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Justificacion del tema
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El tratamiento de los defectos o6seos de grandes dimensiones en la
traumatologia actual, sigue representando un reto de dificil solucién. Los cambios en
la esperanza de vida y en las actividades que se realizan en la sociedad actual, han
contribuido a aumentar el riesgo de padecer este tipo de lesiones (infecciones,

tumores, accidentes de alta energia...).

La regeneraciéon ésea es un proceso natural, por el cual se crea hueso nuevo
durante el proceso de remodelado normal, asi como después de una lesién. Sin
embargo, existen ciertas situaciones clinicas, donde el hueso no puede curarse
porque el defecto es demasiado grande o porque se ha perdido gran parte de su

capacidad regeneradora, por ejemplo, en situaciones de osteoporosis y osteopenia.

Para tales situaciones ha emergido, la ingenieria de tejidos del hueso como
una prometedora técnica para estimular la regeneracion del hueso del huésped sin
plantear los problemas encontrados en los métodos habituales de injerto 6seo en los
que el patrén oro es el propio hueso del paciente (1,2). La ingenieria de tejidos utiliza
los andamios porosos tridimensionales de un biomaterial que actian como un marco
temporal que proporciona un medio conveniente para el crecimiento normal de las

células y, por tanto, ayudan en la regeneracién de los tejidos éseos (3).

Hace mas de una década que se sabe que los biomateriales por si solos,
aunque sean bioactivos y formen una fuerte unién al hueso, no son suficientes para
este propdsito. Por ello los investigadores en este campo hace tiempo que se dirigen
hacia los tres pilares de la ingenieria de tejidos, es decir la fabricacion de soportes
fabricados de un biomaterial con la superficie cubierta con moléculas osteoinductoras
y células. Esos conjuntos se denominan equivalentes tisulares y también “constructos”

a partir de la palabra inglesa constructs.

13



Por todo ello, debido a la actualidad y relevancia del tema, mi interés en
realizar un proyecto de investigacion experimental para alcanzar el Grado de Doctor,

me han llevado a realizar este trabajo.

Este trabajo de Tesis Doctoral es fruto del proyecto competitivo financiado
“Soportes bioceramicos enriquecidos con células mesenquimales y osteostatina para
la regeneracién de defectos éseos P115/00978” financiado por el Fondo de
Investigacién Sanitaria (FIS), Instituto de Salud Carlos lll, cofinanciado con Fondos
FEDER, Ministerio de Sanidad y Consumo (1-1-2016-31-12-2018). Se ha realizado en
colaboracién con los miembros del departamento de Quimica Inorganica y
Bioinorganica de la facultad de farmacia de la Universidad Complutense de Madrid, en
especial con los doctores Antonio Jesus Salinas Sanchez, Sandra Sanchez Salcedo,

Clara Heras Rubio y Daniel Lozano Borregén.
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Introduccion
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1. Funcioén, composicidn y estructura 6sea.

El hueso es un 6rgano compuesto de diversos tipos de tejidos (6seo, conectivo,
nervioso, vascular) que tienen una estructura microscépica y macroscopica concretas
y claramente diferenciadas (4), como vemos en la imagen 1. Es un 6rgano cuyos
tejidos se encuentran en proceso de constante de creacion y destruccion de sus
estructuras, conociendo este conjunto de procesos como remodelacion ésea. Estos
cambios son mediados por mecanismos bioldgicos (hormonas, vitaminas, factores de

crecimiento) o como respuesta a estimulos fisicos (presién, traccion) (5).

Tejido 6seo

Microscopico Macroscdépico
| | | |
Hueso Hueso Hueso Hueso
Fibrilar Laminar Esponjoso Cortical

Imagen 1: Esquema de la estructuraciéon 6sea

El tejido 6seo, tiene una composicion de materia organica (células 2% y matriz
6sea 98%) que representa hasta el 30% del total y el 70% restante seria la materia
inorganica: hidroxiapatita 95% (concretamente carbonato de hidroxiapatita

nanocristalina y deficiente en calcio) y resto de minerales. (6).
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Las funciones del hueso como érgano son variadas, pero de ellas, las mas
importantes son:
- Proteger los 6rganos internos.
- Alojar la médula dsea, con su funcion hematopoyética.
- Contribuir como regulador de la homeostasis del Calcio y otros iones, al
actuar de depdsito y permitir su almacenamiento y liberacion.
- Dar soporte mecanico al cuerpo humano y para el aparato locomotor,

gracias al sistema muscular permite los movimientos (4).

Componentes celulares

Existen distintos tipos de células en el tejido 6seo desde células adiposas,
epiteliales o del sistema inmune (linfocitos, monocitos, macréfagos). La médula ésea
es rica en células madre mesenquimales, cinco tipos distintos de células pueden
diferenciarse a partir de estas (fibroblastos, osteoblastos, condroblastos, adipocitos y
mioblastos), como respuesta a distintas sefiales celulares que inician la diferenciacion
(7), como vemos en la imagen 2. Si bien las células caracteristicas de este tipo de
tejido se dividen en dos grupos osteoformadoras (osteoblastos y osteocitos) y
osteodestructoras (osteoclastos) (8). El proceso de diferenciacion osteoblastica tiene
en cuenta diversos factores como son los genéticos y los factores de crecimiento. La
familia de genes Hedgehog, |hh (Indian Hedgehog) y Shh (Sonic Hedgehog), el factor
de transcripcién Cbfa1 (conocido también como Runx2) y sobretodo las BMPs (Bone
Morphogenetic proteins- Proteinas 6seas morfogenéticas) que son el principal

regulador para la diferenciacion osteoblastica (9,10).

A) Osteoblastos
Son células grandes (20-30 ym) con forma poliédrica que en su interior se
componen de un importante reticulo endoplasmatico rugoso y aparato de Golgi, por

ello su aspecto basodfilo. Provienen de las células madre mesenquimales en la médula
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Osea, el periostio, el endostio y los pericitos vasculares (11,12). Estas células se
encuentran conectadas con otras del mismo tipo y con osteocitos, con expansiones
citoplasmaticas mediante integrinas y proteinas transmembrana, lo cual permite el
paso de mensajeros como las citoquinas, el calcio o las prostaglandinas (13). La vida
media es de 1 a 10 semanas, al final de ellas pueden desaparecer por mecanismos de
apoptosis o convertirse en células en estadios mas avanzado de maduracion:
osteocitos (15%) o en células de revestimiento (lining cells) (14). Las funciones de los
osteoblastos son las siguientes (8):

1- Sintetizar el colageno y las proteinas no colagenas de la parte organica de la
matriz 6sea, asi como dirigir la unién de las fibrillas extracelulares de la matriz.

2- Sintetizar factores de crecimiento

3- Sintetizar citoquinas especificas (proteasas neutras) de los fendmenos de
resorcion mediados por osteoclastos.

4- Contribuir a la mineralizacién de la matriz osteoide, mediado por la expresion

de la fosfatasa alcalina (ALP).

B) Osteocitos

Son las células maduras mas abundantes en el hueso (10 veces mas que los
osteoblastos) y se encuentran en su interior, a diferencia de los osteoblastos,
osteoclastos y lining cells que se encuentran en la superficie. Tienen forma estrellada
y provienen de los osteoblastos que se quedan incluidos durante el proceso de
mineralizacion de la matriz osteoide (14). Se encuentran en el interior de lagunas y se
comunican entre ellas por canaliculos 6seos, se organizan en sincitios de células
interconectadas para garantizar el aporte de nutrientes y oxigenos. Cuando ocurren
fracturas los osteocitos situados a mas de 0,1 mm de un capilar sano, sufren procesos
de hipoxia y necrosis (15). Los osteocitos intervienen en la sintesis y mineralizacion de
la matriz osteoide, aunque su principal funcién es la de participar en el remodelado

0seo, detectando las variaciones mecanicas de las cargas (7,16).
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C) Células de revestimiento (lining cells)

Son células planas y alargadas, con nucleos en forma de huso y escasos
organulos en su citoplasma. Provienen de los osteoblastos, tras finalizar la sintesis de
la matriz 6sea. Se encuentran en la superficie endostal como una capa protectora de
la superficie 6sea e intervienen en el proceso de remodelado éseo. Tienen conexiones

similares a las de los osteoblastos entre si y con los osteocitos (14).

D) Osteoclastos

Son células gigantes (100 um) multinucleadas con un citoplasma rico en
mitocondrias y vacuolas, tienen un reborde rugoso cuya superficie aumenta el area de
contacto con el hueso para permitir su reabsorcion. Se originan de las células madre
conocidas como Unidades Formadoras de Colonias de Macréfagos-Granulocitos (GM-
CFU: Granilocyte-Macrophage Colony Forming Units) (17). Se localizan en los
espacios de la superficie ésea trabecular, en unas cavidades formadas por la
reabsorcion conocidas como lagunas de Howship. Su funcién es la de la reabsorcién
Osea, para ello se unen a la superficie 6sea mediante integrinas y acidifican el medio
(fosfatasa acida tartaro resistente) para permitir la actividad de las proteasas acidas.
Requiere de los osteoblastos para su activacion previa, gracias a la actuacion del

sistema RANK/RANK-L y la osteoprotegerina (OPG) (18,19).

Estroma de la médula ésea Tejido 6seo
Células madre hematopoyéticas Osteoblastos
Células madre mesenquimales Preosteoblastos
Macréfagos Osteoclastos
Mastocitos Pre-osteoclastos
Células endoteliales Células linfoides

Imagen 2: origen y diferenciacion de las células del tejido 6seo.
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Matriz 6sea

A) Componente inorganico

Constituye alrededor del 70% del tejido 6seo, si tenemos en cuenta el agua
que representa entre el 5-7% del total. La mayoria de esta parte inorganica, hasta el
85-90%, lo constituye el fosfato calcico dispuesto en cristales como la hidroxiapatita
(carbonato de hidroxiapatita nanocristalina), aunque con la edad disminuye este
porcentaje. Otros compuestos presentes son los iones carbonato formando carbonato

de hidroxiapatita e iones magnesio en la red de la fase cristalina tipo apatita (20).

B) Componente organico

A este componente organico durante la fase de la formacién ésea, se le conoce
como osteoide hasta que tiene lugar el proceso de mineralizacion. Representa el 98%
del total organico del tejido éseo, y esta formado por distintos tipos de proteinas como
vemos en la imagen 3. La mayoria lo forman las fibras de colageno tipo | (90%)
dispuesta en linea con una estructura de triple hélice, que aportan resistencia a la
traccion, las fibras de colageno tipo lll, V y Xl llegan en torno al 5% (21). También
encontramos proteinas no colagenas, que actian como reguladores del metabolismo

0seo (22).

Los proteoglucanos son moléculas grandes que actuan en las fases iniciales de
la morfogénesis y en las fases siguientes de la formacién ésea. La osteocalcina es una
pequeina proteina sintetizada por los osteoblastos y las plaquetas, sus niveles
plasmaticos son considerados como un marcador de osteogénesis. Dentro de las
glucoproteinas encontramos varias: la osteonectina es necesaria para la
mineralizacion, tiene alta afinidad por el colageno tipo | y juega un papel importante en
la regulacion de la adhesion entre la matriz y las células; la fosfatasa alcalina es una
enzima necesaria para la mineralizacién, existen varias isoenzimas que pueden

usarse como marcadores de la actividad osteoblastica; las proteinas con el grupo
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RGD (el tripéptido Arginina-Glicina-Aspartico) participan de la adhesion a la matriz y
son fundamentales para la regeneracién y remodelado 6seo, ya que la secuencia RGD
es reconocida por los osteoblastos y por las integrinas de los osteoclastos. Por ultimo
los factores de crecimiento que son polipéptidos sintetizados en el hueso o en otros

organos que colaboran en el crecimiento y diferenciacion celular (8).

