreciables de OC en el mismo medio.

Las células adherentes obtenidas de aspirado de médula
Osea, inicialmente consideradas como MSC-A, fueron posi-
tivas para el CD90 (CD90+) y fueron negativas para el
anticuerpo hematopoyético CD45 (CD45-), lo que indicaba
que estas células presentaban antigenos de membrana
caracteristicos de células madre mesenquimales (MSC).
Tanto las células Kato Ill como los OB fueron CD90—.

Crecimiento de las células madre mesenquimales
sobre el material

En el ensayo con XTT, los valores de absorbancia detectados
a las 24h fueron muy bajos, e indicaron que el nimero de

Microfotografia con microscopia electronica de barrido (MEB) de las células creciendo sobre la superficie del material que

muestran: A) a las 24 h en cultivo; B) adherencia firme de las células por medio de extensiones citoplasmaticas; C) a los 7 dias; Dy E) a los
21 dias, ocupando los espacios intercelulares; F) aspecto granular a los 21 dias (barra: 200, 20, 20, 10, 300 y 20 um, respectivamente).
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células que inicialmente se adhirieron al material era
escaso. Sin embargo, el crecimiento de aquellas células
que fueron capaces de fijarse fue progresando de forma
exponencial. Mediante MEB (fig. 1) vimos que en las
primeras 24h de cultivo varias células se habian adherido
de forma aislada o constituyendo pequenos grupos dispersos
a la superficie de aspecto rugoso del material. Esta
adherencia fue firme por medio de multiples digitaciones
citoplasmaticas (filopodios) que se desplegaban sobre la
superficie del material, lo que aumento el area de contacto
con el material. A los 7 dias, las células se expandieron y
propagaron, y llegaron a formar acimulos dispersos por la
superficie; se observd alguna interconexion citoplasmatica
entre ellas. Después de 2 semanas en cultivo, las células
siguieron proliferando e incrementando su nimero, y en
determinadas areas eran patentes pequenos depositos de
matriz fibrilar extracelular. A los 21 dias, las células se
hicieron confluentes: adoptaron una morfologia fusiforme y
en ocasiones formaban multicapas y mostraban un mayor
nimero de interconexiones asi como abundante matriz
extracelular; llegaron a cubrir la totalidad de la superficie
de los discos. Ademas, la superficie celular mostraba un
aspecto granulado debido a la presencia de abundantes
nodulos de aspecto blanquecino que emergian de la
superficie.

Al finalizar el ensayo del crecimiento de las MSC-A sobre
el material, se realizaron determinaciones de OC y CD90 y

CD45 para determinar si se habia producido algin efecto
funcional o diferenciador en las células.

Las células que crecieron sobre el material presentaron
mayores niveles de OC que las células que crecieron sobre
el plastico y utilizaron el mismo medio de cultivo, por lo
que intuimos que el material indujo la produccion de OC en
las MSC-A.

Los resultados obtenidos mediante CMF mostraron que la
expresion de CD90 se redujo considerablemente (18,9%) en las
células que crecieron sobre el material respecto a las células
que crecieron sobre plastico en las mismas condiciones.

A los 16 dias, las MSC-A cultivadas en tubos Leighton
produjeron MEx en forma de una red fibrilar que ocupa los
espacios intercelulares; ademas, se identificaron depositos
de material granular de aspecto blanquecino incluidos en la
trama fibrilar.

Estos hallazgos, junto con la expresion de OC, la
presencia de matriz mineralizada y la pérdida progresiva
del marcador CD90, podrian ser datos suficientes para
afirmar que las MSC-A han realizado un proceso de
diferenciacion, y muestran un fenotipo osteoblastico.

Modelo experimental in vivo

Todas las heridas curaron sin complicaciones, y no se
observaron signos de infeccion incluso en aquellos especi-

Figura 2 Microfotografia con microscopio optico: A) al mes, (Hematoxilina eosina [HE], 200 x ); B) cortical dsea, médula osea y
porcion periférica del implante (tricromico de Masson, 312,5 x ); C) callo periférico en formacion (tricromico de Masson, 250 x );
D) a los 3 meses (HE, 400 x ); E) tejido 6seo en el interior del implante (HE, 500 x ); F) trabéculas neoformadas dentro del poro
(T. Masson, 400 x ); G) a los 6 meses (tricromico de Masson, 200 x ); H) reabsorcion del material implantado y sustitucion parcial por
tejido 6seo en uno de sus extremos (HE, 500 x ); 1) ganglio linfatico regional con adenitis cronica reactiva (HE, 125 x ).
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menes que murieron sin causa aparente o que se sacrificaron
debido a otro tipo de complicaciones.

