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Objetivo. Estudio de la respuesta in vitro de osteoblastos
humanos frente a una cerdmica porosa de hidroxiapatita pa-
ra su consideracién como matriz en ingenieria tisular.
Material y método. Se han aislado caracterizado y cultivado
osteoblastos humanos. Se sembraron sobre discos del mate-
rial y sobre pldstico (control) y se ha estudiado mediante
técnica de reduccidn de la sal de tetrazolio su adherencia,
extension y proliferaciéon. Se comprob6 sus caracteristicas
funcionales, determinando la produccion de fosfatasas alca-
linas, osteocalcina, coldgeno I y mineralizacién in vitro.
Resultados. Las células se adhirieron y crecieron sobre la
superficie del material, y en el interior de los poros. A las
24 horas se adhirieron el 20% de las células sembradas,
mientras que en el control lo hicieron el 95%, ademas, se
observé un crecimiento mas lento. La produccién de fosfa-
tasas alcalinas, osteocalcina y coldgeno I por las células que
crecieron sobre la cerdmica fue positiva y en similar rango
que los controles.

Conclusiones. Los osteoblastos colonizaron la cerdmica de
forma mas lenta que el control, mantuvieron su fenotipo y
produjeron matriz extracelular. El ensayo de reduccién de
las sales de tetrazolio (XTT) fue satisfactorio para cuantifi-
car la proliferaciéon de osteoblastos sobre la cerdmica. El
modelo utilizado permite cuantificar y observar la funciona-
lidad in vitro de osteoblastos en respuesta a ceramicas de hi-
droxiapatita.

En funcién de los resultados obtenidos el material utilizado
en el estudio puede ser considerado, en el campo de la inge-
nieria tisular, como una matriz adecuada para soportar el
crecimiento de osteoblastos humanos.
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In vitro growth kinematics of human
osteoblasts on porous hydroxyapatite ceramics

Purpose. To study the in vitro response of human osteoblasts
when in contact with porous hydroxyapatite ceramics, with a
view to considering them a matrix for tissue engineering.
Materials and methods. Human osteoblasts were isolated,
characterized and cultured. They were seeded onto discs
made of HA and onto a plastic material (control) and their
adhesiveness, extension and proliferation were studied by
means of a tetrazolium salt reduction test. Their functional
characteristics were examined in order to determine the pro-
duction of alkaline phosphatases, osteocalcin, collagen I as
well as in vitro mineralization.

Results. The cells adhered to and grew onto the material’s
surface and inside its pores. Within 24 hours, 20% of see-
ded cells had adhered; in the control group this percentage
was 95% and the growth was slower. The cells growing on-
to the ceramics were found to produce alkaline phosphata-
ses, osteocalcin and collagen in amounts similar to those in
the control group.

Conclusions. Osteoblasts colonized the ceramics at a lower
pace than plastic; they also retained their phenotype and ge-
nerated extracellular matrix. The tetrazolium salt reduction
test served the purpose of validating the proliferation of os-
teoblasts on the ceramics. The model used makes it possible
to quantify and observe the in vitro functionality of osteo-
blasts in their response to hydroxyapatite ceramics.

On the basis of the results obtained, the material used in the
study can be considered, in the field of tissue engineering, a
suitable matrix to support the growth of human osteoblasts.

Key words: cell cultures, bone cells, osteoblasts, calcium
phosphate ceramics, porous hydroxyapatite.
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Para la moderna cirugia reconstructiva, hoy dia, sigue
siendo un desafio la reconstruccién de defectos 6seos como
consecuencia de traumatismos, tumores, infecciones, mal-
formaciones, etc. La necesidad de iniciar la regeneracion
del hueso para restaurar esas deficiencias ha llevado, en es-
tas ultimas décadas, al desarrollo de diferentes métodos y
materiales biocompatibles (metales'?, ceramicas*®, polime-
ros® y compuestos’®).