Lolagena eTipo I, III, Vy XII

eCondroitin sulfato

e R

e(Osteocalcina

carooxigiutamico

e(Osteonectina
eFosfatasa alcalina

eProteinas con el grupo RGD:fibronectina, osteopontina,
vitronectina, sialoproteina 6seas

IGF-I-1I, TGF-f3, PDGF

eAlbimina

Imagen 3: Proteinas de la matriz osteoide

Estructura microscépica

A) Hueso fibrilar, primario o inmaduro

Ambos tipos de hueso presentan la misma composicion; lo que los diferencia
es la estructura microscépica que adquieren. En el hueso fibrilar las fibras de colagena
no siguen una orientacion uniforme y sus didametros son variables, ademas existe
mayor celularidad distribuida desordenadamente. Debido a esta disposicion mas
desordenada es un tipo de hueso mas flexible y deformable. Este tipo se encuentra
principalmente en los estados de desarrollo (embridn, zona metafisaria de crecimiento)

y en el callo de fractura, ya que lo que busca es la creacion rapida de hueso (21).
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B) Hueso laminar, secundario o maduro

Se diferencia principalmente en la organizacién y mayor dispersion de las
células, asi como en la distribucion de forma paralela de las fibras de colageno.
Gracias a esto poseo una mayor resistencia cuando las fuerzas son paralelas al eje
longitudinal de sus fibras. Este tipo se encuentra en el hueso maduro a partir de los 4

afos (excepto la zona metafisaria de crecimiento).

Estructura macroscépica

A) Hueso esponjoso

Constituye entre el 50 y el 90% del hueso total. Tiene una disposicion
tridimensional que se orienta segun las cargas de fuerza transmitidas, con ello también
se obtiene una mayor disponibilidad para el intercambio y regulaciéon del metabolismo
6seo, es el tipo de hueso que presenta una mayor tasa de remodelamiento (8 veces
mas que el hueso cortical). Se localiza principalmente en las metéfisis y epifisis de los
huesos largos, y en el interior de los huesos cortos y planos. Al disponerse ocupando
una mayor superficie, su vascularizacion también es mayor, al igual que su flexibilidad;
por el contrario su densidad y resistencia (en particular a la compresién y
cizallamiento) es menor. A diferencia del hueso cortical en el que sus células se
disponen formando sistemas Haversianos, en el hueso esponjoso siguen una

disposicion en laminas (23,24).

B) Hueso cortical o compacto

Representa en torno al 10% del hueso total. Se encuentra en la diafisis de los
huesos largos y envolviendo a los huesos cortos y planos. Tiene una disposicién
densa para favorecer una mayor resistencia (en particular a la tensién y torsion), con
lo que su superficie y vascularizacion es menor. Se organiza de una forma concreta, el

Sistema Haversiano. Su unidad fundamental es la osteona: laminillas 6seas que se
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disponen de forma concéntrica formando cilindros, en su centro se encuentran unos
conductos llamados conductos de Havers, por los que llega la vascularizacion e
inervacion. A su vez estos conductos se comunican entre si, con la superficie externa
del hueso y con la cavidad medular por otros conductos transversales (Conductos de

Volkman) (23,24).

Osteogénesis

A) Osificacion membranosa o intermembranosa

Es el tipo de osificacion menos frecuente, ya que de forma primaria se da en
pocos huesos (bdéveda craneal, faciales y clavicula) aunque también puede verse
como respuesta a fracturas que consolidan de forma primaria (estabilidad absoluta) o
en la osteogénesis por mecanismo de distraccion. En este tipo se produce la
formacion de hueso de manera directa, sin pasar por la fase cartilaginosa, sobre la
membrana mesenquimal. Tiene un inicio central (centro de osificacion primario) en el
que, tras un aumento de la vascularizacién, se forma matriz osteoide en la que se
deposita directamente cristales de hidroxiapatita completando el proceso de

mineralizacion (25,26).

B) Osificaciéon encondral o cartilaginosa

Es la mas frecuente y se da de forma primaria en la mayoria de los huesos
(extremidades, base del craneo, térax), también lo encontramos en el crecimiento
longitudinal de los huesos y en los callos de fractura (consolidacion secundaria por
estabilidad relativa). En un primer momento se parte del cartilago hialino, que es como
un molde de menor tamano del hueso que se va a formar, proliferan los condrocitos y
se reduce la matriz cartilaginosa hasta la muerte de los condrocitos. Tras esto, los
espacios dejados se rellenan de vasos sanguineos y células precursoras 6seas que

inician el proceso de produccion de matriz ésea y su calcificacion (26).
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2. Mecanismos de reparacion 6sea

La regeneracion 6sea es un proceso fisiolégico complejo de formacién de
hueso, que puede verse tanto en situaciones de curacion de fracturas, como durante
el remodelado que tiene lugar durante la vida adulta. El tejido 6seo es el Unico del
organismo, con excepcion del embrionario, que tiene la capacidad de regenerarse

permitiendo su restitutio ad integrum tras sufrir una lesion (8).

El hueso posee la capacidad de regeneracion por si mismo como repuesta a
las lesiones, este proceso involucra a distintos tipos de células, asi como a un gran
namero de mediadores moleculares intra y extracelulares. Siguen una secuencia
temporal y espacial definida con la que se trata de recuperar la funciéon esquelética y
su reparacion de la manera mas 6ptima (27). Este proceso de reparacion cuando se
da en fracturas se le conoce como consolidacion ésea y se divide en distintas fases, y
puede darse de una forma directa o indirecta, en funcién de las caracteristicas de la

fractura, el medio que la rodea y su estabilidad.

Esta actividad de reparacién puede verse en distintas situaciones como tras
una fractura, o para la osteintegracion de implantes o de injertos. Cuando se lesiona el
tejido 6seo se pone en marcha una serie de mecanismos fisioldgicos y biomecanicos,
en los que pueden intervenir los procesos osteogénicos vistos anteriormente
(osificacion membranosa o endocondral). El objetivo de estos mecanismos es
conseguir la regeneracion del tejido 6seo sin dejar una cicatriz, siendo imposible
distinguir el hueso nuevo del preexistente en todas sus propiedades, aunque existen
situaciones especiales en la practica clinica, donde estos mecanismos son

insuficientes (28).
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Tipos de consolidacion 6sea

A) Consolidacién primaria o directa

Constituye un intento directo de la cortical ésea de restablecer la continuidad
entre los fragmentos de la fractura, para ello se requiere estabilidad absoluta del foco
de fractura y la alineacion de los fragmentos. En este tipo de consolidacién suele
darse una osificacion del tipo membranosa. Los osteoblastos derivados de las células
mesenquimales, se depositan en la superficie 6sea expuesta y se restablecen los

sistemas haversianos a través de la linea de fractura (29).

B) Consolidacién secundaria o indirecta

En ella participan los tejidos blandos que rodean al hueso, la osificacién que se
da es de tipo encondral y se dan varias fases que incluyen la formacion de un callo
6seo. La inestabilidad en el foco de fractura o la hipoxia son, entre otros, factores que
favorecen que se de este tipo de consolidacién. El periostio juega un papel
fundamental, ya que las células progenitoras osteoblasticas de su capa mas interna

daran lugar a los osteoblastos como respuesta a las senales celulares (29).

Etapas de la reparacion ésea

La reparacién 0sea se puede ver como una serie de 4 fases (como pueden
verse en la imagen 4) que ocurren de manera consecutiva y que a la vez se
superponen (30), algunas fases como la formacion del callo 6seo es mas tipica de la

consolidaciéon secundaria.

1) Respuesta inflamatoria

Comienza inmediatamente al producirse una disrupcion de la superficie ésea y
dura 3-4 dias. Se produce una necrosis del tejido dseo que a nivel histolégico se ve
como un vacio lacunar a su vez, debido a la extravasacion sanguinea por la rotura de

los vasos se produce un hematoma y la migracion de factores inflamatorios y células
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(polimorfonucleares, macréfagos y linfocitos), conforme se agota esta fase los

osteoblastos comienzan a producir matriz 6sea (31).

2) Fase de reparacién

Esta fase se compone a su vez de otras dos. Inicialmente ocurre la formacion
del callo blando que consiste en la transformacion del hematoma en un tejido de
granulacion de tipo cartilaginoso, con predominio del colageno tipo |. Tras este etapa
inicial comienza la formacion del callo duro (osificacién endocondral) que consistira en
la mineralizacion del callo previo, siendo este todavia un hueso inmaduro que no tiene

las mismas propiedades que el hueso original (29,31).

3) Fase de remodelado

Esta ultima fase trata de transformar el hueso inmaduro en hueso maduro
(laminar) con una adaptacién morfoldgica a las propiedades y funciones 6ptimas del
hueso previo a la lesién. Es un proceso lento que puede durar afos y representa hasta

el 70% del tiempo total de curacion de una fractura.

Imagen 4: fases de la reparacion Osea: 1. Fase inflamatoria. 2. Fase de reparacion
con formacién del callo blando. 3. Fase de reparacion con formacion del callo duro. 4.
Fase de remodelado. Basic concepts regarding fracture healing and the current

options and future directions in managing bone fractures (29).
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Principales factores

El proceso de reparacién 6sea es complejo e intervienen numerosos factores
en ella, tradicionalmente se hablaba de un triangulo de factores bioldgicos e
interrelacionados entre si (32,33) que influian en la consolidacion. Las células
osteogénicas seran las encargadas de regenerar el hueso perdido, pero para ello
necesitan un soporte o estructura con propiedades osteoconductoras como es la
matriz 6sea extracelular; ademas se necesitan elementos osteoinductores que
estimulan la diferenciacion celular hacia la osteogénesis como son los factores de

crecimiento, interleucinas y proteinas morfogenéticas 6seas (BMPs).

Recientemente se ha introducido un cuarto factor biomecanico convirtiendo el
triangulo en un diamante en el que todos los elementos se relacionan entre si (34,35),
como puede verse en la imagen 5. Este factor seria la estabilidad mecanica de la
fractura y como ésta es necesaria para poder desarrollar el proceso de reparacion

Osea.

Imagen 5: factores principales que influyen en la reparacién dispuestos en diamante.
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3. Defectos oseos

Definicién y tipos

A pesar de la gran capacidad de regeneracion, comentada en el punto anterior,
que tiene el tejido 6seo, permitiendo su curacion por si misma sin dejar cicatriz,
existen situaciones en las que esto no es posible por exceder al potencial reparador
que posee el hueso. Esta capacidad regeneradora puede verse superada por la
gravedad de la lesion, las condiciones locales y/o las condiciones generales que la

rodean.

Cuando esta capacidad regeneradora se ve superada se generan los defectos
0seos, estos son favorecidos por distintas situaciones: la gravedad de la lesion
(traumatismo de alta energia, fracturas abiertas), resecciones tumorales amplias,
tratamiento de grandes deformidades O&seas, los aflojamientos de implantes,
condiciones locales como la pseudoartrosis, necrosis avasculares o las infecciones, y
condiciones generales como la osteoporosis, alteraciones en el metabolismo 6seo o
desnutricién entre otras (36). A parte de estas situaciones especiales concretas, los
factores biolégicos como son la desvascularizacion excesiva durante el tratamiento
(desperiostizacion, fresado intramedular), la pérdida de hueso, la edad o factores
mecanicos como la inestabilidad, también influyen en estos problemas en la

regeneracion.

El tratamiento de este tipo de lesiones conlleva un elevado impacto econémico
y un manejo clinico complejo, por ello se ha intentando profundizar en su comprension
y caracterizaciéon. Los estudios a largo plazo sobre los resultados obtenidos en su
manejo son limitados por las altas tasas de complicaciones, re-intervenciones y los
pobres resultados funcionales obtenidos. Existe controversia en cuanto a su definicién

precisa, o en como determinar si un defecto éseo es considerado como critico, con las
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implicaciones que ello asocia. Por ello existe la necesidad de buscar una
estandarizacion en su caracterizacion y en su manejo terapéutico integral basado en

la evidencia (37).

Existen distintas formas de clasificar a este tipo de defectos (38), en funcion del
tejido 6seo que se ve afectado (esponjoso o cortical), de si produce un defecto critico,
de su relacion con el hueso que lo rodea (defectos cavitarios son aquellos en los que
se respeta la continuidad anatomica del hueso, frente a los defectos segmentarios en
los que la ausencia de tejido 6seo provoca una pérdida de la continuidad anatdmica

del hueso afecto) o de su localizacion (episifisarios, metafisarios y diafisarios).