Histologicamente (fig. 2), al mes de evolucion observamos
la conservacion del material implantado que mostro
fenomenos de colonizacion de la médula Odsea
hematopoyética hacia el interior del material implantado,
que en algunas zonas llega a contactar originando un patrén
reticulado. Alrededor del implante, la médula oOsea
adyacente mostraba multiples focos de neoformacion 6sea
con depositos de osteoide y trabéculas 6seas neoformadas
que ocupaban casi todo el perimetro del material. En la zona
del defecto dseo, se observaron fenomenos de regeneracion
oOsea caracterizados por acumulos de tejido de granulacion
con depositos irregulares de material osteoide y osificacion
endocondral que delimitan el perimetro del material
implantado, asi como fenémenos de remodelacion parcial.

A los 3 meses, los fenomenos de colonizacion eran mas
extensos, asi como las areas de neoformacion oOsea con
presencia de abundantes depositos de osteoide y trabéculas
Oseas neoformadas tapizadas por numerosos osteoblastos.
Fendmenos que se observaban con mayor detalle con la
técnica de tricromico de Masson.

Finalmente, a los 6 meses, el defecto esta practicamente
relleno de tejido 6seo neoformado, aunque no totalmente
remodelado. En cuanto al material, destacan las areas de
reabsorcion y sustitucion por tejido dseo neoformado que
alcanza su maxima intensidad en sus extremos.

No anotamos respuesta adversa de tipo inflamatorio asi
como formacion de capsula fibrosa que delimite al material
implantado del tejido 6seo adyacente, ni otros tipos de
alteraciones patologicas asociadas. Observamos adenopatias
regionales que microscopicamente correspondian a adenitis
cronica reactiva caracterizada por hiperplasia folicular
cortical con intensa histiocitosis sinusal.

En la TC a las 4 semanas, el material implantado aparecio
como un elemento cuboideo de elevada densidad en el
interior del defecto 6seo rodeado por una linea radiolucida.
A los 3 meses, el material implantado se podia observar con
una densidad similar a la del tejido dseo. Se observo una
neoformacion o6sea voluminosa periférica que sobrepasaba
los limites del defecto.

A los 6 meses, vimos un callo 6seo hipertrofico que
rellenaba todo el defecto sin evidenciar la formacion de
hueso ectépico. Por el contrario, en el defecto 6seo control
solo se observo una limitada neoformacion 6sea en sus
extremos y una ausencia de reparacion désea en su interior.
En los cortes tomograficos transversales aparecieron lineas
trabeculares de densidad calcio que desde el tejido 6seo
adyacente se dirigian hacia el interior del implante. El
implante en el interior del defecto dseo presentaba cambios
en su forma y una disminucién de su tamafo desaparecié su
disposicion reticular.

Discusion

La sustitucion del tejido o6seo mediante técnicas de
ingenieria tisular implica el uso de matrices biocompatibles,
osteoconductoras y bioactivas que favorezcan la adherencia
y el crecimiento celular in vitro, para posteriormente
trasplantarse en el defecto que se va a reparar. Parte de
los materiales han demostrado su capacidad de influir en la

adherencia, proliferacion y diferenciacion de un modo muy
variable, debido a las caracteristicas dinamicas o reactivas
de su superficie, lo que permite la liberacion de iones Ca, P,
Si, Na, Mg cuando entran en contacto con los fluidos
biolégicos y puede influir en la respuesta celular'®,

El material desarrollado para este estudio presenta una
composicion de 55Si0; 41Ca0; 4P,05 (mol/%) y mostro una
rapida bioactividad in vitro relacionada con la formacion de
una capa de apatita en su superficie, a los 3 dias de
inmersion en SBF?'%'3, Esta capa es esencial para la union
quimica primaria del material en el tejido dseo receptor
después de implantarse. De igual modo, la capa apatitica
formada junto con la liberacion idnica de Si, Ca, P, Na al
medio puede afectar a la respuesta celular'" "' al igual
que la alcalizacion del medio, causada por la liberacion
de Na.

