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PALABRAS CLAVE Resumen

Células madre; Objetivo: Obtener continuidad 6sea en un modelo experimental de reseccion segmentaria
Cultivo en la diafisis del fémur mediante tratamiento con células mesenquimaticas indiferenciadas
tridimensional; comprometidas al linaje osteogénico.

Factores de Material y método: Se obtuvieron células mesenquimaticas indiferenciadas a partir de médula
crecimiento oOsea de ratas Wistar singénicas, se diferenciaron al linaje osteogénico y se embebieron en blo-
transformador-beta ques de hidroxiapatita. Se implantaron en una reseccion segmentaria en la diafisis del fémur, que
1; se sintetizd con una placa de 1,5 mm de grosor. Se calcularon distribuciones binomiales estable-
Morfogenética ciéndose un grupo experimental y 3 de control, constituidos por 8 elementos cada grupo. Grupo

I, relleno con aloinjerto; grupo i, con hidroxiapatita; grupo i, con hidroxiapatita embebida con
células osteocomprometidas; grupo v con células osteocomprometidas mediante cultivo tridi-
mensional. Se realizo estadistica descriptiva con distribucion de frecuencias mediante la prueba
de Fisher, considerandose significativo el valor de p <0,05.

Resultados: El grupo 1 present6é buena consolidacion, sin rotura de placas. El grupo i1 mostro
tejido fibroso y rotura de todas las placas. El grupo i mostro tejido 6seo, pero en todos los
casos se rompieron las placas. El grupo v mostré consolidacion sin rotura de placas.
Conclusion: La terapia mediante células mesenquimaticas indiferenciadas en cultivos tridimen-
sionales produce tejido 6seo y asegura una estabilizacion mecanica permanente. Limitaciones:
antes de la inferencia humana es necesario realizar el experimento en grupos con mas elemen-
tos.
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Osteogenic in vitro training of bone marrow mesenquimal cells for application in
segmentary bone resections

Abstract

Objective: To achieve bone continuity in an experimental model of segmental resection of
femur bone by applying a treatment with committed to osteogenic bone linage mesenchymal
stem cells.

Material and method: Bone marrow mesenchymal stem cells, obtained from syngeneic Wistar
murine, were committed into osteogenic lineage and embedded within a hydroxipatite block.
They were implanted in an experimentally created diaphyseal femur resection model. The
diaphysis was synthetized with a 1.5 mm thick plate. In order to calculate binomial distributions,
we stablished one experimental and 3 control groups of 8 elements each: Group |, filling the gap
with allograft; group 1, filling with a hydroxyapatite block without cells; group 1, filling with the
hydroxyapatite block embedded with committed cells, and group v, with the hydroxyapatite
embedded with osteoinduced cells in a 3 dimensions TRAP culture. Descriptive analysis was
performed by frequency distribution and Fisher statistic test. Level of statistical significance

Results: Group | presented good bone consolidation and no plate breakage. Group Il showed
fibrous but non-bone tissue, with rupture of all plates. Group Il showed bone tissue in all cases,
but the plates broke in all of them, while in group v bone consolidation was achieve without

Conclusion: Cell therapy with mesenchymal stem cells, trained in a 3 dimensions cell culture,
produces bone tissue and ensures the permanence of the mechanical stabilization performed in
a segmental resection model. Limitations: A study with a larger sample size is necessary before

© 2020 SECOT. Published by Elsevier Espana, S.L.U. All rights reserved.

Morphogenetic
was considered at P<.05.
any plate rupture.
planning the human inference.
Introduccion

En EE. UU. se utilizan anualmente mas de 200.000 casos
con aloinjertos'. La falta de morbilidad del sitio donante,
el éxito general de los resultados y la disminucion de los
tiempos quirtrgicos hacen del aloinjerto una alternativa
atractiva al autoinjerto?*. Sin embargo, los altos costes y
los riesgos como la transmision viral hacen del aloinjerto un
sustituto imperfecto®.

La ingenieria tisular se presenta como una alternativa a
los autoinjertos y aloinjertos para la obtencion de hueso con
el objetivo de llevar a cabo alguna accién terapéutica®.

El desarrollo de un sistema de cultivo de células de
médula 6sea (MO) en un gel de colageno permite aislar,
amplificar e inducir hacia el linaje condroosteogénico una
poblaciéon de células que expresan marcadores de tales teji-
dos in vitro y forman cartilago y hueso ectopicos cuando se
las implanta in vivo®.