En los defectos metafisarios se busca conseguir con su tratamiento varios
objetivos tales como dar soporte mecanico a la superficie articular y mantener un stock
6seo suficiente, en caso de que posteriormente se necesitara una artroplastia (39).
Los defectos metafisarios suelen darse en hueso esponjoso, es una zona donde el
entorno bioldgico es en general favorable para la regeneracion por lo que suelen curar
por si mismos, aunque este proceso no es tan rapido ni se consigue volver al estado
previo del que se parte. Se ha visto en estudios recientes sobre fracturas metafisarias
de muneca con pérdidas d0seas importantes, como aunque sus resultados clinicos
fueran satisfactorios, en estudios volumétrico de densidad d&sea disminuia

significativamente incluso a los 2 afios de la resolucion de la fractura (40).

Por otro lado los defectos diafisarios que se dan principalmente en hueso
largos y tejido éseo de tipo cortical, tienen caracteristicas distintas ya que suelen
producirse por mecanismos de alta energia produciendo pérdida inicial de hueso,
fracturas conminutas y afectacion de las partes blandas circundantes. Los objetivos
que se buscan aqui son mantener la continuidad anatomica de la extremidad. La

situacion bioldgica en esta localizacibn es mas desfavorable, con una peor
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vascularizacion siendo mas frecuente las situaciones de pseudoartrosis y retrasos de

la consolidacion (39).

Defectos 6seos criticos

Debido a que precisan un manejo terapéutico especializado y complejo, su
identificacion precoz puede evitar retrasos en su tratamiento y disminuir el riesgo de
cirugias innecesarias. No existe una unica definicion y depende también del modelo en
el que se aplican (humanos o animales) (37). Una definicion inicial seria que son
aquellos defectos en los que no habria curacion espontanea, a pesar de la
estabilizacion quirdrgica y requiere alguna intervencién quirdrgica adicional para su

restitucion (41).

Una definicién basada en el tiempo seria que los defectos éseos criticos son
aquellos en los que no se produce su reparacion de forma espontanea a pesar del
tiempo que transcurra. Inicialmente. se definieron estos defectos como aquellos en los
que transcurridas 52 semanas de la produccion del defecto, no se habia producido la
regeneracion completa del mismo (42). Son estos defectos que no curan por si
mismos, donde resultan especialmente necesarias medidas adicionales para ayudar a
la restitucion del tejido 6seo, al no ser su capacidad regenerativa suficiente, existiendo
multiples opciones que veremos a continuacién. Otras consideraciones como las
anatoémicas también han sido tenidas en cuenta para su caracterizacion, como la
longitud del defecto fuera superior a 2 cm y mayor del 50% del diametro del hueso
(41,43); otros factores pueden modificar el tamafo necesario para que un defecto se
convierta en critico como son el estado de las partes blandas adyacentes y factores
dependientes del paciente como la edad, enfermedades crénicas y comorbilidades

previas (37).
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La localizacién anatémica tiene influencia en la evolucion del defecto, se ha
descrito como defectos entre 6-15 cm, localizados en el fémur y con buen estado de
las partes blandas adyacentes, han conseguido su consolidacién (44). Por otro lado
defectos en la tibia, mucho mas pequefios, entre 1-2cm, con afectacion mayor del 50%
del diametro del hueso y afectacién de partes blandas, conseguian pobres resultados
en su consolidacion (45). Esto es un problema porque la mayoria de estas lesiones

(hasta el 60%) se localizan en la tibia y en concreto en su zona diafisaria (41).

A pesar de los multiples factores que pueden influir en la definicion de un
defecto 6seo critico se ha tratado de realizar una clasificacion para tratar de unificar su
manejo. Defectos menores: pérdida del 50% del diametro del hueso y <2 cm de
defecto. Defectos intermedios: pérdida >50% del didmetro del hueso y entre 2-6 cm de

defecto. Grandes defectos: > 6 cm de defecto (46).

Es importante diferenciar la pseudoartrosis y los retrasos de la consolidacion de
los defectos 6seos criticos. Las pseudoartrosis se deben a fallos bioldgicos y/o a fallos
mecanicos (inestabilidad) del proceso de consolidacién, y pueden asociar defectos
6seos 0 no, por ello no siempre sera necesario en estos casos el uso de injertos para
su tratamiento, a diferencia de los defectos 6seos criticos en los que para su

resolucion siempre se requerira el aporte de algun tipo de injerto (47).

Defectos 6seos en modelos animales

Para determinar la seguridad de un nuevo material, y que cumple con los
requerimientos necesarios en cuanto a biocompatibilidad y estabilidad mecanica,
deber ser sometido a estudios in vitro e in vivo, previamente a su uso clinico en seres
humanos. Como estudios preclinicos in vivo se usan modelos animales de manera
habitual, permiten estudiar distintas situaciones como la carga o descarga sobre el

hueso, trabajar con distintas calidades de hueso (fracturas, osteoporosis, sano) y

31



edades (48). Existen definiciones especificas para cada especie, pero algunos autores
han definido el defecto éseo critico en un modelo animal como: la lesién ésea del
menor tamano en un hueso y especie concretos, que no curaria durante la vida del

animal o que durante su vida presentaria menos del 10% de regeneracion (42).

Actualmente se utilizan una amplia variedad de especies para realizar estos
estudios, si bien, los animales empleados de manera mas habitual son: ratones, ratas,
conejos, perros, ovejas, cabras, cerdos o caballos. No existe un modelo perfecto que
replique de manera exacta el proceso de consolidacion &ésea humana (49). Cada
especie tiene ventajas y desventajas caracteristicas por su similitud a los humanos en
la macro/microestructura, su composicion y remodelacién ésea (48), como puede
verse en la imagen 6. Pero existen también otros factores a tener en cuenta como son
los costes de adquisicion y cuidado, la disponibilidad de los animales, tolerancia a la
cautividad, facilidad para la estabulacién; y un punto cada vez mas importante es su
implicacion ética y la aceptaciéon del uso de determinados animales para la

experimentacién por parte de la sociedad (50).

Perro Oveja/cabra Cerdo Conejo
Macroestructura ++ et ++ +
Microestructura ++ + ++ +
Composicion 6sea +++ ++ e o+
Remodelado 6seo ++ ++ +++ +

Imagen 6: similitudes en 4 propiedades entre el hueso animal y el humano (48).

Aunque las propiedades del hueso de los primates no humanos son las que

mayor parecido presentan con los humanos, existen claras implicaciones éticas en
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usar estos animales en experimentacion médica, asi como el coste econdmico,
dificultad de manejo o riesgo de contraer zoonosis (enfermedades transmitidas de
animales a humanos). Con los perros al ser animales en ocasiones de compafiia las
implicaciones éticas y emocionales son similares. Con las ovejas, cabras y cerdos las
implicaciones emocionales son menores pero su estabulacion, espacio necesario y
cuidados presentan mayor complejidad que el uso de conejos, aunque sus
propiedades difieran mas de los humanos. Por todo lo mencionado anteriormente
debera elegirse el modelo animal mas apropiado para cada estudio, teniendo en
cuenta todos los factores (48). Los modelos in vivo mas comunes para el estudio de
los defectos 6seos dependen del tipo de animal empleado y los objetivos que se
persiguen (49). Son multiples los modelos animales empleados en el estudio de
variables que afectan a la curacion 6sea, como son los factores de crecimiento, el uso

de sustitutivos 6seos o los cambios histolégicos producidos tras un tratamiento (51).

El modelo canino ha sido el mas empleado para el estudio de las fusiones
vertebrales, debido a que esta fusion se produce en los perros de forma natural en
casi todos los casos, excepto en los segmentos lumbosacros mas moviles. El uso de
perros mestizos (sin pedigri) permite obtener variaciones significativas inter-animal,
debido a las diferencias en el peso, talla y caracteristicas (52,53). La densidad 6sea es
la mas parecida a los humanos, y suele emplearse el fémur para el estudio de los
defectos diafisarios. Como desventaja principal esta la consideraciéon del perro como
animal de compafia lo que implica una importante carga emocional en su uso;
ademas debido a la estructura plexiforme ésea adyacente al periostio, puede aguantar

mayores fuerzas de compresion que el hueso humano (49).

Los ratones y ratas constituyen el modelo mas comunmente usado en
laboratorio debido a su bajo coste, la facilidad para su estabulacién y cuidado, asi

como la menor carga emocional para la sociedad que produce su uso, en lugar de
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animales mayores (51). Las localizaciones anatomicas disponibles estan mas
limitadas por su reducido tamafo, suelen realizarse defectos 6seos segmentarios en el
fémur de unos 5 mm de longitud (54). Debido a su uso extendido en otros campos, el
uso de roedores manipulados genéticamente para estudiar especificamente algun tipo
celular o la ausencia de expresion de algun gen (ratones Knock-out) es mas accesible
que en otros animales y con menos coste econdmico. Entre sus principales defectos
se encuentra la ausencia de sistemas Haversianos y que las placas de crecimiento

permanecen abiertas de forma permanente (49).

Las ovejas tienen una edad y un peso similar a los humanos y las dimensiones
de sus huesos permiten alojar implantes quirdrgicos. Como diferencias se observan
que la distribucién del peso en las extremidades es distinto debido a la marcha
cuadrupeda y que la densidad del hueso trabecular es 1,5-2 veces mayor que el hueso
humano, lo cual le confiere una mayor resistencia (49). Se realizan defectos
segmentarios en la tibia de hasta 50 mm de longitud y suelen requerir estabilizacion
intramedular con agujas o externa con fijadores, su seguimiento suele ser de entre 3 y
4 meses (50,51). Las cabras son menos empleadas en estudios sobre regeneracion
6sea, en cambio es frecuente su uso en estudios sobre el cartilago, los meniscos o
reparaciones ligamentarias. Tienen la ventaja al igual que las ovejas que al ser
considerados animales productores de alimentos, su uso experimental tiene una

percepcién menos critica por parte de la poblacién (48).

Los cerdos se han empleado en una amplia variedad de estudios que incluyen
la osteonecrosis de la cabeza femoral, fracturas 6seas clasicas u osteocondrales, y de
disefio de implantes. Los cerdos comerciales para alimentacién no son los mas
deseables para la experimentacién en ortopedia, debido a la prolongada tasa de
crecimiento y el peso final excesivo. Por ello, el desarrollo de cerdos en miniatura o

microcerdos, han contribuido a solucionar este problema. No obstante, los cerdos se
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consideran de dificil manejo, ruidosos y agresivos, por lo que suelen emplearse otros

modelos (48).

El modelo equino es el recomendado por la FDA (Food and Drugs
Administration) para el estudio de la osteoartritis y la investigacion comparativa de las
articulaciones (55). Entre sus ventajas se encuentra el remodelado éseo similar al
humano y una distribucién mecanica de las cargas del aparato musculoesquelético
similar. Entre sus defectos se encuentra su elevado coste a todos los niveles
(estabulacion, cuidados, precio o carga emocional) (49). Se han usado modelos de
defectos segmentarios, de hasta 15 mm, en el 4° metacarpiano y suelen estabilizarse

con placas de compresion dinamica y tornillos corticales (56).

Los conejos son uno de los animales mas pequefios que tienen huesos largos
y una anatomia espinal lumbar comparable a la de los seres humanos, asi como
suficiente cresta iliaca para poder proporcionar injerto autélogo para tratamientos (57).
El uso de conejos como modelo animal para el estudio de los defectos éseos ha sido
ampliamente utilizado, con multiples estudios sobre defectos 6seos criticos en fémures

de conejo y el empleo de distintos materiales en su reparacion.