La produccion de OC es un marcador bioquimico de uso
frecuente en la determinacion de la funcionalidad de los OB,
al igual que la produccion de fosfatasa alcalina y colageno
tipo 1. Sin embargo, la produccion de OC es una caracte-
ristica exclusiva de los OB, y se considera el procedimiento
mas sensible y especifico a diferencia de la produccion de
fosfatasa alcalina y colageno 1, que también son producidos
por fibroblastos y otros tipos celulares. Por este motivo, la
produccion de OC fue el criterio utilizado en nuestro estudio
para controlar el proceso de diferenciacion de MSC-A
aisladas de médula o6sea a OB, y se utilizaron como control
positivo una linea celular primaria de OB aislada a partir de
tejido dseo esponjoso'” y la linea Kato Ill. Para valorar su
produccion, tanto las MSC-A como los OB aislados se
cultivaron en MC. En esta situacién, los OB produjeron
espontaneamente cantidades apreciables de OC; por el
contrario, las MSC-A no fueron capaces de hacerlo ni en los
primeros subcultivos ni después de 2 meses en cultivo. Pero
cuando las MSC-A se cultivaron sobre el material, se observo
un incremento en la produccion de OC, lo que indico que
expresaban fenotipo osteoblastico. Este hecho se acompané
de la pérdida paulatina de la expresion del marcador CD90
caracteristico de las MSC-A. Sobre la base de estos
hallazgos, podemos asumir que el material ejerce por si
mismo un cierto efecto inductor de la diferenciacion
osteoblastica de las MSC-A. Este efecto podria estar
favorecido por la liberacién de iones de Si, Ca y P al medio
y también por el incremento del pH'?, que influirian en la
actividad enzimatica intracelular, de modo similar al control
genético que algunos Bv ejercen sobre el ciclo celular de los
0B, lo que favorece la expresion de genes que regulan la
osteogénesis y la produccion de factores de crecimien-
to'®1°. El mecanismo por el que el material objeto de
estudio induce la diferenciacion de las MSC-A a OB se
investigara en futuros trabajos.

La capacidad de las células de producir matriz minerali-
zada y nodulos de mineralizacion es un aspecto importante
para destacar, en cuanto al disefio y desarrollo de materiales
para la regeneracion ésea.

En nuestro estudio, al igual que en el de Vrouwenvelder
et al?, las células que crecieron en presencia del material
fueron capaces de producir, aunque no de forma uniforme,
pequenos depdsitos de mineral con contenido Ca-P, identi-
ficados mediante tincion histoquimica de Von Kossa y
microanalisis-EDS, tanto en el interior de la matriz como
en las proximidades de las células. La matriz mineralizada
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producida por las MSC-A cultivadas sobre el material,
asociada a la produccion de OC y a la pérdida del marcador
CD90, apoya la interpretacion de que las MSC-A fueron
diferenciandose hasta presentar un fenotipo osteoblastico
inducido por el material. La formacion de nddulos de
mineralizacion basicamente esta considerada como el
resultado final del proceso de diferenciacion a 0B22",

Las células que crecieron sobre el material, inicialmente,
mostraron una forma aplanada, digitaciones citoplasmaticas
y una membrana celular homogénea. Con el tiempo en
cultivo, algunas de éstas mostraban en la membrana celular
algunas irregularidades a modo de pequefos granulos.
Ademas, las células presentaban abundantes filopodias y
conexiones intercitoplasmaticas, caracteristicas similares a
las observadas por Vrouwenvelder et al?°, que las describie-
ron como caracteristicas de los OB. Las células exhibieron
una buena adherencia sobre la superficie del material,
favorecida por la forma expandida que exhibian y por sus
abundantes filopodias. Estas observaciones son similares a
las descritas para los OB sembrados sobre ceramicas de HA,
titanio y Vc por parte de diversos autores'’20-22,