Es en el campo de la Cirugia Ortopédica y Traumatolo-
gia, Neurocirugia, Cirugia Oral y Maxilofacial en donde bio-
materiales bioactivos de sintesis tal como la hidroxiapatita
(HA), B-fosfato tricdlcico (B-FTC) y compuestos de ambos
(HA + B-FTC) han sido utilizados para la reparacién del tejido
6seo’ aprovechando sus propiedades relacionadas con la bio-
compatibilidad, osteoconduccién, osteointegracion, en ocasio-
nes osteoinduccién y diversos grados de biodegradacion!®!!,

Estos aspectos han sido estudiados principalmente in vi-
vo'? examinando materiales de recubrimiento semanas y
meses después de su implantacion, con el inconveniente de
que no es posible observar los fendmenos precoces que pue-
den tener lugar en la intercara implante-lecho receptor. Por
otra parte, mientras que el uso de modelos animales resulta
esencial para obtener informacién acerca de la respuesta
bioldgica a estos implantes, sus resultados son dificiles de
interpretar a nivel celular debido a los numerosos y comple-
jos procesos que se ponen en marcha después de la implan-
tacién de un material extraio.

Es obvio que modelos de estudio in vitro basados en téc-
nicas de cultivo de células especificas son fundamentales en
el estudio de la respuesta temprana del tejido receptor al ma-
terial implantado cuando pretendemos evaluar un material
para su potencial uso como relleno, recubrimiento o matriz, y
sin los inconvenientes mencionados de los modelos in vivo.

El objetivo de este trabajo ha sido estudiar in vitro el
comportamiento de células osteoblasticas de origen humano
(OH) y su respuesta en presencia de una cerdmica porosa de
HA por medio de técnicas de cultivo de tejidos utilizando
métodos de cuantificacién y determinacién de las propieda-
des caracteristicas de estas células.

MATERIAL Y METODO

Material

El biomaterial empleado en nuestro estudio fue una ce-
ramica de fosfato calcico (FC) macroporosa de porosidad
abierta de HA [Ca,,(PO,)s(OH),]. La porosidad global fue
del 60%, de la que el 20% correspondia a macroporos de
entre 100 y 400 um de didmetro y el 40% restante lo consti-
tufan microporos de 5 pm que interconectaban los macropo-
ros. Se construyeron piezas en forma de disco de 6 mm de
didmetro y 1 mm de altura y esterilizadas por medio de ra-
diacién gamma a dosis de 2,5 Mrad.

El material fue caracterizado mediante difraccion de ra-
yos-X (XRD) y se obtuvo el espectro (FTIR) por medio de
un espectrémetro Nicolet Nexos. El tamafio del poro fue de-
terminado por intrusién de mercurio mediante un porosime-
tro Micromeritics. La determinacién de la concentracion de
elementos quimicos se realiz6 con un sistema de dispersion
de energia (MEB-EDX).

Previamente a la siembra las muestras del material fue-
ron incubadas en medio de cultivo durante dos horas a
37 °C.

Aislamiento y cultivo de osteoblastos humanos

El disefio experimental fue aprobado por el Comité de
Bioética de nuestro centro y todos los pacientes firmaron un
consentimiento informado.

Se obtuvieron fragmentos de tejido seo esponjoso de
cabezas femorales de pacientes de ambos sexos selecciona-
dos de modo aleatorio (rango de edad: 65-70 afios) someti-
dos a cirugia electiva para sustitucién articular, diagnostica-
dos de osteoartrosis primaria y sin antecedentes de
enfermedades sistémicas relacionadas con el tejido éseo.

Pequefias muestras dseas de 1-2 mm sin tejidos blandos
adheridos ni cortical se lavaron en buffer fosfato (PBS) con
penicilina (100 u/ml), estreptomicina (100 pg/ml) y anfote-
ricina B (2,5 pg/ml) e incubadas con colagenasa tipo XI
(1,25 mg/ml en PBS) durante 15 minutos a 37 °C. El pro-
ducto de la digestion se filtré (malla de 100 pm), se centri-
fugé durante 10 minutos a 200 xg y seguidamente se sem-
bré. Otra parte del sedimento fue resuspendido en medio de
cultivo y se estimo la viabilidad e integridad de la membra-
na celular mediante tincién vital con azul tripdn (0,5% en
solucién salina) y solucién salina en proporcién 1:1. Las cé-
lulas fueron contadas en una cdmara de Neubauer.

El medio de cultivo utilizado fue una mezcla 1/1 de
DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle Medium, Gibco) y
Ham’s F12 (Gibco) suplementado con un 10% de suero fe-
tal de ternera (FCS, Gibco) y antibiéticos de rutina (penici-
lina, 100 u/ml y estreptomicina, 100 ug/ml).