En el estudio de los defectos dseos criticos existen modelos concretos sobre
los que se han realizado multiples estudios. El uso de controles en los estudios, ha
permitido la correcta caracterizacién de estos defectos y permitir su comparacién con
otros trabajos como es el caso de los modelos con conejos (58—64). En nuestro grupo,
se han utilizado dos modelos en fémur principalmente para el estudio de los tipos de
defectos 6seos en conejos, uno de ellos epifisario en la cara lateral de ambas epifisis
femorales distales realizado con broca motorizada de 5 mm de diametro, asi como con
una profundidad del defecto de 10 mm; el otro defecto fue de tipo diafisario, creado

con una sierra motorizada, en el 1/3 medio de la diafisis femoral, de 15 mm de longitud
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y se incluia la cubierta peridstica. En los defectos diafisarios se asocidé osteosintesis
con una placa anterior para evitar inestabilidad rotacional, y una aguja de Kirschner
intramedular, para mejorar su rigidez. Los estudios radiograficos realizados en los
controles mostraron escasos cambios, no se encontrd relleno de la cavidad, en los
defectos 6seos creados a lo largo de los 4 meses de seguimiento en los defectos
epifisarios y 6 meses en los diafisarios. Se observd la persistencia de la imagen
radiografica del defecto rodeada de un halo de esclerosis que contorneaba la cavidad
Osea creada. A nivel macroscépico se pudo demostrar el recubrimiento del defecto
0seo creado en todos los fémures intervenidos. A nivel microscopico se identifico una
minima reparacién espontanea del interior del defecto éseo creado en todos los
controles, pudiendo observarse la reparacion del orificio en la cortical, pero sin

acompanarse del relleno de la cavidad 6sea por hueso esponjoso (58,62).

También se han estudiado estos defectos 6seos criticos en conejos, pero en
otros huesos como es el cubito. Creados a través de un abordaje medial del
antebrazo, se generd un defecto de 15 mm de longitud en el cubito, mediante una
osteotomia realizada conectando los orificios brocados con un taladro motorizado.
Tras 12 semanas no se observd reparacion ni signos de regeneracién Osea, tras

estudio con TAC-3D y en los cortes histologicos (65,66).

Existen modelos de defectos éseos criticos realizados en otros huesos vy
especies animales. El craneo es una localizacién comun para ellos, y un ejemplo seria
en ratas. Mediante una exposicién quirdrgica del hueso temporal del craneo en una
rata, y desperiostizacion del mismo, tras ello se realiza un defecto de 5 mm de
diametro usando un trocar de tejidos del mismo tamafio. Con un seguimiento de 56
dias se comprobd, mediante estudio de micro-TAC, que los defectos generados en el
grupo control mantenian su tamafo y no mostraban signos de regeneracion (67).

Otros estudios con seguimientos mayores, 12 semanas, y estudios por rayos X e
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histologia mostraban también la ausencia de curacion en los controles de los defectos
generados (68). En perros también se han practicado defectos criticos en el craneo
(hueso parietal) de mayor tamano, 20 x 20 mm, y seguimiento mayor 12-24 semanas,
obteniendo ausencia de relleno del defecto en los grupos control por TAC, rayos X e

histologia (69,70).
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4. Tratamiento de los defectos 6seos

Generalidades

Cuando el potencial de reparacion del tejido 6seo se ve superado por el
defecto 6seo, son necesarios elementos adicionales que contribuyan a su curacion. La
planificacion de la reconstruccién de estos defectos es compleja por todo lo explicado
anteriormente. Su gold standard continda siendo el injerto autélogo de hueso si bien
presenta numerosas limitaciones, tales como: la morbilidad de la zona donante, el
volumen limitado de injerto, el mayor consumo de recursos quirurgicos y los pobres
resultados obtenidos en un numero significativo de los pacientes tratados (37). Es por
ello que existe un interés elevado en el estudio y desarrollo de otros materiales que
permitan tratar estos defectos de una manera adecuada, sin las limitaciones existentes

en los injertos autologos.

El tratamiento de estos defectos se basa en los mismos principios que son
necesarios para la consolidacion ¢6sea, el concepto del diamante introducido por
Giannoudis et al (34) donde existen 4 factores principales (estabilidad mecanica,
osteogénesis, osteoinduccion y osteoconduccion) y factores asociados como las

condiciones del huésped y el aporte vascular.

La estabilidad mecanica en el proceso de consolidacion normal de las
lesiones 6seas juega un papel clave, demostrando ser un factor que la favorece
(34,71). La estabilidad absoluta en las fracturas simples permite una curacién primaria
del hueso, sin formacion de callo, por un mecanismo de remodelado. Por el contrario,
cuando no se da esta estabilidad en el foco de fractura, se retrasa el proceso de
consolidacién y se favorece la formacion del callo 6seo por un mecanismo de
consolidacién secundaria. En las fracturas que no tienen un trazo simple o son

conminutas, se buscara una estabilidad relativa para contribuir al proceso de
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consolidacién (72). En los casos mas complejos donde existen grandes defectos o
alteraciones de la consolidacién, como la pseudoartrosis o la no-unién 6sea, buscar la
estabilidad mecanica también esta considerado como uno de los pilares del

tratamiento (35).

Para conseguir esta estabilidad mecanica en las lesiones 6seas existen una
amplia variedad de técnicas que pueden ser conservadoras o quirurgicas. Dentro de
las primeras encontramos las inmovilizaciones con yesos, vendajes, cabestrillos,
tracciones axiales entre otras opciones. Para la estabilidad quirdrgica también existen
distintos medios: reduccion abierta y fijacion con placas, fijacibn con agujas de
Kirschner de forma abierta o percutanea, uso de fijadores externos u enclavado
endomedular 6seo. Todas estas técnicas buscan generar un ambiente de estabilidad

mecanica para favorecer asi el proceso de consolidacion (72).

Los otros tres factores principales que contribuyen al proceso de curacion dsea
y son claves para el tratamiento de los defectos Oseos son la osteogénesis,
osteoinduccién y osteoconduccion, que son caracteristicas que buscan los materiales
biocompatibles (biomateriales) mas frecuentemente utilizados para el tratamiento de

defectos 6seos en traumatologia (36,73,74).

La osteogénesis es la capacidad de formacion dsea y depende principalmente
de las células (osteoblastos e indiferenciadas). Estas células si encuentran un entorno
adecuado podran transformarse en osteoblastos y osteocitos, para contribuir a la
creacion de hueso nuevo (36). La presencia de células con capacidad de generar
hueso es considerada como el primer elemento necesario para la consolidacion y
curacion de las lesiones 0seas. En el proceso natural, células madre mesenquimales
son reclutadas al lugar de la lesion desde la médula 6sea, o transferidas al mismo

desde la circulacién sanguinea (34). Un material osteogénico se define como aquel
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que contiene células vivas que son capaces de diferenciarse en hueso (75). El hueso
esponjoso al poseer una superficie mayor que el hueso cortical, posee un potencial
osteogénico mayor. Un ejemplo seria el aspirado de médula éseo o el injerto 6seo

autologo.

La osteoinduccidén es la capacidad para la estimulacion de la transformacién
las células progenitoras del huésped en osteoblastos. Un material osteoinductor
proporciona un estimulo biolégico que induce a las células locales o trasplantadas, a
entrar en una via de diferenciacion que conducird a la formaciéon de células
osteoformadoras adultas (75). En este proceso interviene una cascada molecular
donde tiene un papel importante los factores de crecimiento, interleucinas (IL-1, IL-6) o
el factor de necrosis tumoral alfa (36). De forma natural estos factores pueden ser
secretados por células endoteliales, plaquetas, monocitos, macréfagos, células
progenitoras mesenquimales, condrocitos y por las propias células éseas (osteocitos y
osteoblastos). Esta cascada de eventos moleculares desencadena el inicio del
proceso de curacion (34). La matriz 6sea desmineralizada o factores aislados
(proteina morfogenética humana o plasma rico en plaquetas) serian ejemplos donde

predomina esta propiedad.

La osteoconducciéon es la propiedad de un material para actuar como
andamiaje para recibir y guiar el crecimiento éseo, permitiendo la colonizacion celular
por parte del huésped y la proliferacién vascular. Sus propiedades se determinan por
su configuracion tridimensional en el espacio y la capacidad de reabsorcion,
permitiendo su sustitucion por matriz del hueso nuevo. Un material osteoconductor
favorece el proceso de orientacién de los nuevos vasos sanguineos y sistemas
Haversianos sobre los cuales se asentaran y proliferaran las células con capacidad
regenerativa y comenzaran el proceso de formacion de hueso (36). Puede definirse

como aquel material que promueve la aposicion de hueso a su superficie, y que
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funciona en parte como un soporte que facilita la formacion de hueso (75). Un ejemplo

son los compuestos de fosfato calcico.

Existen otros dos conceptos en relacion al tratamiento de los defectos dseos,
que no se encuentran, propiamente, dentro del concepto del diamante, que son la
osteopromocion y la osteodistraccion, cada una de estas propiedades se asocia a una

técnica especifica de tratamiento.

La osteopromocion es la capacidad para la induccion de la formacion de
hueso mediante la utilizaciéon de barreras (membranas). Este mecanismo se le conoce
como regeneracion tisular guiada (RTG) o membranas inducidas (76). Se basa en el
uso de membranas tipo barrera, para excluir ciertos tipos celulares (tejido conectivo o
células epiteliales de rapido crecimiento) de una zona, para asi favoreces el
crecimiento de otras poblaciones celulares mas lentas, capaces de formar hueso. Esta
técnica se consigue cuando las células osteoprogenitoras son las encargadas
exclusivamente de repoblar el defecto éseo, habiendo evitado previamente la entrada
de otros tejidos no osteogénicos, suele emplearse en combinacion al uso de injertos
6seos (77). El empleo de esta técnica para el tratamiento de defectos éseos fue

popularizada por Masquelet (78).

La osteodistraccion es un proceso en el que se provoca una fractura en el
hueso y se realiza una separacion progresiva de los fragmentos, estando éstos
estabilizados mediante el uso de osteodistractores. Con este proceso se busca la
elongacién del coagulo de fibrina con la intencion de que se creen puentes 6seos,
consiguiendo con ello el alargamiento progresivo del hueso (79). El empleo de esta

técnica para el tratamiento de defectos éseos fue popularizada por llizarov (80,81).
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Para el tratamiento de los defectos 6seos se han desarrollado una serie de
técnicas (transporte 6seo, regeneracion tisular guiada) y de biomateriales (biolégicos y
sintéticos) que permiten un abordaje de los distintos factores que influyen en la
reparacion o6sea. Generalmente se emplea una combinacién de las distintas
propiedades mencionadas anteriormente tanto en las técnicas, como en los

biomateriales.

Regeneracion tisular guiada

Como mencionabamos anteriormente, gracias a la capacidad de
osteopromocion, es posible el tratamiento de algunos defectos éseos criticos mediante
la técnica popularizada por Masquelet, conocida también como de membrana
inducida. Esta técnica representa una alternativa mas en el tratamiento de estas
lesiones complejas, habiendo demostrado ser clinicamente util, si bien no se conoce
claramente la fisiologia del proceso de reparacion (82). Presenta ventajas si la
comparamos con otras empleadas en situaciones similares (transporte 6seo). Ha
demostrado ser un método mas sencillo y que requiere de un menor tiempo quirdrgico,

con un menor riesgo de complicaciones y una menor comorbilidad (83).

Se han descrito multiples factores que parecen estar implicados en el éxito de
esta técnica, pero ninguno ha demostrado ser Unicamente determinante.
Procederemos a describir algunos de estos factores que ya estan presente en el
concepto del diamante y algunos otros nuevos que son especificos de esta técnica

(82), como vemos en la imagen 7:
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Vascularizacion

Bordes 6seos Materiales
Partes blandass

Tiempo de Técnica de Membrana
maduracién Masquelet inducida

Estabilidad Carga de peso
mecanica postoperatoria

Imagen 7: factores principales que influyen en la técnica de Masquelet.

La vascularizacion y el estado de los tejidos blandos circundantes:
configuran el ambiente necesario para el proceso de reparacion aportando nutrientes,

marcadores y células osteogénicas(84).

Los extremos &seos iniciales del defecto: la correcta preparacion de los
bordes del defecto se relacionan con la correcta integracién del injerto (85), por ello se
debe realizar un desbridamiento adecuado, buscar bordes bien vitalizados y evitar la

infeccidon y necrosis de los mismos.

Estabilidad mecanica: forma parte del concepto del diamante como uno de los
puntos necesarios para la reparacion dsea y en esta técnica también debe buscarse
una adecuada estabilidad en sus dos fases para permitir el desarrollo de la membrana
y su posterior proceso de reparacion (85,86). Inicialmente se realizaba mediante el

uso de fijadores externos segun la técnica descrita inicialmente (78), aunque se ha
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demostrado también util el uso de fijaciones internas con placas o clavos

endomedulares (87).