Para valorar la capacidad de proliferacion, las MSC-A se
sembraron sobre el material, y para obtener datos precisos
al respecto se anadio agarosa al fondo de los pocillos para
evitar la adherencia y el crecimiento de las células en los
espacios entre el disco y las paredes del pocillo. Los
hallazgos en los diferentes periodos del estudio mostraron
una buena adherencia de las células sobre la superficie del
material, dada la forma desplegada que exhibian. Este
hecho, en coincidencia con Vitale-Brovarone et al??, tiene
lugar en un primer momento y es previo a la proliferacion y
diferenciacion. Las células crecieron de forma exponencial,
si bien en los primeros momentos su crecimiento fue algo
mas lento debido al periodo de adaptacién al medio.

En cuanto a la citocompatibilidad del material, tanto la
adherencia como la produccion de OC son datos para
considerar a la hora de valorar esta propiedad. En nuestro
estudio, el hecho relevante de observar tanto una excelente
adherencia y proliferacion celular asi como un incremento
de la producciéon de OC constituye un indicador de
biocompatibilidad.

Entre un considerable nimero de grupos de investigacion
en el campo de los biomateriales han disefado y aplicado
para su evaluacion preclinica diversos modelos de defectos
Oseos segmentarios en diferentes especies animales. Para
poder comparar los diferentes estudios y tomarlos como
base para desarrollos posteriores, y especialmente con
vistas a su traslacion a la clinica, es esencial que tanto el
modelo animal como el dispositivo de fijacion, la técnica
quirurgica, el método de cuantificacion, etc. sean aspectos
estandarizados. En esta nueva disciplina emergente, la
ingenieria de tejidos, los principios generales se centran en
la asociacion de células con un andamiaje o matriz (natural
o de sintesis) para conseguir un material hibrido mas
bioldgico, implantable en el defecto que se va a reparar.
Sin embargo, si revisamos la literatura médica podemos
darnos cuenta de que la mayoria de los modelos preclinicos
utilizados para el estudio de defectos 6seos criticos no estan
suficientemente descritos y estandarizados debido a que
cuando se selecciona un modelo animal (rata, conejo, oveja,
perro, minicerdo, etc.) no se tienen en consideracion
diversos factores relacionados con analogias fisiologicas y

fisiopatoldgicas del humano (edad, sexo, microestructura
Osea, tasa de metabolismo, etc.). Aunque todos ellos
aportan un nimero de ventajas e inconvenientes, creemos
que la eleccion del modelo debe ajustarse para dar
respuesta a una cuestion concreta, sin infravalorar otros
factores, como coste, mantenimiento, manejabilidad, ta-
mano esquelético, viabilidad, aceptacion social, tolerancia
a la cautividad, estabulacion, etc. En nuestro estudio hemos
elegido al conejo albino Nueva Zelanda por ser el mas
utilizado, después de la rata, en estudios de reparacion-
regeneracion oOsea en publicaciones mas destacadas de
nuestra especialidad?®. Recientemente, diferentes prepara-
dos (FTC, hormonas, MSC, polimeros, etc.), desarrollados
por ingenieria tisular, se han utilizado para la regeneracion
de defectos 6seos diversos (tibia, fémur, clubito, radio) en
diferentes especies, razones por las que es dificil contrastar
nuestros resultados®*2¢. No obstante, hoy todos coincidimos
en que para la formacion del tejido dseo se requiere: a) una
fuente de MSC multipotenciales capaces de diferenciarse a
0B; b) factores de crecimiento (proteinas osteoinductoras)
que conduzcan a estas células a emigrar sobre el defecto,
proliferar y diferenciarse a OB; c) una matriz reabsorbible
que soporte la adherencia y migracion de estas células
dentro del defecto, y d) la formacion de una red vascular en
el tejido neoformado (angiogénesis).