El medio se renové a las 24 horas después de la siembra
y posteriormente cada tres dias. La incubacidn se realizé a
37 °C en atmésfera de 10% CO, y humedad relativa del 95%.

El primer subcultivo se realizé a los 7 dias en frascos de
25 cm?. Las células fueron separadas del frasco de cultivo
mediante incubacién con tripsina-EDTA (0,1 mg/ml-0,2
mg/ml) durante 6 minutos.

Identificacion y caracterizacion de las células
aisladas

Las células fueron identificadas y caracterizadas como
osteoblastos por medio de: a) criterios morfolégicos me-
diante microscopia de contraste de fases (MCF) y microsco-
pia electrénica de barrido (MEB) y b) expresién de marca-
dores osteoblasticos tales como la produccion de fosfatasas
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alcalinas (FA), osteocalcina (OC), coldgeno tipo I y minera-
lizacion in vitro.

La produccién de FA fue determinada utilizando el test
86-R (Sigma) y su cuantificacién con el Kit 104 (Sigma).
La OC fue detectada por inmunoensayo mediante el kit os-
teocalcina humana (Nichols Institute Diagnostics). El cola-
geno tipo I fue determinado con técnica inmunocitoquimica
especifica (Sigma Aldrich) y la mineralizacion in vitro fue
detectada con la tincién de von Kossa.

El fenotipo osteobldstico fue comprobado en los culti-
vos primarios, en el primer subcultivo, y regularmente en
los subcultivos sucesivos para controlar el mantenimiento
de las propiedades especificas de estas células en cultivo.

Proliferacion celular sobre la ceramica
de hidroxiapatita

Se realizé una curva de crecimiento sobre la HA y en el
pldstico (control) en placas de cultivo de 96 pocillos. Las
medidas obtenidas en todos los pocillos (HA y control) se
realizaron por triplicado.

Para evitar la adhesion de las células a los pequefios es-
pacios entre el disco y las paredes de los pocillos, éstos fue-
ron cubiertos con agarosa al 0,6%. Una vez que el gel soli-
dificé se depositd el disco de cerdmica sobre el mismo con
el fin de que al cuantificar el nimero de células inicamente
se valorasen las células adheridas a la cerdmica y no sobre-
valorar su crecimiento. Seguidamente, se prepard una sus-
pensién de células en medio de cultivo sin rojo fenol y se
sembraron 5.000 células (15.600 células/cm?) en cada poci-
llo (ceramica y control). Las células fueron incubadas en las
condiciones estdndar descritas.

Para comparar la tasa de crecimiento sobre ambos ma-
teriales y obtener el tiempo de duplicacién celular (doubling
time) de las células que crecian sobre la cerdmica se aplicd
la técnica de reduccién de las sales de tetrazolio (XTT), se-
gin el método de Jost et al'. El crecimiento de las células
control se estim6 diariamente y el de las células que crecie-
ron sobre la cerdmica cada 2-3 dias durante 28 dias.

Para comprobar si las células que crecian sobre la cera-
mica mantenian sus caracteristicas morfoldgicas y funcio-
nales, se tomaron muestras periédicamente para estudio
con MEB y se determind la actividad FA y la produccién
de OC.

En tres pocillos, con y sin cerdmica, se utilizé6 medio de
cultivo con rojo fenol para controlar las variaciones del pH.

Caracterizacion de las células sobre
los discos de HA

Microscopia electrénica de barrido

Las células cultivadas sobre los discos fueron fijadas
con glutaraldehido al 3% en tampdn cacodilato 0,1M duran-
te 30 minutos a 4 °C. Seguidamente, fueron lavadas y post-

fijadas en tetra6xido de osmio durante 1 hora y deshidrata-
das a través de concentraciones crecientes de etanol. Las
muestras fueron secadas mediante el método de punto criti-
co, recubiertas con oro y observadas con un microscopio
electrénico de barrido Jeol T-6100.

Produccion de fosfatasa alcalina

El ensayo se realiz6 sobre los discos sembrados con
5.000 células a los 15 y 30 dias. Brevemente, se obtuvieron
extractos de células resuspendiéndolos en agua destilada
con Tritén X-100 al 1% y agitaciéon durante 5 minutos. Se-
guidamente, se centrifugd a 8.945 xg durante 5 minutos y se
tomaron 100 pl del sobrenadante para medir la actividad de
la FA. El test fue realizado por triplicado incluyendo un
control negativo, en el cual la enzima habia sido inactivada
mediante calor.