El tiempo: la duracion de la primera fase, en la que se produce la membrana,
varia de unos autores a otros existiendo un periodo que puede ir desde las 2 hasta las
8 semanas inicialmente descritas por Masquelet. En funcion del tiempo transcurrido el
grosor y tejido fibroso de la membrana aumenta, si bien parece que el tiempo éptimo

seria de 4 semanas (86,88).

Carga de peso postoperatorio: no existe un consenso claro acerca del
manejo inicial respecto a la carga o descarga tras la realizacion de esta técnica.
Ambas opciones estan contempladas y consiguen obtener buenos resultados,
ejemplos con descarga mantenida durante un tiempo variable (hasta 24 meses) (89) y
otros con apoyo desde el momento inicial y carga progresiva (90) presentan resultados

similares.

Material del implante: tradicionalmente se ha utilizado el polimetiimetacrilato
(PMMA), conocido como cemento 6seo, como material para inducir la membrana
vascularizada habiendo demostrado su capacidad para ello. Aunque se han descrito
problemas asociados con su uso como reacciones alérgicas locales o sistémicas, y la
necrosis 0sea y dafo a los tejidos blandos producido por el calor que se produce en la
reaccion exotérmica de fraguado (91). Por ello se investiga el uso de nuevos
materiales para inducir la membrana como las siliconas (92) o scaffolds cilindricos de

fosfato tricalcico de hidroxiapatita (93).

La técnica de regeneracion tisular guiada se realiza en varias fases

consecutivas, como puede verse en la imagen 8:
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a) En un primer tiempo, se inicia colocando en la zona del defecto éseo un
material inerte (generalmente polimetiimetacrilato también llamado cemento 6seo, que
puede incluir o no antibiotico en su composicién si lo precisa), con ello se estimula la
formacion de una membrana biolégica alrededor del material. Se debe asociar con una
fijacion ésea (interna o externa) que evite el colapso de la fractura y aporte estabilidad
durante el proceso. Ademas, los extremos 6seos deben estar libres de infeccion y de
necrosis.

b) Alrededor del cemento se crea una membrana, interesa conseguir un grosor
aproximadamente de 2 mm y con una consistencia suficiente para ser Uutil.

c) En un segundo tiempo transcurridas aproximadamente 6 semanas, se
procede a retirar el material y se mantiene la membrana obtenida que posee la
capacidad osteopromotora. Esta capacidad evitara la reabsorcién del injerto o la
formacion de hueso ectdpico.

d) Se procede a rellenar con injerto 6seo (preferentemente autoinjerto dseo por
poseer las propiedades osteogénicas, osteoinductivas y osteoconductoras) la
membrana y se realiza el cierre de la misma.

e) Crece hueso entre los bordes Oseos del defecto, produciéndose la

reparacion del defecto (94).

Recientes estudios en modelos animales han utilizado para el tratamiento de
defectos dseos criticos, la técnica de induccion de membranas combinada con el uso
de injertos sintéticos (en lugar de injertos autélogos), en dos tiempos igual que la
forma tradicional y en solo tiempo usando solo el injerto sintético y una membrana
sintética. Se obtuvieron buenos resultados y demuestra como esta técnica puede

combinarse con otras tratamientos de forma correcta (95).
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Imagen 8: fases de la técnica de Masquelet. a) Colocacién del cemento. b) Formacién
de la membrana inducida. c) Retirada del cemento con conservacion de la membrana.

d) Relleno con injerto. €) Curacion (94).
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Transporte 6seo

El transporte 6seo es una técnica, que se basa en la propiedad de
osteodistraccion, y esta considerada como una opcién para el tratamiento de los
defectos Oseos criticos. La principal ventaja de esta técnica es que permite la
regeneracion de tejido 6seo vivo con la misma fuerza y anchura que la del hueso
nativo. Es una técnica no exenta de problemas y complicaciones, derivados
principalmente del uso prolongado de fijadores externos (infeccion, dolor o

aflojamiento) y psicoldgicos por ser un proceso de larga evolucion (79).

Se basa en los estudios realizados por llizarov, que posteriormente popularizé
el uso de esta técnica. Realizé distintas pruebas hasta concluir que la elongacion
Optima era de 1 mm al dia realizada en varias fases y la importancia del cuidado de las
partes blandas para que se produjera a la vez la elongacién de los musculos, fascia,
nervios, vasos sanguineos y piel (80,81). Inicialmente la fijacion y distraccion se
realizaba con un fijador externo circular que fue el método clasico descrito por llizarov,
aunque posteriormente se han utilizado otros sistemas de fijacion como clavos
endomedulares o fijadores monolaterales obteniendo buenos resultados igualmente

(96).

El transporte éseo es un proceso que incluye varias intervenciones quirargicas,
asi como un proceso de elongacién progresiva, en las imagenes 9 y 10 podemos
observar dos esquemas del mismo. Hay que realizar una planificacion adecuada de
todo el proceso, presentando especial interés al estado de las partes blandas
(problemas de cobertura cutanea, vascularizacion e inervacion) y la prevencién de la
infeccién. Se inicia realizando una osteotomia del fragmento 6seo sobre el que
queremos realizar su transporte, tras ello se desplaza mediante distraccion progresiva
un fragmento éseo a lo largo del defecto 6seo a tratar hasta hacer contactar el

fragmento transportado con el otro extremo éseo. La osificacion espontanea de la
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zona distraida reconstruye el defecto 6seo. En ocasiones puede ser necesario asociar
el uso de injerto o realizar una decorticacién de los bordes éseos para favorecer la

consolidacién (97).

H‘3

©

J@

Imagen 9: esquema de la técnica de transporte 6seo en un fémur con un fijador

externo de tipo distractor-compresor monolateral (97).
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Imagen 10: esquema de la técnica de transporte éseo en un fémur con un fijador

externo de tipo circular de llizarov (79).
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5. Biomateriales

Definicion y clasificacion

Se denominan biomateriales a los productos empleados para reproducir la
funcién de tejidos vivos en los sistemas biolégicos de forma segura, mecanicamente
funcional y fisioldgicamente aceptable, que son temporal o permanentemente
implantados en el cuerpo y que tratan de restaurar el defecto existente y, en algun

caso, conseguir la regeneracion tisular (36,98).

Los biomateriales pueden estar constituidos de una gran variedad de
componentes, con origen natural o sintético. Entre ellos se incluyen metales,
aleaciones, ceramicas, vidrios, polimeros sintéticos, polimeros naturales, tejidos
biolégicos y las combinaciones de estos (99). A su vez su uso esta ampliamente
extendido por todas las ramas de la medicina, pudiendo usarse en angiologia
(implantes vasculares), traumatologia y cirugia ortopédica (artroplastia de cadera o

rodilla), odontologia, cirugia general (mallas abdominales) como algunos ejemplos.

Dentro del conjunto de los biomateriales, se encuentra el grupo de los llamados
sustitutos 6seos, cuya caracteristica especifica es que una vez implantados en un
ser vivo colaboran en el proceso de reparacion o reemplazo del tejido éseo danado,
sin ocasionar perjuicios al organismo en su conjunto (100). Dado la amplia variedad
existente de estos materiales pueden clasificarse de distintas maneras, en los
materiales empleados para el tratamiento de lesiones dseas es frecuente clasificarlos
por su origen: natural o sintético (101). Los de origen natural tienen la propiedad de
ser biodegradables por el organismo, algunos ejemplos son el hueso (injerto autélogo,
alogénico o xenogénico), derivados 6seos (BMPs o matriz 6sea desmineralizada),

polimeros y ceramicas de origen natural (derivados de corales o caparazones de
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crustaceos). Los de origen sintético pueden ser biodegradables o no, y se establecen

en 4 grupos principales: metales, ceramicas, polimeros sintéticos y semiconductores.

Antecedentes historicos

Histéricamente se ha documentado el uso de materiales en la medicina para
ayudar a la recuperacion de tejidos danados desde la época del antiguo Egipto y las
civilizaciones clasicas de Roma y Grecia, desde que se inicid el uso de algunos
metales o productos naturales para dicha funcién. Posteriormente, a partir del siglo
XVI, otros metales como el oro y la plata fueron utilizador en la restauracion de piezas
dentarias, o el hierro para inmovilizacion de algunas fracturas. Durante el siglo XIX se
avanzo en la creacién de aleaciones con mejores cualidades, con una mayor

resistencia a la corrosion o propiedades mecanicas mas utiles (102).

La investigacion en polimeros se incrementé al inicio del siglo XX y tras las
Guerras Mundiales se dio un gran avance en los materiales tolerables por el
organismo para la fabricacién de prétesis e implantes por la necesidades que
presentaban los lesiones tras las guerras (103). A partir de los anos 40-50, se vio un
rapido progreso de estos biomateriales que contribuyeron al desarrollo de implantes
que a dia de hoy todavia son utilizados, trabajando los cirujanos en su desarrollo

principalmente (104).

A partir de los afios 60-70 el campo de los biomateriales, que tradicionalmente
eran investigados desde la medicina, se incorporan otras ciencias como las
ingenierias, las matematicas, la fisica, la bioquimica o la biologia, con las suma de
ellas se ha conseguido hasta nuestros dias un rapido avance y el desarrollo de
técnicas como la ingenieria de tejidos o la biologia molecular, todo ello aplicado al

desarrollo de biomateriales (103).
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Propiedades principales

Para poder implantar con seguridad un biomaterial deben reunir una serie de
propiedades, pueden verse en la imagen 11, que garanticen cumplir con la funcién

para la que son disefiados, sin representar un riesgo para el huésped (36,103):

Bioestabilidad

Imagen 11: propiedades principales de los biomateriales.

1) Biocompatibilidad: el biomaterial al contacto con los tejidos vivos no debe
producir en ellos ningun tipo de alteracion ni rechazo, siendo para ello bien tolerado,
evitando que se pongan en marcha los mecanismos defensivos del huésped frente al

biomaterial (99).

2) Seguridad: no deberan producir en el huésped efectos téxicos ni

carcinogénicos o cualquier otro tipo de lesion.

3) Bioestabilidad: ser quimicamente estable a corto y a largo plazo, asi como

el mantenimiento de sus propiedades y estructura fisico-quimica en el entorno
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biolégico durante el tiempo que permanezca en el organismo. Otra opcion es que sea

biodegradable tras cumplir su funcion durante el tiempo util programado.

4) Resistencia: debe ser lo suficientemente resistente y poseer las
propiedades mecanicas adecuadas para poder cumplir con su funcioén, y durar el

tiempo previsto soportando la fatiga.

5) Diseio adecuado: el tamafo, el peso y la forma del implante deben ser los
adecuados. A todo ello debe afadirse que el precio debe ser reducido, su fabricacion

reproducible y su procesamiento facil para su produccién en gran escala.

Durante el proceso para el desarrollo de un nuevo biomaterial son necesarios
una serie ensayos que preceden a las pruebas clinicas: simulaciones biomecanicas,
modelos in vitro, ensayos toxicologicos y de biocompatibilidad, e implantaciéon en

animales de experimentacién (105).
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6. Sustitutos 6seos de origen natural

Injertos 6seos

Se considera como injerto 6seo a cualquier tipo de tejido 6seo extraido e
implantado en alguna zona del esqueleto con el fin de reparar una lesion 6sea (106).
El conocimiento acerca de ellos es un proceso dinamico, que ha ido evolucionando
con el tiempo, inicialmente su éxito era medido por su capacidad para soportar el
estrés aplicado sobre ellos. Actualmente, los injertos son considerados como
estructuras bioldgicas y su éxito se mide por su capacidad de incorporacion,

revascularizacién y desempefio de la funcion y forma deseadas (102).

El uso de injertos 6seos con interés médico para el tratamiento de las lesiones
Oseas ha sido descrito desde siglos atras, en 1668 ya se publicé su utilizacion en la
reparacion una craneo humano con un xenoinjerto de calota de perro, obteniendo un

buen resultado (107).

Durante el siglo XIX su uso es donde presentd auténticos avances, Louis
Léopold Ollier en 1867 en su “Tratado experimental y clinico de la regeneracién del
hueso y la produccion artificial de tejido 6seo”, realiza la clasificacion clasica y todavia
vigente de los injertos por su origen en autoinjerto, aloinjerto y xenoinjerto. Demostré

también la utilidad de los autoinjertos, asi como su viabilidad.