En cuanto al tipo celular utilizado en este estudio,
Arinzed et al?® y De Nicola et al?’ demostraron que las
MSC-A alogénicas no provocan respuesta inmunitaria adversa
cuando se han implantado en defectos 6seos, y no precisan
tratamiento inmunosupresivo; indican en sus estudios que
las MSC son capaces de suprimir la proliferacion de las
células T, ademas de no expresar moléculas de la clase .
Estas caracteristicas las convierte en reguladoras de la
respuesta inmunitaria; en ocasiones, se han utilizado de
modo experimental, para mejorar la supervivencia de los
aloinjertos®®. Esos hechos confieren cierta confianza a la
hora de disenar este tipo de materiales hibridos. Histoldgi-
camente, hemos observado una cantidad sustancial de hueso
neoformado tanto en las porciones periféricas del implante
como en el interior de sus poros, superiores a las
encontradas en los defectos sin tratar. Al igual que
observaron Bruder et al**, a los 3 meses del estudio el
defecto implantado practicamente se habia rellenado con
tejido 6seo que creci6 de un modo hipertroéfico, y sobrepaso
los limites del defecto. No hubo evidencias de formacién de
hueso ectopico. No se observo reaccion inflamatoria adversa
durante todo el tiempo del estudio.

El hecho de que los implantes estén inmersos en amplias
zonas de la medula 6sea y que la supervivencia de las MSC-A
en el lugar de su implantacion sea superior a las 4 semanas,
como han demostrado Gazit et al?’, nos evidencia que el
material promovid el proceso de diferenciacion de la MSC-A
a OB productores de tejido d6seo, y no se descarta la
posibilidad de que ejerza un efecto directo sobre otras
células osteoprogenitoras periféricas incluidas entre las
poblaciones celulares de la medula 6sea. Nuestro disefio
experimental no nos ha permitido cuantificar el nimero de
células que finalmente crecieron sobre el material antes de
su implantacion en el defecto, aunque su crecimiento tuvo
un caracter exponencial con el transcurso del tiempo.

Aparentemente, el tejido 6seo neoformado se inici6 tanto
en la periferia del defecto como en el interior de éste,



Ingenieria tisular del tejido 6seo. Disefio y desarrollo de un material hibrido para reparacion 6sea 67

concretamente en las proximidades del material, lo que
corrobora el efecto osteoinductor sobre las MSC-A v,
probablemente, sobre otros progenitores celulares de la
medula 6sea hematopoyética. El proceso de reabsorcion del
material se inici6 en la superficie de éste, aunque no llegd a
ser completo al final del estudio; éste fue uno de los
inconvenientes de este material.

La eleccion de la matriz adecuada para soportar la
adherencia y proliferacion de las MSC sigue siendo un tema
sujeto a discusion. No obstante, los materiales basados en
sistemas Ca-P y con una relacion proxima a la fraccion
mineral del tejido dseo (1:67) corresponden a la matriz mas
utilizada. Sin embargo, muestran una dudosa actividad
osteinductora capaz de iniciar la diferenciacion hacia
células de estirpe osteoblastica. Por otra parte, la baja tasa
de reabsorcion, sobre todo de la HA, podria limitar a largo
plazo el éxito tanto de estos materiales como de los
bifasicos, principalmente si guardan una relacion 65:35 a
favor de la HA. En este sentido, se precisaria ampliar
los estudios centrados en otras proporciones mas a favor
del FTC.

En nuestro trabajo hemos desarrollado una estrategia
diferente para la reparacion de defectos 6seos, que incluye
la implantacion directa de MSC-A alogénicas sembradas
sobre una matriz porosa bioactiva y osteoinductora, y esta
Ultima propiedad es lo que la hace novedosa con respecto
a otras.

El material testado en este estudio ha mostrado exce-
lentes propiedades en cuanto a grado de bioactividad e
histocompatibilidad. Ademas, ha sido capaz de proporcionar
un ambiente adecuado para soportar la adherencia, la
expansion y la proliferacion de MSC-A. Durante el tiempo en
cultivo con el material, las MSC-A expresaron un fenotipo
osteoblastico caracterizado por la produccion de OC,
produccion de matriz extracelular mineralizada al mismo
tiempo que se detecto la pérdida de expresion del marcador
CD90. La diferenciacion de MSC-A alogénicas a OB tuvo lugar
por el efecto osteoinductor del material sobre las células.

En el estudio in vivo, el material hibrido desarrollado fue
capaz, después de su implantacion, de regenerar la pérdida de
sustancia 6sea de un defecto critico segmentario realizado en
fémur de conejo.
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