Produccion de osteocalcina

Se utilizaron discos sembrados con 5.000 células. Para
ello, afiadimos 200 ul de medio de cultivo sin suero y con al-
bumina al 1%, 1,25-dihidroxivitamina D, (Roche) (10*M) y
vitamina K (Konakion®) (10M). Para disolver la vitamina
D, se us6 etanol, por lo que un pocillo control con la misma
concentracion de etanol se afiadi6 también al estudio.

Los cultivos fueron incubados durante 48 horas. Segui-
damente el medio fue recogido y almacenado a —80 °C has-
ta que se llevo a cabo el ensayo.

Estudio estadistico

Para la comparacién de las curvas de crecimiento de los
OH sobre la ceramica y en el plastico se realizaron ajustes
logaritmicos rectificables minimocuadraticos aplicando:

Absorbancia = a_ + a, In (dfas);

donde a, refleja la velocidad de crecimiento de los cul-
tivos (absorbancia por unidad de dia).

Todas las pruebas fueron hechas por triplicado, calcu-
lando el coeficiente de correlacién de cada uno de los ajus-
tes y los tiempos de duplicacién de los cultivos.

La comparacién de las tasas de crecimiento fueron rea-
lizadas utilizando la «t» de Student.

RESULTADOS

Caracterizacion del material

La figura 1A muestra las caracteristicas de la cerdmica
utilizada en el estudio, obtenidas mediante difraccion de ra-
yos X. Todos los picos maximos son ocasionados por la fa-
se apatitica cristalizada. No se observaron fases secundarias
del tipo fosfato tricdlcico u 6xido de calcio. La figura 1B
muestra el espectro obtenido por FITR del material cerami-
co con bandas de absorcién caracteristicas de la HA.
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Figura 1. (A) Grdfico XRD y (B) espectro obtenido por FTIR de la cerdmica estudiada. Los indices de Miller de la fase apatitica estdn indicados en

el grdfico XRD.

El espectro mediante EDX mostré una composicién qui-
mica que corresponde a fosfato célcico con una relacién Ca/P
proxima a 1,66, muy similar estequiométricamente a la HA.
Mediante MEB se observaron numerosos macroporos de ta-
maiio entre 100-400 um dispersos sobre la superficie de la ce-
ramica e interconectados entre ellos a través de microporos.

Identificacion y caracterizacion de las células
aisladas

Las células aisladas presentaban al MCF la morfologia
y crecimiento caracteristico de las células de estirpe osteo-
blastica, crecimiento en multicapas y formacién de nédulos
en los que se acumulaba material refringente que se tefiia de
color marrén oscuro con la técnica de von Kossa (fig. 2 A
y B).

Mediante las pruebas bioquimicas e inmunocitoquimi-
cas aplicadas y descritas se comprobd la produccién de co-
lageno tipo I, FA y OC, por lo que las células aisladas se
identificaron como osteoblastos (fig. 2 C y D).

Proliferacion celular sobre la ceramica
de hidroxiapatita

Se realizaron tres curvas de crecimiento de dos lineas
celulares diferentes sembradas sobre cerdmica y en plastico.

En la figura 3 mostramos una de ellas. En las primeras
24 horas, en el cultivo control, de las 5.000 células sembra-
das el 95% se adhirieron al plastico, comenzando un rdpido
crecimiento exponencial entre las 24 y las 48 horas, alcan-
zando la fase estacionaria al cuarto dia. La misma linea ce-
lular creci6 sobre la HA reflejando inicialmente unos valo-
res de absorbancia claramente inferiores al control (20%),

Rev Ortop Traumatol. 2006;50:224-32

lo que significa que el cultivo se inicié probablemente con
un ndamero inferior de células. Como se observa en la curva,
las células necesitaron de 4 a 5 dias para adaptarse a la cerd-
mica, y aunque el crecimiento en diferentes discos fue bas-
tante irregular, es claro que aumentd el nimero de células
que crecieron sobre los discos, aunque el dia 18 del estudio
no alcanzaron la fase estacionaria.