En el mismo siglo Macewen, que fue discipulo de Joseph Lister (introductor de
la antisepsia) y James Syme (estudioso de las amputaciones), presentd en el afo
1881 las primeras 6 conclusiones acerca del uso de injertos dseos, siendo la mayoria
aun validas a dia de hoy: 1) El hueso trasplantado es capaz de vivir y crecer. 2) Los
trasplantes interhumanos de hueso viven y crecen. 3) Los trasplantes interhumanos

6seos pueden someterse a usos practicos beneficiosos para la humanidad. 4) Todos
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los elementos dseos deben incluirse en el trasplante. 5) La forma mas exitosa de
trasplantar el hueso es dividirlo en pequefos fragmentos, con un instrumento afilado,
antes de introducirlo en su nueva localizacion. 6) Para garantizar el éxito del injerto, el

trasplante debe realizarse antisépticamente (108).

Ya en el siglo XX continué evolucionando el manejo de los injertos
introduciendo nuevas técnicas como el uso del peroné vascularizado (109) o
mejorando el conocimiento sobre ellos con conceptos como el fendmeno de resorcién
del injerto y determinando factores que influian en el éxito de la integracion del injerto
(110). A su vez también se definid la inmunogenicidad de los aloinjertos y su
importancia para minimizar la respuesta inflamatoria contra el mismo, y como ésta
disminuia tras someterse a un proceso de congelacion, convirtiéndose en el método

mas frecuente de conservacion (111,112).

A) Clasificacion de los injertos

Existen distintos criterios para clasificarlos como por su composicion tisular
(cortical o esponjoso), sus caracteristicas anatdmicas (zona de donde procede,
tamano o forma), su vascularizacion (vascularizado o libre), método de conservacion
(fresco, congelado, o liofilizado), tratamientos  adicionales realizados
(desmineralizacion o irradiacion), lugar de implantacion (ortotopico: en la misma regién

anatdmica que la zona donante; heterotdpico: distintos lugares) (94).

La clasificacidon basada en la disparidad genética donante-receptor (autoinjerto,
isoinjerto, aloinjerto y xenoinjerto (75)) es la mas comunmente empleada:
Autoinjertos: se realiza el trasplante de un lecho a otro del mismo individuo. Se
puede injertar de inmediato o guardarlo en banco para su utilizacion posterior.

Isoinjertos: se trasplanta desde un gemelo a su idéntico monozigoto.
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Aloinjertos: de un individuo a otro genéticamente distintos, pero de la misma especie.
Requiere de un banco de hueso. Se debe reducir la antigenicidad del aloinjerto
mediante la crioterapia, liofilizado o radioterapia. En general tienen mayor tendencia a
la infeccion, fractura y no-union que los autoinjertos.

Xenoinjerto: de una especie a otra especie. Alto niumero de rechazos (>50%). La
investigacion inmunolégica debe contribuir a su desarrollo y disponibilidad.

Actualmente apenas se utilizan.

B) injertos mas frecuentes
Autoinjerto 6seo esponjoso: es considerado el patrén oro (gold standard) para el
tratamiento de los defectos 6seos. Sus principales virtudes son su histocompatibilidad
completa y su capacidad osteogénica al tener presentes células mesenquimales y una
gran superficie cubierta de osteoblastos; también es importante su papel como
osteoinductor por los factores de crecimiento y por ultimo su actividad osteoconductora
que es menor, mediada por su estructura de hidroxiapatita y colageno. Presenta una
rapida incorporacion al lecho receptor y revascularizacion precoz. Sus inconvenientes
son la morbilidad en la zona de extraccion y el escaso volumen disponible. La zona
donante mas frecuente es la cresta iliaca, se han descrito complicaciones hasta un 25-
40% incluyendo hematomas, lesidon nerviosa (nervio femorocutaneo), alteraciones

estéticas o dolor cronico (94,113,114).

Autoinjerto cortical no vascularizado: existe un menor aporte celular (5%)
disminuyendo su osteogenicidad, pero aporta un mayor soporte estructural,
osteoconduccion. Su revascularizacion e integracién es mas lenta por ser necesaria su

reabsorcion previa, para que puedan penetrar los vasos (94,113,115).

Autoinjerto cortical vascularizado: es un injerto con buena capacidad estructural, y

a diferencia del avascular, su proceso de integracion es rapido debido a que no
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precisa del proceso de revascularizacion para su aporte sanguineo. Hasta el 90% de
los osteocitos presentes en este injerto sobreviven al trasplante (115,116). Una de sus
indicaciones primarias son los defectos con un lecho que tiene una vascularizacién
sub-6ptima o grandes defectos dseos o de partes blandas. Las zonas donantes tipicas
son las costillas, pala iliaca, peroné (injerto peroné vascularizado), radio distal
(tratamiento de la enfermedad de Kienbéck o pseudoartrosis de escafoides) y
escapula. Sus principales inconvenientes son la morbilidad de la zona donante,
técnicamente son mas complejos de realizar o la necesidad de estudio vascular

preoperatorio (117).

Aspirado de médula ésea (Sistema RIA): mediante el aspirado éseo se obtiene un
concentrado celular rico en células precursoras mesenquimales (MSC) cuya principal
capacidad y casi exclusiva es osteogénica. Pueden obtenerse de distintas
localizaciones como la cresta iliaca, el fémur o la tibia. El rendimiento obtenido

mediante esta técnica se relaciona con la edad y el estado del paciente (94).

Existe una técnica especifica que combina el aspirado con el fresado de la
médula ésea en los huesos largos conocido como sistema RIA (reaming-irrigation-
aspiration, fresado-irrigaciéon-aspiracion). Este sistema es un dispositivo de un solo
uso de fresado intramedular con irrigacion y aspiracion simultanea, que inicialmente se
desarrollé para disminuir la presién durante el enclavado endomedular y con ello
disminuir el riesgo de complicaciones pulmonares (embolia grasa, distress respiratorio
agudo) (118). Pero se observd que con esta técnica se extraia autoinjerto esponjoso
en un volumen importante, de media 40 cm® en fémur y 33 cm?® en tibia, y en los
estudios realizados sobre el material obtenido se comprobd que el injerto era rico en
células precursoras y osteogénicas, en factores de crecimiento (119). Lo mas
importante era que se obtuvieron tasas de consolidacion comparables a las obtenidas

usando autoinjerto de cresta iliaca, con menor dolor inmediato y crénico en las escalas
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de valoracion (118-120). Las ventajas principales de este sistema al compararse con
el gold standard seria que una técnica menos invasiva y con menos complicaciones;
que permite la obtencidén de mayores volumenes; y que las propiedades bioquimicas y

celulares son similares a los del autoinjerto de cresta iliaca (121).

Aloinjerto triturado - Matriz 6sea desmineralizada: aporta escaso soporte
mecanico y su principal capacidad es actuar como osteoinductor, al preservar los
factores de crecimiento. Al tener una estructura similar a la de la trabécula 6sea

(porosa), permite el crecimiento de los vasos desde el lecho receptor (94,113).

Un caso concreto es la matriz 6sea desmineralizada (MOD o DBM
demineralized bone matrix por sus siglas en inglés), cuyo uso esta muy extendido
desde el ano 1968, que fue descrita por primera vez (122). El hueso se extrae de un
donante Unico, se tritura y desmineraliza con acido, posteriormente se tratan con 6xido
de etileno o radiacion gamma para su esterilizacion. Con ello se consigue un producto
que conserva la matriz de colageno tipo | y otras proteinas y factores de crecimiento,
pero carece de los componentes minerales. Para su uso precisa de un transportador
de rapida absorcion que suelen ser geles, pastas o sélidos moldeables (glicerol, acido
hialurénico o gelatinas). Sus principales uso son para rellenar defectos cavitarios,
facilitar las artrodesis espinales y en el tratamiento de pseudoartrosis; también puede
combinarse con otros sustitutos y usarse como un expansor de otros injertos (117).
Uno de los inconvenientes es que se han encontrado diferencias apreciables en las
concentraciones entre diferentes presentaciones comerciales e incluso entre distintos

lotes de una misma presentacién (123).

Aloinjerto corticoesponjoso y cortical: su principal capacidad es la de ofrecer
soporte estructural, si bien su capacidad osteoinductora es limitada y no posee

actividad osteogénica, al carecer de células vivas y ser sometido a un proceso de
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esterilizaciéon. Sus usos son similares a los de la MOD y sus diferencias son que
pueden almacenarse de forma indefinida y un ligero aumento del riesgo de transmisién
de enfermedades. Su disponibilidad es amplia al proceder de donantes vivos o
cadaveres en la mayoria de las ocasiones y suelen extraerse del hueso iliaco, la tibia
o el fémur. Su conservacion puede realizarse de diversas formas que pueden
modificar sus propiedades mecanicas y osteoconductoras: en fresco, actualmente en
desuso por el mayor riesgo de contagio de enfermedades; congelado (entre -20°C y -
70°C), mantiene mejor sus propiedades mecanicas y su incorporacion vy
revascularizacion es mas rapida, aunque debe calentarse previamente a su
implantacién; y liofilizado, por el que se someten a un proceso de desecacion por
congelacion directa y luego se conservan a temperatura ambiente. Sus propiedades
mecanicas pueden alterarse y su incorporacion puede ser menos constante, y

ademas, precisa de un proceso de rehidratado previo a su implantacion (113,117).

Aloinjerto masivo osteocondral: se utilizan en cirugia tumoral y de rescate de
extremidades, al ser capaces de reemplazar grandes segmentos 6seos que incluyen
la superficie 6sea, evitando en ocasiones la amputacion del miembro. Se conservan
por un proceso de congelacion a -70°C y el cartilago se trata con dimetil-sulfoxido para
su conservacién (115). Son injertos de manejo complejo y pueden presentar
complicaciones variadas como cambios degenerativos articulares, inestabilidad o fallo

en la union con el lecho receptor(113,117,124).

Resistencia Resistencia Osteo- Osteo- Osteo-
compresion torsion conduccion induccidn génesis
Autoinjerto  Esponjosa = - +++ ++ +++
Cortical +++ +++ ++ + +
Aspirado o - - + +++
médula
osea
RIA - - - + +++
Aloinjerto Esponjosa = - ++ +/- o
Cortical ++ ++ + - -
MOD = = - ++ o

Imagen 12: propiedades principales de los injertos 6seo(94).
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C) Incorporacion de los injertos

La incorporacion de los injertos dseos al lecho receptor es un proceso que
implica cinco fases que son comunes en todos ellos: inflamacion, revascularizacién
(invasion del injerto por los capilares sanguineos), osteoinduccion (diferenciacion de
las células pluripotenciales en osteoblastos), osteoconduccion (sustitucion del injerto
mediado por el huésped) y finalmente el remodelado éseo. La correcta incorporacién
se define como el normal desempeno de la funcion del tejido original al que sustituye,
manteniendo su integridad mecanica y funcional durante y después del proceso de

incorporacion (75,113,115,125).