En modelos animales de osteogénesis, se ha demos-
trado que la administracion de factores de crecimiento
transformador-beta 1 (TGF-B1) estimula la actividad de los
osteoblastos, provocando la formacion de nuevo tejido dseo,
y que estan influidos por el estado de diferenciacion de las
células diana, las citocinas del microambiente y las condi-
ciones del cultivo®.

Como fuente celular para la formacion de tejido osteo-
cartilaginoso se utilizan las células madre mesenquimales
(MSC) indiferenciadas o pluripotentes’. Estas células, en
virtud de algunos estimulos con mediadores moleculares,

pueden diferenciarse a un fenotipo osteocondroide, entre
los que se encuentran la utilizacion de un medio de cultivo
sin suero o la adicion de dexametasona, ascorbato, TGF-B
o las proteinas morfogenéticas de hueso (BMP), siendo el
método de cultivo tridimensional a alta densidad uno de los
mas empleados para este fin®°.

Las MSC deben cumplir una serie de condiciones: ser
adherentes en cultivo plastico, ser capaces de diferenciarse
a hueso, cartilago y grasa, y ser fenotipicamente positivas
para CD105, CD73 y CD90, y negativas para CD45, CD34,
CD11b, CD14, CD79a y HLA-DR',

Las BMP fueron identificadas originalmente por Urist
como componentes organicos encontrados en la matriz 6sea
que podrian inducir la formacion de hueso ectépico''. La
BMP-2 es una de las citocinas osteoinductoras mas potentes
y se ha demostrado que aumenta la formacion de cartilago y
hueso. La TGF-B1, en combinacion con BMP-2, mejora fuer-
temente la formacion de hueso ectoépico, con un volumen
o0seo resultante 5 veces mayor que el inducido por BMP-2 en
modelos animales'?.

La utilizacion en cultivos experimentales de factores
con dominios de unién al colageno nos permite controlar
selectivamente el proceso de cultivo celular y, de manera
especifica, la linea condroosteogénica’.

A partir de MO de muridos se puede seleccionar en
cultivo, mediante la adicion adecuada de rhTGF-B1-F2 y
rhBMP-2, una poblacion celular que expresa marcadores de
diferenciacion osteogénica y que presentan capacidad de
formar hueso ectopico in vivo. En nuestro conocimiento,
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no existen estudios publicados en la bibliografia internacio-
nal donde se haya empleado la capacitacion celular aqui
determinada, ni su asociacion con un biomaterial como la
hidroxiapatita (HA), como elemento terapéutico en la repa-
racion de fracturas en huesos largos'.

Entre los materiales de mayor interés para reconstruir
defectos 6seos se encuentran los biomateriales ceramicos,
debido a sus reconocidas propiedades osteoconductivas,
biocompatibilidad, capacidad de biodegradacion, disponibi-
lidad cuantitativa ilimitada y condiciones apropiadas para
ser empleados como moldes para la ingenieria de tejidos. A
este grupo pertenece la HA coralina'.

El objetivo de este estudio es evaluar, mediante un estu-
dio prospectivo, la utilidad de las MSC, procedentes de MO,
capacitadas in vitro y adsorbidas en piezas de HA, tras su
implantacion en resecciones segmentarias de fémur. Este
objetivo general se concreta en una posible inferencia a las
poblaciones humanas aquejadas de situaciones clinicas en
las que se precisa promocion osteogénica.

Material y métodos

Pretendemos llevar las células capacitadas in vitro para
reponer pérdidas importantes de hueso, en concreto en
resecciones segmentarias de fémur. Se pretende aplicar una
técnica de ingenieria tisular, con MSC cultivadas y osteoin-
ducidas en un modelo biomecanico de fractura con defecto
6seo de 5 mm, en un fémur de murido, estabilizando la frac-
tura segun el principio de neutralizacion, con una placa de
osteosintesis y rellenando el defecto alternativamente con
aloinjerto, bloque de HA o HA con MSC osteoinducidas en
cultivo convencional y en cultivo tridimensional con gel de
colageno.

Hemos utilizado ratas por ser un modelo viable para
implantar placas de osteosintesis, con un modelo de resec-
cion femoral de 5mm, que ya se ha demostrado en la
literatura que no consolida espontaneamente.