Estudio morfolégico ultraestructural

En las primeras 24 horas (fig. 4 A y B) unas pocas célu-
las se adhirieron a la superficie de la ceramica de forma ais-
lada o en pequefios grupos dispersos, y presentaban la mor-
fologia caracteristica de las células osteobldsticas: largas y
aplanadas con multiples y extensas prolongaciones citoplas-
maticas que se extendian sobre la superficie de la ceramica
incrementando el drea de contacto con ella.

A los 7 dias (fig. 5 A, B y C) se observé un gran nime-
ro de cumulos de células sobre el sustrato, asi como un
incremento de las interconexiones celulares. Algunas de és-
tas invadieron el fondo de los macroporos, mientras que
otras extendieron filopodios por los bordes. La adhesién
celular fue firme y directa. Durante este periodo fue posi-
ble observar sobre la superficie de la cerdmica algunas fi-
bras aisladas de coldgeno dispersas y sin orientacion defi-
nida.

A los 14 dias (fig. 6 A y B) las células cubrieron la ce-
rdmica en extensas zonas con abundante sintesis de fibras
de coldgeno en los espacios intercelulares y depositadas di-
rectamente sobre la superficie de la cerdmica.

Entre los dias 21 y 28 (fig. 7 A, B y C) la proliferacién
celular dio lugar a la formacién de una capa continua sobre
la superficie de la cerdmica haciendo dificil reconocer las
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C

Figura 2. (A) Cultivo confluente, crecimiento multicapa; (B) nédulo de mineralizacion. Tincion Von Kossa; (C) célula y matriz extracelular marca-
da por inmunofluorescencia; (D) células tefiidas fosfatasas alcalinas positivas.

células de forma individualizada. Ademas, se observo un
mayor nimero de fibras de coldgeno, esta vez con una dis-
posicién mas organizada. Al final de este periodo, dia 28, es

1,6 ---- Control
— HA

ISIRPE

1,2 |

Absorbancia

O|||||||

T 1T 1. 17 T 1 T 1 71
8 10 12 14 16 18
Dias

Figura 3. Curvas de crecimiento obtenidas en el pldstico (control) y
cerdmica de hidroxiapatita.

evidente la mayor densidad celular que llega a recubrir
completamente la superficie de la cerdmica, siendo imposi-
ble distinguir espacios libres del material.

Estudio funcional

La determinacion de FA y OC de las células que crecie-
ron sobre la cerdmica de HA, a los 15 y 30 dias, mostraron
actividad FA positiva y niveles de OC de rango similar a las
obtenidas en las determinaciones realizadas en los cultivos
confluentes de los controles (tabla 1).

Analisis estadistico

Del estudio estadistico (tabla 2) se desprenden diferencias
cualitativas entre los osteoblastos que crecieron sobre la cera-
mica y los controles, como una mayor dispersion en los datos
obtenidos de los cultivos sobre las cerdmicas, lo que disminu-
y6 la potencia de los contrastes estadisticos, aunque los coefi-
cientes de correlacion de los ajustes fueron significativos.

Comparando las velocidades de crecimiento, en los tres
casos estudiados, observamos que los contrastes de igualdad
de las pendientes de los ajustes logaritmicos permite apun-
tar diferencias entre el crecimiento sobre las cerdmicas y
controles, en el sentido de que los controles crecieron a ma-
yor velocidad.
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Figura 4. (A) Cerdmica con algunas células adheridas a la superficie a las 24 horas, sin evidencia de matriz coldgena extracelular (microscopio
electronico de barrido, barra 100 um); (B) detalle de célula adherida con miiltiples prolongaciones citoplasmdticas que incrementan el drea de con-
tacto (microscopio electronico de barrido, barra 10 um).

Figura 5. (A) Crecimiento de osteoblastos sobre la cerdmica a los 7 dias
en cultivo (microscopio electronico de barrido, barra 100 um);

(B y C) algunas células con filopodios extendidos en los limites

de los macroporos (microscopio electronico de barrido, barra 10 um).