El injerto autdlogo de hueso esponjoso es que tiene una incorporacién mas
completa y rapida seguido del cortical autélogo, esponjoso y cortical alogénico y por
ultimo el xenoinjerto. La velocidad de las fases y el proceso global de incorporacion se
ve afectado por diversos factores, como son la estructura o la vascularizacion del
injerto. En los no vascularizados los vasos tienen que penetrar desde el lecho del
receptor al injerto, con lo que se enlentece el proceso de revascularizacién; el hueso
cortical también tiene un proceso de revascularizacion mas lento, al tener que
realizarse a través de los canales de Havers. Otras situaciones también pueden
afectar de manera negativa a esta incorporacion como son las infecciones, el exceso
de micromovimientos en el area reconstruida (inestabilidad) o alteraciones locales o
sistémicas de la vascularizacion. La inmunogenicidad (capacidad de estimular una
respuesta por parte del sistema inmune) juega también un papel importante en los alo
y xenoinjertos, ya que se produce una respuesta inmunitaria por parte del receptor
frente al injerto durante la segunda y tercera fase de la incorporacion. Para ello se
evita su uso en fresco y se utilizan liofilizados o congelados porque disminuye su

inmunogenicidad (126,127).
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Factores de crecimiento

Se conocen como factores de crecimiento a la amplia familia de moléculas de
estructura proteica, que son secretadas por células a la matriz extracelular. Su funcion
es la de iniciar una cascada de senalizacion, tras su unién a receptores de superficie,
en otras células diana para inducir su division celular, promover la sintesis de matriz
extracelular o la diferenciacion de tejidos. Entre los principales factores de crecimiento
implicados en el crecimiento 6seo destacan: TGF-f (factor de crecimiento
transformante beta), BMPs (proteina morfogenética humana), FGFs (factor de
crecimiento de fibroblastos), IGFs (factor de crecimiento parecidos a insulina), PDGF
(factor de crecimiento derivado de las plaquetas), Wnt (Wingless e Int derivan de los
primeros genes que codifican estas proteinas) y Shh (Sonic Hedgehog); y también
algunos factores de transcripcion con implicacion en la osteogénesis como son TAZ,
Runx-2 y osterix que de manera concomitante controlan la diferenciacion mientras

inhiben la adipogénesis (128).

Durante la curacién 6sea intervienen un numero importante de moléculas de
senalizacion, que inician y hacen progresar de la cadena de eventos que da lugar a la
osificacion endocondral y membranosa. Favorecen el reclutamiento de células
mesenquimales indiferenciadas (MSCs) y células osteoprogenitoras; e inducen su
proliferacién y diferenciacion en osteoblastos (129). La aplicacién terapéutica de los
factores de crecimiento como osteoinductores, favoreciendo la regeneracién ésea en
situaciones biolégicamente comprometidas o aumentando la velocidad de
recuperacion de las fracturas, esta creciendo en interés en la comunidad cientifica
(130). Aunque se han descrito dificultades en su uso como son su vida corta media, su
alto coste y problemas de seguridad como el potencial de crear hueso ectdpico o la
necesidad de concentraciones suprafisioldgicas (hasta 6 veces) para obtener el efecto
osteoinductivo. Los factores de crecimiento estan presentes en la matriz 6sea hasta

que la remodelacion o un traumatismo ocasionan su liberacién por lo que el hueso
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dispone de estos factores en el momento y en la cantidad adecuados. Su aporte
externo es necesario unicamente en condiciones patolégicas como pseudoartrosis,
alteraciones de la vascularizacion, o en técnicas en las que se requiere aporte hueso

extra, como en elongaciones o utilizacién de aloinjertos (36).

A) Superfamilia del factor de crecimiento transformante beta (TGF- )

Es una gran familia de factores de crecimiento que incluye a las proteinas
morfogenéticas 6seas (BMPs), factores de crecimiento transformantes (TGF-),
factores de diferenciaciéon del crecimiento (GDFs), activinas, inhibinas y la sustancia
inhibidora Mulleriana (131). Actuan como un importante estimulador quimiotaxico de
las células mesenquimales y favorecen la proliferacién celular y la sintesis de
proteinas, los osteoblastos son las células con mayor niumero de receptores para

estos factores (132).

B) Proteina morfogenética 6sea (BMPs, bone morphogenetic protein)

Pertenece a la superfamilia de los TGF-B, pero dada su especial relevancia los
valoraremos de forma independiente. Desde su descubrimiento a finales del siglo XX,
han contribuido de manera importante a mejorar la comprension de la cascada
biolégica de la osteogénesis (133). Fue descrita por Urist por primera vez en 1965, al
observar la formacion de hueso y cartilago en musculo de roedores, tras implantar
matriz 6sea desmineralizada en dicho musculo, estableciendo la hipétesis del principio
de induccion, por el que una proteina (proteina morfogenética humana) tenia la

capacidad de inducir la formacion de hueso y cartilago (134).

Las BMPs tienen como diana las células madre mesenquimales (MSCs), tienen
la propiedad unica de la estimulacién de la formacion de hueso ectépico in vivo. Son
los unicos factores de crecimiento morfogénicos, ya que no solo estimulan la

proliferacién y diferenciacion de las MSCs, sino que son capaces de inducir la
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mitogénesis y transformacién en células osteoprogenitoras (osteoblastos) de estas
células indiferenciadas (36). Debido a la complejidad de la sefalizacién en los
procesos fisiolégicos y de reparacion en los que participan las BMPs, existen numeras
moléculas inhibidoras que regulan su funcidon en el mantenimiento y regeneracién
0seos, o0 en el desarrollo embrionario. Estos efectos inhibitorios pueden ocurrir en
varios niveles: compartimento extracelular, a nivel de los receptores, compartimento
intracelular o en el nucleo; y pueden utilizar mecanismos inhibitorios que disminuyen la

exposicion celular a estas sefiales o regulan la actividad celular (129).

Existen mas de 20 tipos distintos descritos, son proteinas pleiotropicas con
multiples acciones bioldgicas, que han sido ampliamente estudiadas, implicadas en la
regulacién del crecimiento, diferenciacion y apoptosis de varios tipos de células:
osteoblastos, condroblastos, células neurales y epiteliales (129). Se les reconoce
como un factor importante en varios de los procesos condrogénicos y osteogénicos
durante el desarrollo embrionario normal. Algunas juegan un papel critico en la
senalizacion, al intervenir en la quimiotaxis, proliferacion y diferenciacion de las células
osteoprogenitoras, de ahi su actividad osteoinductora, se consideran con dicha
actividad a las BMP-2, 4, 6 y 7. También se ha descrito su funcién regulando tres de
las etapas de la curacion 6sea (respuesta inflamatoria, fase condrogénica y fase
osteogénica), si bien sus mecanismos moleculares contindan siendo objeto de estudio

(130,135).

Actualmente existen dos tipos de BMPs disponibles comercialmente para su
uso: rhBMP-2 y rh BMP-7 (rh: human recombinant, recombinantes humanas). Han
sido probadas en estudios preclinicos primero, demostrando capacidad de inducir la
regeneracion 0sea(136,137), y en estudios clinicos en el tratamiento de distintas
patologias éseas (pseudoartrosis, osteonecrosis, artrodesis) (138,139). En julio de

2002 se aprobo el uso de rhBMP-2, por la Agencia Europea del Medicamento (AEM),
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para el tratamiento de las artrodesis lumbares de un solo nivel y las fracturas abiertas
y pseudoartrosis de tibia en adultos. En noviembre de 2002 la FDA (American Food
and Drug Administration) aprobd el uso de rhBMP-2 para el tratamiento de las
fracturas abiertas de tibia tras su enclavado endomedular. En 2004 la AEM aprobd el
uso de rhBMP-7, como OP-1 (proteina osteogénica 1), para el tratamiento de las
pseudoartrosis de tibia en pacientes adultos (esqueléticamente maduros), en las que

ya se habian intentado tratar con autoinjerto (130).

C) Factores de crecimiento parecidos a la insulina (IGF)

En conjunto promueven la sintesis de proteinas y colageno, asi como la
proliferacién celular. Existen dos familias principales la IGF-1 y la IGF-2. El tipo 1 con
mayor potencial osteogénico, en estudios se ha observado que estimula la movilidad y
actividad de los osteoblastos in vitro, y que incrementa la formacién de hueso in vivo.
A su vez, se ha demostrado un efecto sinérgico en presencia del TGF- en el proceso
de consolidacion 6sea, concretamente en la mineralizacion del callo y mejorando la
resistencia a la torsion (140). El IGF-2 actua como regulador en la formacién 6sea,
promoviendo la proliferacion y la diferenciacion de los precursores osteoblasticos.
(141).

D) Factores de crecimiento fibroblasticos (FGF)

Su papel en la consolidacion 6sea estd en estudio actualmente y los
conocimientos sobre ellos son limitados. Colaboran promoviendo el crecimiento y
diferenciacion de los fibroblastos, miocitos, osteoblastos y condrocitos. Se les ha
identificado en las etapas iniciales de la curacion de las fracturas y tienen un papel
importante en la angiogénesis y la proliferacion de los condrocitos y células
mesenquimales (132). Los tipos FGF-2,9 y 18 han sido mas estudiados demostrado
ser reguladores de las funciones de las células 6seas, actuando como factores
autocrinos/paracrinos para los osteocitos (142). El FGF-2 o beta estimula la

proliferacién de los osteoblastos, pero inhibe su diferenciacién; tiene efecto sobre la
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reabsorcion, al actuar en la produccién de prostaglandinas y estimular la proliferacion

de los precursores de los osteoclastos (94).

Aunque han demostrado su efecto beneficioso en ensayos clinicos controlados
en el tratamiento de la pseudoartrosis y en la regeneracion ésea existen controversias
sobre la generalizacion de su uso. Actualmente presenta un coste elevado (superior a
1000€) y no se acepta su uso por algunas aseguradoras, ademas otras alternativas
pueden resultar utiles con un mejor perfil de costo-efectividad (140). Otros
inconvenientes son la necesidad de concentraciones de hasta 6 6rdenes de magnitud
superiores a los niveles fisiologicos para conseguir su efecto (128,143) o
complicaciones que han sido descritas como la formacion de hueso ectépico,
hematomas en tejidos blandos y la resorcion ésea alrededor de los implantes
(144,145). Por todo ello son necesarios mas estudios comparativos bien disefiados

para optimizar su uso (130).

E) Factores de crecimiento derivados de las plaquetas (PDGF)

Estos factores parecen estar relacionados con el crecimiento 6éseo y aunque
estan sintetizados por células osteoprogenitoras y plaquetas no muestran propiedades
osteoinductoras importantes, no han demostrado in vivo inducir la formacion ésea. Se
cree que actuan en la quimiotaxis de las células inflamatorios; estimulando la
proliferaciéon y migracion de la células mesenquimales y los osteoblastos; y en la
angiogénesis (129,146). Tienen estructura de dimero A y B, pudiendo existir 3 formas
AA, BB y AB. Los estudios preclinicos PDGF-BB han demostrado tener efectos
mitogénicos sobre células osteoprogenitoras mejorando la angiogénesis y estimulando
la reparacion de las fracturas. La PDGF-BB esta actualmente disponible en su forma
recombinante para el tratamiento de defectos 6seos periodontales y para el uso en

artrodesis de pie y tobillo (36,147,148).
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Imagen 13: diferenciacion de las células osteoprogenitoras y el papel de los factores

de crecimiento durante la progresién temporal (128,146).

Plasma rico en plaquetas

El plasma rico en plaquetas se ha convertido en una herramienta emergente en
la medicina deportiva y la traumatologia, se encuadra dentro del auge de la medicina
regenerativa que trata de acelerar el proceso de curacion fisiolégico y regreso a la
actividad. Puede definirse como una concentracion de plaquetas humanas autdlogas
en un volumen pequeno de plasma, producido por la centrifugacion de la propia
sangre del paciente (149). Otra definicidn posible es cualquier fraccién de plasma que
contenga mayor concentracion de plaquetas que las basales, que proporcionan un

gran numero de moléculas bioactivas en proporciones fisioldgicas (150).

Actualmente existen mas de 16 sistemas comerciales de PRP disponibles en el
mercado, con una importante variacion entre sus protocolos de recoleccion vy
preparacion, lo cual hace cada uno tenga propiedades distintas, lo que dificulta su

estandarizacion y la comparacién entre estudios (149).
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Las plaquetas contienen un medio rico en mediadores y factores de
crecimiento en sus granulos alfa (TGF-B, PDGF, FGF, VEGF, EGF, IGF), que son
concentradas por la centrifugacion y depositadas en la zona lesionada para aumentar
el potencial fisiolégico de curacion (149). La concentracion de los factores de
crecimiento es entre 3 y 5 veces superior en comparacion con el plasma normal. Las
plaguetas activadas liberan mas de 300 moléculas y son responsables de coordinar

numerosas interacciones celulares y entre células y la matriz extracelular (151).