Obtencion y procesamiento de la médula ésea

Como fuente de MSC se utiliz6 la MO obtenida de ratas Wis-
tar singénicas hembras de 8 semanas de edad (Charles River,
Barcelona, Espaia), sacrificadas para la extraccion de sus
fémures. Una vez en el laboratorio de cultivos celulares,
las muestras en condiciones de esterilidad y frio se pasa-
ron a un nuevo medio de cultivo alpha-MEM con antibioticos
(100 pg/ml de penicilina G [Sigma], 50 ng/ml de gentami-
cina [Sigma] y 0,3 ng/ml de anfotericina B [Flow-ICN]). A
continuacion, la MO se disgregd mediante repetidos pipe-
teos, centrifugandose a 1.800 rpm durante 5 min.

Aislamiento y cultivo de las células

Los cultivos se realizaron en placas de 48 pocillos (Falcon®) a
una concentracion de 2 x 108 células/pocillo/ 150 ml de cola-
geno. Las placas de cultivo se llevaron al incubador (37°C)
durante 30 min para permitir la formacion de geles de cola-
geno. Finalmente, sobre los geles se anadieron 200 ul de
medio de cultivo bajo en suero por pocillo, conteniendo
el factor de crecimiento (este se omitio en la situacion

control). El medio de cultivo se renovo cada 3-4 dias,
anadiendo factor de crecimiento fresco. Todos los cultivos
se mantuvieron en una atmosfera con 95% de aire y 5% de
CO,, a 37°C de temperatura y 100% de humedad relativa.

En el caso de los cultivos tridimensionales, durante los
10 primeros dias las células se cultivaron a muy baja con-
centracion de suero (0,5% FBS), en el denominado periodo
de seleccioén, con el propdsito de eliminar la mayor parte
de las células de la linea hematopoyética. La presencia del
rhTGF-B1-F2 permite mantener viva de manera selectiva la
poblacion de células madre osteoprogenitoras que se pre-
tendieron seleccionar.

En el dia 11 de cultivo se inici6 el periodo de amplifica-
cién e induccion, que consiste en cambiar a medio de cultivo
completo (10% FBS) durante 7 dias. En los 3 Ultimos dias de
este periodo, se anadio el rhBMP-2 (50 ng/ml, R&D Systems)
en vez del rhTGF-B1-F2, para aprovechar la capacidad de
induccion osteogénica de aquel factor. Asimismo, se anadio
dexametasona 10-8 M (Sigma) y beta-glicerofosfato 2 mM
(Sigma) (fig. 1). Mediante citrometria de flujo se identifica-
ron los distintos marcadores de superficie que permitieron
identificar y aislar MSC, como CD29, CD44, CD73, CD90,
CD105, CD166, HLA-l y STRO-1 (fig. 2).

Andlisis bioquimico

Al final del periodo de seleccion (10 dias de cultivo) se rea-
liz6 un analisis bioquimico, para la determinacion de ADN en
los geles de colageno, a fin de conocer el nimero de célu-
las y las mediciones de fosfatasa alcalina, una enzima de
mineralizacion de la ruta de diferenciacion preosteoblas-
tica, asi como de osteocalcina, una enzima especifica de
diferenciacion osteoblastica.

Tras el periodo de amplificacion e induccion (7 dias mas
de cultivo) se volvid a realizar un analisis bioquimico de ADN
y fosfatasa alcalina en los geles de colageno. La osteocalcina
se midio en los geles y también en el medio de cultivo, pues
en este momento el nivel de osteocalcina, como proteina
soluble que se libera al medio, debia ser suficientemente
elevado como para ser detectado.

Para las muestras procedentes del TRAP fue necesario
disgregar el gel de colageno para liberar las células. Esto se
realizé incubando con el mismo volumen de colagenasa al
0,05% durante 10min a 37°C. Transcurrido este tiempo se
paré la reaccion con DMEM, anadiendo el doble del volumen
usado de colagenasa (Gibco®). En este punto, las muestras
se pueden congelar a —20°C hasta el momento del analisis.

Implantacién celular

En el caso de los cultivos adherentes, y una vez alcanzada la
semiconfluencia indicada, las células se despegaron y trans-
firieron a otros frascos de cultivo en idénticas condiciones a
las descritas anteriormente, hasta alcanzar un pase de cul-
tivo 1 (cultivo primario), que es el utilizado para implantar.