DISCUSION fia se centra mds en osteoblastos especialmente de origen
humano!#*!¢ en lineas osteogénicas establecidas MC3T3-

Hasta la fecha se han utilizado diversas fuentes de célu- E1'7 y mds recientemente, en células precursoras multipo-

las 6seas de origen animal y humano para el estudio del tipo tenciales procedentes de la médula 6sea (Mesenchymal
de respuesta a diferentes biomateriales, aunque la bibliogra- Stem Cells), capaces de diferenciarse en células osteogéni-
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Figura 6. (A) Cerdmica a los 14 dias en cultivo cubierta por osteoblastos y con abundante sintesis de fibras de coldgeno (microscopio electronico de
barrido, barra 20 um); (B) detalle de la figura anterior (barra 1 um).

Figura 7. (A) Proliferacion celular a los 21 dias (microscopio electronico
de barrido, barra 1 mm); (B) detalle ampliado (barra 100 um);

(C) cerdmica a los 28 dias en cultivo con superficie completamente
cubierta por células (microscopio electronico de barrido, barra 1 mm).

cas, adipogénicas, fibrobldsticas y reticulares para su aplica- especificas y diferenciadas, directamente implicadas en la
cién en el campo de la ingenieria tisular'®-2. formacién de la intercara biomaterial-hueso huésped cuando

En nuestro estudio referido al comportamiento de OH se lleva a cabo un implante in vivo. El modelo nos ha per-
frente a una cerdmica porosa de HA, hemos intentado obte- mitido desarrollar un estudio de biocompatibilidad a través
ner un modelo in vitro por medio de un cultivo de células de la evaluacién cualitativa y cuantitativa de la citocompati-
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Tabla 1. Niveles de fosfatasa alcalina y osteocalcina obtenidos
de los discos de hidroxiapatita

15 dias 30 dias
FA 0,159 0,113
oC 24 34

FA.: fosfatasa alcalina; OC: osteocalcina.

Tabla 2. Resultados estadisticos obtenidos de los cultivos sobre
la cerdmica y controles

Linea celular a Td T t p
HH98-S, Control 0,403 1,8 0,956

Hidroxiapatita 0,201 4,1 0,669 241 p<0.05
HH97-S; Control 0425 2 0,914

Hidroxiapatita 0,198 4,5 0,694 2,549 p<0.05
HH97-S, Control 0,515 1,7 0,962 2,068 p<0,05

Hidroxiapatita 0,114 4 0,855

a,: velocidad crecimiento cultivo; Td: tiempo duplicacién cultivo; r: constante de
regresion; t: «t» de Student; p: probabilidad.

bilidad del material con los OH aislados, al mismo tiempo
que nos posibilita comprobar su eficiencia para evaluar el
comportamiento de los OH y su respuesta a la HA estudian-
do su crecimiento sobre la cerdmica y sus caracteristicas
morfoldgicas y funcionales.

En lo que respecta al crecimiento celular coincidimos
con diversos autores??? en que la principal dificultad es
cuantificar la proliferacién celular sobre el sustrato o ma-
triz. En este ensayo para realizar el recuento de las células,
tanto en el plastico como sobre la HA, hemos utilizado el
método de reduccién del XTT, un método cuantitativo que
ha demostrado ser sensible para la medida de la viabilidad
celular, proliferacién y activacién en otros sistemas celula-
res'32:22. Sin embargo, y a pesar de todas estas ventajas,
hasta ahora no ha sido aplicado en el estudio de prolifera-
cién celular sobre biomateriales. Aunque se trata de un pro-
cedimiento mds caro e inestable que otras sales de tetrazolio
(MTT, MTS, etc.), el uso del XTT tiene otras ventajas, co-
mo que los productos resultantes de su reduccién son solu-
bles en agua, lo que significa que su liberacién al medio de
cultivo fue sencillo y particularmente 1til en el caso de las
células que crecieron sobre la HA al simplificar el proceso.
Aunque esta técnica es generalmente considerada menos
eficiente que el método MTT, Stevens y Olsen? demostra-
ron que los resultados son similares utilizando XTT en pre-
sencia de menadiona (vitamina K,), modificacién que ha si-
do incluida en nuestra metodologia.