Respecto a los cultivos tridimensionales, transcurridos los
17 dias de cultivo se procedio a la implantacion de las células
en los muridos (periodo de implantacion). Una vez libera-
das las células de los geles de colageno, se centrifugaron a
500 rpm durante 10 min, se contaron y se resuspendieron en
medio de cultivo sin suero.
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CONTROL

TGF-B1-F2

TGF-B1-F2 + BMP-2

Figura 1  Morfologia celular tridimensional de la matriz de
colageno al final del periodo de diferenciacion (dia 16). (a) Los
cultivos de control en ausencia del factor de crecimiento. (b)
Los cultivos de células en presencia de rhTGF-B1-F2. (c) Los
cultivos de células en presencia de rhTGF-B1-F2 y el pulso de
rhBMP-2.

Figura 2 Completada la reseccion segmentaria de la diafisis
femoral, implante de aloinjerto y estabilizacion con placa de
osteosintesis de 1,2 mm.

Grupos experimentales

Se usaron ratas Wistar (Charles River, Barcelona, Espana)
de 15 semanas de edad y 300g de peso, distribuidas en
4 grupos experimentales de 8 animales. Se les realizo el

procedimiento quirGrgico utilizando, para reponer el
segmento resecado, segmentos equivalentes de hueso alo-
génico (de otro elemento singénico), mantenidos a —80°C.

Grupo I: se les realizé el procedimiento quirtrgico utili-
zando, para reponer el segmento reseccionado, segmentos
equivalentes de hueso alogénico (de otra rata singénica),
mantenidos a —80°C.

Grupo lI: se les realizo el procedimiento quirdrgico, utili-
zando segmentos equivalentes de HA de 2 x 5 mm (Prosteon®
500R, Interpore, Zimmer Biomet, Warsaw, IN, EE. UU.), y un
tamano de poro de 500 .

Grupo Ill: se les realizd el procedimiento quirlrgico
utilizando segmentos equivalentes de HA, previamente
adsorbidas las MSC en cultivo primario, siendo 2,4 x 10°
células por bloque de biomaterial.

Grupo IV: se les realizo el procedimiento quirdrgico
utilizando segmentos equivalentes de HA de 2 x 5mm, pre-
viamente adsorbidas de células capacitadas por el TRAP
sinérgico (rhTGF-B1-F2 + rhBMP-2), 2,4 x 10° células por blo-
que de biomaterial.

En los 4 grupos, los elementos se identificaron marcando
la oreja derecha o la izquierda, realizando de uno a 4 agu-
jeros.

Técnica quirurgica

Una vez anestesiados los animales de experimentacion, se
posicionaron en decUbito lateral derecho y se procedi6 a
rasurar la zona a incidir ?lateral al fémur izquierdo? para
realizar un acceso anterolateral entre el vasto lateral y el
biceps femoral, con diseccion por planos y hemostasia, lle-
gando a la diafisis femoral. Con una microsierra oscilante a
2 cortes, se procedié a extraer un segmento de hueso de
5mm. A continuacion, se procedi6 a implantar el segmento
de aloinjerto previamente tallado o el bloque de HA, en su
caso. Posteriormente, se estabilizo el sistema con una placa
de osteosintesis de 1,2mm vy 4 tornillos (TIT Profyle®, Stry-
ker Orthopedics, Mahwah, NJ, EE. UU.). Seguidamente, se
procedio al cierre de la herida por planos, utilizando grapas
estériles para la piel. Los animales de experimentacion reci-
bieron metamizol en su agua potable para el tratamiento
del dolor en los dias posteriores, alojandolos durante 12
semanas en condiciones y nutricion estandares. Tras ello,
fueron sacrificadas y se obtuvieron todos los fémures para
su estudio histologico en el laboratorio.

Estudio radiografico

Tras el procedimiento quirlrgico se tomaron radiografias
a intervalos de 4 semanas, hasta un total de 12 semanas,
tiempo que se considera suficiente para evaluar una posible
regeneracion 6sea en este modelo animal. Se reflejo si hubo
o no rotura de la placa de osteosintesis en todas las ratas.

Tratamiento de datos y analisis estadistico

Para calcular el tamafo muestral se utilizo un proce-
dimiento de calculo de distribuciones binomiales, el
Binomial Power Calculations de la Universidad de Cali-
fornia, Los Angeles, a través de su portal de Internet
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Figura 3  Estudio radiografico de fémur derecho murino a las
12 semanas del implante femoral con HA (grupo 1) y estabili-
zacion mediante placa de osteosintesis y 4 tornillos. La placa
aparece rota (x12).

(http:/ebook.stat.ucla.edu/calcual.../b-2arcsine/b-
2arscine-samp.htlm). Se aceptdé una potencia de 0,80
(probabilidad de aceptacion de la hipotesis alternativa
siendo cierta) para distintos porcentajes de éxito del
procedimiento experimental. Se realizo un analisis descrip-
tivo mediante distribucion de frecuencias. Se compararon
los grupos (1 vs. u, 1 vs. i, 1 vs. Iv) segin variables de
formacion de hueso, consolidacion y tipo de consolidacion,
mediante el estadistico de Fisher, y estableciendo el nivel
de significacion estadistica en p <0,05.

Tinciones

Todas las muestras histologicas se trataron con estas tincio-
nes para la identificacion de cartilago y hueso.
Hematoxilina y eosina.
Picrosirio.
Tricromico de Goldner.

Resultados

No se observé ninguna complicacion como infeccion o necro-
sis cutanea.

En el grupo 1 se observo radiolégicamente una buena
osteointegracion, sin ningin fracaso biomecanico, a la duo-
décima semana en todos los elementos. La estadistica
descriptiva muestra un 100% de consolidacion y un 100% de
integridad de la placa de osteosintesis.

En el grupo 11, a la duodécima semana se produjo un fra-
caso biomecanico en todos los casos, con rotura de todas
las placas de osteosintesis. Histologicamente se observo un
tejido fibrdtico en todas las muestras, caracteristico de
una no consolidacion (fig. 3). Hubo diferencias significati-
vas entre los grupos 1y i1 en relacion con la consolidacion
(test de Fisher, p=0,002).

En el grupo m, se aprecié un comportamiento biologico
satisfactorio, con formacion de tejido 6seo intercalado con
tejido fibroso en todas las muestras, a diferencia del grupo
i, en el que fueron todas con tejido fibroso. Histologica-
mente, en todas las muestras se observd tejido osteoide.
Sin embargo, los resultados biomecanicos mostraron un fra-
caso de las osteosintesis, pues se rompieron todas las placas,
sin formacion suficiente de hueso para obtener una con-
solidacion plena del defecto dseo; la respuesta bioldgica
no fue suficiente. En el estudio estadistico descriptivo no
hubo diferencias entre el grupo 1y el i en relacion con la

Figura 4 Estudio radiografico de fémur derecho murino a
las 12 semanas del implante femoral con HA + MSC capacitadas
mediante el TRAP (grupo Iv), y estabilizacion mediante placa
de osteosintesis y 4 tornillos. Se observa consolidacion en el
lado medial de la union HA-hueso receptor del huésped, y no
consolidacion en el lado lateral (x12).

Figura 5 Estudio histoldgico a las 12 semanas del implante
femoral con bloque de HA + MSC capacitadas mediante el TRAP
(grupo 1v). Se observa el tejido 6seo neoformado con matriz
madura (rojo claro) flanqueada por evidentes lineas cementan-
tes, asi como laminas de osteoide (rojo intenso) con osteocitos
atrapados. Tincion con tricromico-Goldner (x200).

formacion de hueso, pero si en relacion con la consolidacion
(test de Fisher, p=0,002). La imagen radioldgica es pobre en
hueso.

En el grupo v se observo consolidacion histologica de los
defectos tanto con picrosirio como con tricrémico de Gold-
ner. Radiograficamente, a las 12 semanas no se encontro
ninguna rotura de las placas de osteosintesis, por lo que
biomecanicamente se consideré un modelo estable, e his-
tolégicamente hubo mayor cantidad de hueso que en los
otros grupos. No se encontraron diferencias significativas
entre el grupo 1y v (test de Fisher, p=0,002) (figs. 4 y 5).
Radioldgicamente presenta imagen de consolidacion rica en
hueso.

Discusioén

Existen defectos 6seos tras diversos procedimientos quirur-
gicos y ninguno de los métodos de regeneracién es 6ptimo
hoy en dia.