Un aspecto a tener en consideracion es que en la mayo-
ria de los estudios in vitro publicados el material se utiliza
en forma de microgranulos!*!41¢2* o en discos de diversos
tamafios que no ocupan completamente la superficie del
frasco de cultivo en ningdn caso>*. Esto hace que la proli-
feracion celular sea a menudo sobreestimada, puesto que se

contabilizan células, que aunque expuestas al material, no
crecen sobre él, sino sobre el plastico. Para evitar esta cir-
cunstancia y asegurarnos de que el total de las células con-
tadas correspondian al nimero de células que estaban adhe-
ridas y crecieron en la cerdmica y no en los pequeiios
espacios entre el disco y las paredes de los pocillos, cubri-
mos éstos con gel de agarosa, capaz de inhibir la adhesion
celular sobre el mismo. Con este detalle la medida realizada
correspondid a las células que crecieron exclusivamente so-
bre la cerdmica.

En el estudio de la curva de crecimiento representada
en la figura 3 podemos observar cémo las células prolifera-
ron sobre la cerdmica, aunque mostraron un crecimiento
mads lento cuando lo comparamos con el control. Esto pro-
bablemente fue debido a que la proliferacién celular comen-
z6 con un nimero inferior de células adheridas a la cerdmi-
ca a las 24 horas en comparacién con el control, por lo que
el crecimiento sobre la cerdmica se mantuvo en valores in-
feriores. De hecho, el nimero de células que se adhirieron a
la HA en las primeras 24 horas oscil6 entre un 17 y 23%
respecto del control, observaciones similares a las descritas
por Cheung y Haak?*, que comprobaron que no todas las cé-
lulas sembradas se adhirieron a la cerdmica y, como conse-
cuencia, para sus mediciones tomaron como numero inicial
de células adheridas el que obtuvieron de la liberacién de la
cerdmica a los dos dias.

En nuestro estudio quizds el mayor inconveniente que
tuvimos en el recuento del niimero de células adheridas a la
cerdamica fue el que no se adhiriera un nimero homogéneo
de éstas, lo que provocé la dispersién de los datos de las
mediciones. Esta situacién ha dificultado el célculo de las
pendientes de las curvas de crecimiento sobre la cerdmica,
si bien el buen coeficiente de correlacion del ajuste logarit-
mico permitié compararlas respecto a los controles.

Por consiguiente, aunque es evidente que existen dife-
rencias en las pendientes (velocidad de crecimiento) al ob-
servar ambas curvas, cerdmica y control, el método estadis-
tico nos ha llevado a apoyar lo que en realidad estamos
observando, y es que si bien los controles crecen a mayor
velocidad, también se produce crecimiento celular sobre la
cerdmica. Estos hallazgos han sido contrastados mediante
los estudios con MEB de la adhesidn, extension y prolifera-
cion de los OH sobre los discos de HA. En este sentido,
coincidimos con Courteney-Harris et al* en que los OH
mostraron la misma morfologia sobre la HA que la observa-
da sobre el pldstico. Estos se adhirieron y multiplicaron,
siendo capaces de colonizar el interior de los poros, al mis-
mo tiempo que formaron una matriz coldgena depositada di-
rectamente cubriendo la superficie de la cerdmica, constitu-
yendo la intercara célula-sustrato. De igual modo,
observamos que la sintesis de matriz extracelular se incre-
mento con el tiempo en cultivo y se disponia de forma orga-
nizada en algunas dreas de la superficie, en contraposicion
con los hallazgos de Serre et al'5, que observaron que la ma-
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triz extracelular formada sobre cerdmicas de HA nunca
mostrd una organizacién precisa.

En este estudio hemos podido comprobar que la cera-
mica utilizada no mostré signos de toxicidad sobre las célu-
las adheridas, al no observarse, tras el primer cambio de
medio, pérdida de adherencia espontdnea o la presencia de
células muertas suspendidas en el medio de cultivo, asi co-
mo alteracién de los pardmetros bioquimicos (FA y OC).

Por tanto, con la metodologia empleada en este trabajo
hemos podido verificar que las células osteobldsticas huma-
nas fueron capaces de colonizar la cerdmica de HA, mantu-
vieron su fenotipo y produjeron matriz coldgena extracelu-
lar, por lo que el material objeto del estudio podria ser
considerado, en el campo de la ingenieria tisular, como un
sustrato adecuado para soportar el crecimiento de osteoblas-
tos humanos, constituyendo un material hibrido con capaci-
dad osteogénica y osteoinductiva. Incipientes estudios que
estamos desarrollando nos permitirdn conocer el potencial
regenerativo de estas estructuras hibridas en la recons-
truccién de defectos dseos criticos segmentarios en modelo
animal.
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