La HA se ha probado con eficacia en un modelo sub-
cutaneo en ratas de experimentacion. En este estudio
experimental, todos los discos de HA mostraron forma-
cion de hueso en el interior de las areas de los poros,
como demuestran los cortes histoldgicos descalcificados
y la microtomografia’®. Segin nuestros resultados, la
combinacion de MSC e HA se podria utilizar como un
excelente sustituto de injerto 6seo debido a sus propie-
dades mecanicas y la capacidad de formacion de hueso'’.
Li et al."”® usaron como trasportador un composite de
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nanohidroxiapatita, colageno y sulfato calcico. Se implant6
el constructo junto con rhBMP-2 en un defecto critico en
el condilo femoral de un conejo. Los resultados radioldgi-
cos y las tinciones histologicas indicaron que se produjo mas
hueso nuevo en el grupo del rhBMP-2.

En nuestro estudio se utilizé un modelo de reseccion
segmentaria en fémur de rata, con un defecto de 5mm,
que se ha demostrado un defecto critico que no consolida
espontaneamente’®.

Warzecha et al.?%, utilizando también un modelo de
reseccion segmentaria en fémur estabilizado con placa de
osteosintesis de 1,0mm y tornillos de 1,3mm, utilizan el
trifosfato calcico y la BMP-2, y obtienen un buen modelo
biomecanico para el estudio de la estimulacion osteogénica.

También se han descrito varios métodos de fijacion para
estabilizar un defecto 6seo en el fémur de la rata, utili-
zados habitualmente en la practica clinica; entre ellos, las
placas de osteosintesis, los enclavamientos endomedulares
y la fijacidon externa®'. La decision de estabilizar el defecto
6seo con una placa de osteosintesis se debe a que presenta
mayor estabilidad y confortabilidad?>?*. Con este modelo
se puede ocupar el defecto 6seo de 5mm con el bloque
de HA con o sin células. Ferreira et al.?*, en un modelo de
reseccion segmentaria en fémur de ratones no tratados con
células, observaron que todos los casos desarrollaron una no
consolidacion.

Las MSC se han aislado y caracterizado a partir de mues-
tras de MO de muchas especies, incluyendo el ser humano,
el conejo, la rata, la oveja, la cabra, el mono, el perro
y el cerdo, a través de su union preferencial a las super-
ficies plasticas de cultivo celular?. Friedenstein et al.?®
establecieron las normas de cultivo de MSC de la cobaya
en virtud de la capacidad de las MSC para unirse a matrices
de plastico, utilizando el método original para otros cul-
tivos de MSC procedentes de MO de diferentes animales,
incluidos los humanos. En nuestro trabajo, las células de
MO se sometieron a un periodo de cultivo de 10 dias a muy
baja concentracion de suero (periodo de seleccion) con el
proposito de eliminar la mayor parte de las células de la
linea hematopoyética. La presencia del rhTGF-B1-F2 per-
mitié mantener viva de manera selectiva la poblacion de
células madre osteoprogenitoras que se pretendio seleccio-
nar. El medio de cultivo se renovo cada 3-4 dias, afadiendo
factor fresco. La caracterizacion fenotipica de las célu-
las del cultivo celular adherente o primario se consigue
mediante citometria de flujo, constatando que las células
estan en fase activa G0/G1, y como marcadores fenotipicos
son positivos CD29, CD73, CD105, CD166, HLA-I y STRO-1, y
negativos, CD34, CD45 y CD44. Esto es constante en todos
los cultivos primarios?’.

La TGF-B y sus factores relacionados, incluyendo BMP y
activinas, regulan diversos procesos celulares, tales como
la proliferacién, la diferenciacion, la apoptosis y la forma-
cion de matriz extracelular durante la embriogénesis. La
senalizacion de TGF-B esta mediada por 2 tipos de recepto-
res transmembrana serina/treonina cinasa, de tipo 1 (ALK5)
y de tipo 11, que forman un complejo heteromérico. En este
complejo de senalizacion, el TGF-B se une al receptor de
tipo 1 (TGFBR2), fosforilando el de tipo i fosforilan y acti-
vando al receptor ALK5. EL ALK5 activado induce las cascadas
de sefalizacion a través de vias Smad-dependientes y Smad-
independientes. En la via Smad-dependiente, el complejo de

TGF-B-receptor activa Smad 2/3, mientras que el complejo
de BMP-receptor activa Smad 1/5/8%.

Chen et al.?’ describen en una revision la importancia de
las TGF-B/BMP en la sefalizacion de una gran cantidad de
procesos celulares, siendo crucial durante toda la vida. Las
TGF-B/BMP actlan en la formacion del hueso en los mamife-
ros. La transduccion de sefales por las TGF-B/BMP se realiza
especificamente a través de una via Smad-dependiente
(TGF-B/BMP ligandos, receptores y Smads) y otra Smad-
independiente (via activada por mitdgenos proteina cinasa
p38).

En este trabajo se usa una rhTGF-B1-F2; la particularidad
de la molécula F2 es por la afinidad a unirse al colageno, por
lo que se intensifica su accion en el medio. La secuencia de
ADNCc que codifica la region carboxi-terminal de la rhTGF-31
se ha disenado para incluir un decapéptido de alta afinidad
de unién a colageno derivado del factor de von Willebrand*°.

Las BMP han demostrado, en estudios en animales y en
humanos, su capacidad para la osteoinduccion. En nuestro
modelo usamos la rhBMP-2. Ademas, se ha publicado que el
TGF-B1 en combinacion con BMP-2 aumenta fuertemente la
formacion de hueso ectdpico, y el volumen de hueso resul-
tante es 5 veces mayor que la inducida por BMP-2 sola’'.

En el presente estudio hemos tratado de caracterizar adi-
cionalmente las células derivadas de MO, aislandolas en el
sistema de cultivo de gel de colageno tridimensional con la
exposicion a una nueva proteina de fusion TGF-B1 recom-
binante humana (rhTGF-B1-F2), disehada para contener un
dominio auxiliar de union al colageno. La combinacion de
rhTGF-B1-F2 y rhBMP-2 ha mejorado la diferenciacion de
las MSC hacia el linaje osteogénico, y el cultivo completo o
TRAP, teniendo en cuenta que en el cultivo primario no se
anade pulsos de rhBMP-2. También hay que tener en cuenta
el uso en la fase la induccion del cultivo, durante los 3 ulti-
mos dias, tanto en el cultivo primario como en el TRAP, de la
adicion dexametasona (10-8 M) y beta-glicerolfosfato (2 mM)
como osteoinductores inespecificos. Pasados los 17 dias las
células se despegaron, contaron e implantaron en los gru-
pos 1 y v, respectivamente. En el grupo m, con reseccion
segmentaria de fémur estabilizada mediante placa de osteo-
sintesis de 1,5 mm, ocupando el defecto 6seo con un bloque
de HA de 5mm, con 2,4 millones de células osteoinduci-
das en cultivo primario. Y en el grupo v, con 2,4 millones de
células osteoinducidas en el TRAP, es decir, con la conjuncion
de la rhTGF-B1-F2 y la rhBMP-2.

Conclusiones

Las células madre mesenquimales, capacitadas in vitro en
cultivos tridimensionales con geles de colageno, expresan
marcadores de diferenciacion osteogénicos tipicos. El grupo
I consiguié consolidacion en todos los fémures, y biome-
canicamente fue estable, sin rotura de ninguna placa de
osteosintesis. El grupo 11 se comporté como una no-union
con tejido fibroso, con fracaso biomecanico por rotura de
todas las placas de osteosintesis. El grupo i presenté for-
macion de hueso, pero no consolidacion del defecto, con
fracaso biomecanico por rotura de todas las placas de
osteosintesis. ELl grupo v ha desarrollado consolidacion, pro-
piciada por la madurez del tejido osteocondral neoformado.
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Biomecanicamente los resultados fueron satisfactorios, con
un modelo estable sin ninguna placa de osteosintesis rota.

La ingenieria tisular con cultivos celulares osteoinduci-
dos nos ofrece una posibilidad de obtener tejido 6seo para
la practica clinica en Traumatologia, dada la gran cantidad
de enfermedad ortopédica y traumatoldgica que demanda
tejido oseo.

Limitaciones del estudio

El tamano muestral es pequeno, dada la dificultad de la
investigacion y los altos costes del estudio experimental.
También hay que tener en cuenta la dificultad de la inferen-
cia de estos resultados a poblaciones humanas, necesitando
corroborarse con estudios clinicos prospectivos.

Nivel de evidencia

Nivel de evidencia x.
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