El potencial osteogénico del PRP se ha estudiado en numerosos estudios in
vitro: su adicion en medios de cultivo promovio la proliferacion y diferenciacion de
células mesenquimales humanas (152) o de células madre derivadas de adipocitos
humanos (153); el PRP pueden mejorar la quimiotaxis y quimiocinesis de las células
debido a la reorganizacion del citoesqueleto y acelerar la migracion celular de los
osteoblastos (154); se ha identificado un efecto antimicrobiano, lo cual resulta
interesante a nivel de su aplicacién quirurgica en tejido éseo (155). En una revisién
sistematica sobre el uso de PRP en el tratamiento de desdérdenes oOseos, se
observaron en estudios pre-clinicos resultados que apoyaban el beneficio de su uso
en un 91,1%, en un analisis mas profundo teniendo en cuenta parametros histoldgicos
su éxito bajo al 84,4%, y aun fue todavia inferior cuando se tuvo en cuenta en el

analisis resultados radioldgicos 75% y biomecanicos 72,7% (156).

Aunque existan numerosos estudios in vitro que muestran resultados positivos
y los potenciales beneficios en la proliferacion, diferenciacion, migracién y proteccion
celular para la reparacion ésea, existe controversia en cuanto a su aplicacion y su
traslado en beneficios clinicos reales (156,157). En el uso clinico de PRP, actualmente
no existe evidencia cientifica, basada en estudios clinicos de alta calidad, que apoye
su uso de rutina para mejorar la curacién ésea de fracturas agudas o pseudoartrosis

(151,156).
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Hormona paratiroidea (PTH) y proteinas relacionadas (PTHrP)

La hormona paratiroidea tiene un efecto anabdlico y catabdlico en el hueso, por
ello se ha estudiado su uso como potenciador de la regeneracién ésea. Actualmente
se encuentra aprobado el uso de inyecciones diarias para el tratamiento de la
osteoporosis, que han demostrado aumentar la densidad mineral 6sea, el volumen
6seo y disminuir algunos tipos de fracturas. Es por ello que se esta investigando en su
uso y el de proteinas relacionadas con la PTH, de manera local, no solo sistémica,
para el tratamiento de defectos dseos, como posible sustituto de las BMPs o como

complemento al uso de injertos (158).

La PTH es una molécula sintetizada por el propio organismo, es una proteina
compuesta por 84 aminoacidos y tiene un papel clave en la regulacion de la
homeostasis del calcio. Su secrecion normal tiene un componente constante y otro
pulsatil, 70% y 30% respectivamente, con una vida media de entre 2 y 5 minutos, el
componente pulsatil es muy sensible a los cambios de las concentraciones séricas de
calcio y fésforo (159). Las acciones clasicas de la PTH son estimular la resorcion 6sea
y aumentar la reabsorcién de calcio, estas funciones residen en la region N-terminal 1-
34 de la proteina (160). Generalmente los niveles séricos elevados y mantenidos
tienen un efecto catabdlico en el hueso, y las elevaciones intermitentes producen un
efecto anabdlico. Esta actividad la realizan gracias a una cascada de procesos
(activacion de un receptor tipo proteina G, PTHR1) que conllevan a la activacién de la
formacion osteoblastica de hueso, y pueden median como formadores dseo o
favoreciendo la resorcion (161).

A parte de estas acciones clasicas y bien conocidas, nuevas evidencias
parecen mostrar que la PTH induce la diferenciacion de las células madre
mesenquimales en la linea osteoblastica, gracias a una cascada de senalizacién que

refuerza el efecto de las BMPs. También parece tener un efecto local en los factores
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de crecimiento (BMPs, Wnts o TGF- B) a través del reclutamiento de sus receptores
contribuyendo al efecto anabdlico (162). Otra de las vias de esta funcion anabdlica
Osea se ha descrito en relacién a los linfocitos T, estos expresan receptores PTHR1
que al unirse a la PTH incrementan la produccion del factor de crecimiento: Wnt, con

lo que se activa la via de senalizacion del Wnt con los preosteoblastos (163).

El uso sistémico de la PTH y otras proteinas relacionadas como la rhPTH 1-34
(teiparatida), ha resultado exitoso en el tratamiento de la osteoporosis, actualmente se
usan en la practica clinica dos PTH analogas ya comercializadas, la PTH 1-34 y la 1-
84, como agentes anabolizantes en el tratamiento de la osteoporosis severa (36). Por
este motivo se ha planteado su uso para la regeneracion y tratamiento de los defectos
6seos (158). En modelos animales, el uso de inyecciones diarias ha demostrado
resultados beneficiosos en la consolidacion de fracturas, incorporaciéon de injertos,
fijacién de implantes y fusién espinal (164-166). Sus efectos locales han sido mucho
menos estudiados, y se trabaja en su uso para favorecer la consolidacién 6sea en

defectos que por si mismos no serian capaces (158).

Osteostatina

Dentro de las proteinas relacionadas con la PTH, existe una secuencia que se
corresponde con la osteostatina. Dicha proteina ha sido la elegida en nuestro proyecto
para el enriquecimiento de los scaffolds, por sus interesantes propiedades en la

regeneracion 6sea y el anabolismo del hueso.

Las PTHrP contienen una region N-terminal 1-37 homodloga a la PTH y una
region C-terminal distinta de la PTH, pero que contiene una secuencia 107-111
conservada, conocida como osteostatina (167). Las PTHrP analogas de la secuencia
N-terminal han sido ampliamente estudiadas y han demostrado inducir el anabolismo

6seo en humanos y animales (168). Por otro lado, la secuencia C-terminal, en
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concreto la osteostatina, ha sido menos estudiada, pero ha demostrado tener una
actividad antiresortiva (169) y mostrar propiedades osteogénicas in vitro e in vivo
(170,171). Estos resultados parecen sugerir que el uso local de osteostatina en el
microambiente de lesiones 6seas podria tener interés para su reparacion (172), con

numerosos estudios in vivo que parecen confirmar este efecto (167,173-175).

Células progenitoras

En el proceso de reparacion Osea son necesarias células que puedan
regenerar el hueso en el lugar de la lesion, ya que estas son los Unicos elementos que
seran capaces de crear hueso de nuevo (176). El uso de estas células a nivel local,
liberandolas en la lesion, se ha realizado de manera tradicional con el aspirado de
médula ésea o la técnica RIA que contiene abundantes células osteoprogenitoras, si
bien la concentraciéon y calidad de las mismas es variable, y depende de factores
individuales (edad, estado general), lugar de obtencién y técnica empleada (36,177).
Es por ello que se ha propiciado la investigacion que trate de conseguir la
multiplicacién y diferenciacion in vitro de células madre mesenquimales para luego

implantarlas en el lugar de la lesion (176).

Las células madre y progenitoras estan presentes en todos los tejidos adultos y
tienen un importante papel en la curacién de dichos tejidos, su mantenimiento y la
respuesta ante agresiones o enfermedades. Las células madre dan lugar a las células
progenitoras y se distinguen de estas segundas en ser autorrenovables de forma
ilimitada, en cambio las células progenitoras tienen una capacidad limitada de
renovacion y dan lugar a células mas diferenciadas (178). La renovacién del tejido
6seo es lenta si la comparamos con otros tejidos, los osteocitos y lining cells pueden
vivir hasta 20 anos en hueso cortical humano, pero el remodelado continuo precisa la
formacion de nuevos osteoblastos, que provienen de los preosteoblastos y estos de

las células progenitoras. Este proceso de activacion de las células madre y

70



progenitoras 0seas se ve acelerado cuando ocurren fracturas u otras lesiones 6seas
(179). Las células progenitoras derivadas del hueso y médula 6sea en el hueso
esponjoso, periostio, cartilago, musculo, grasa y pericitos vasculares son capaces de
diferenciarse un multiples fenotipos celulares: hueso, cartilago, tendén, ligamento,

grasa, musculo y nervios (180-182).

Células mesenquimales

Dentro de las células progenitoras existen diferentes tipos con distintas
propiedades. En nuestro caso, para el enriquecimiento del scaffold de nuestro
proyecto, se eligieron células mesenquimales por sus interesantes propiedades en la

regeneracion ésea.

Existen una variedad de células progenitoras sobre las que se esta
investigando para el tratamiento de los defectos dseos, las que mas ampliamente se
han estudiado son las células mesenquimales de la médula 6sea (BM-MSC: bone
marrow mesenchymal stromal cells) (183). Aunque existen otras alternativas como las
células progenitoras derivadas de tejido adiposo (ASC: adipose tissue-derived stem
cells), las células mesenquimales derivadas de la cavidad oral (184), las células
humanas derivadas del periostio (PD cells: periosteum-derived cells) (126), células
endoteliales humas y cultivos de osteoblastos humanos (185). Con similares
propiedades se encuentran las células progenitoras multipotentes derivadas de la
capa basal de la piel, muestran la capacidad de diferenciacion y conversién en

adipocitos, osteoblastos, condrocitos, células nerviosas y pancreaticas (178,180).

Con el propdsito de englobarlas para trabajos experimentales y clinicos, a las
células madre y progenitoras aisladas de tejidos humanos y que crecen sin necesidad
de expansiéon del cultivo, y poseen la capacidad de diferenciarse en uno 0 mas

fenotipos celulares del tejido conectivo distintos (hueso, grasa, cartilago...), se les
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conoce como progenitoras del tejido conectivo. Por otro lado, la expansion in vitro de
estos progenitores da lugar al término de células madre mesenquimales (MSC:
mesenchymal stem cell), esta expansion modifica las caracteristicas de la poblacion

cultiva pasando de una heterogeneidad inicial, a una mayor homogeneidad (179).

Todavia se desconoce cuantas células progenitoras son necesarias para influir
en la curacion de un defecto éseo, cual debe ser el origen de éstas, en qué
concentracién o en qué vehiculo deben repartirse. En cambio, existe la certeza de que
estos progenitores no son capaces por si mismos, sin la ayuda de un vehiculo, de
modificar el proceso de curacidn 6sea; y que la concentracion de estas células
favorece la formacion del callo 6seo, al existir una relacién entre el nimero de células

progenitoras dentro de la médula 6sea y la formacién de callo (187,188).

Respecto a su lugar de extraccién ofrecen distintas ventajas e inconvenientes.
El aspirado de médula 6sea ofrece una suspension de células bien caracterizada, que
puede ser utilizada de manera inmediata y requiere poco procesamiento; como
desventajas son la morbilidad generada en la zona donante, la limitacién de la
cantidad disponible y que sus caracteristicas varian con el estado del paciente. El
tejido adiposo necesita un mayor procesamiento de las células obtenidas, en cambio
su obtencion es mas sencilla y genera una menor morbilidad, a su vez mantienen una
buena caracterizacién celular. Con las células derivadas de la cavidad oral tienen unas
caracteristicas similares a las del tejido adiposo, pero con una peor caracterizacion

(179).

Las células progenitoras han demostrado su potencial reparador en un amplio
namero de estudios tanto in vivo como in vitro, y se sigue investigando sobre sus
aplicaciones practicas para la clinica habitual. Uno de los campos con mas desarrollo

en este campo es su aplicacion a la ingenieria de tejidos, incorporando estas células a
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distintos vehiculos para su uso a nivel local, tema que desarrollaremos mas adelante

en profundidad (28,126,128,184,189).

Puede verse un resumen de los tipos de

células progenitoras mas estudiadas para el tratamiento de los defectos 6seos, con

sus ventajas, desventajas y capacidades en la imagen 14.

Origen MSC

Médula 6sea

Tejido

adiposo

Cavidad oral

Piel

Periostio

Capacidad
potencial en hueso

Osteogénicas

Neovascularizacion

Osteogénicas

Neovascularizacion

Osteogénicas

Neovascularizacién
Apoyo de la
diferenciacion

Osteogénicas

Ventajas

Facil adquisicién
Reclutamiento in situ

Bien caracterizadas

Facil adquisicién

Bien caracterizadas

Facil adquisicién
Abundantes
Abundantes

Minima morbilidad en

zona donante

Bien diferenciadas

Reclutamiento in situ

Pueden co-sembrarse

con BM-MSC

Desventajas

Morbilidad donante

Potencial proliferativo

limitado

Menor celularidad

Dependencia de edad y

salud del donante
Morbilidad donante

(debido a anestesia)
Necesidad de procesado

No bien caracterizadas

No bien caracterizadas

Numero de células y

actividad en relacion a la

edad del donante

Imagen 14: células progenitoras en el tratamiento de defectos 6seos (184,190).
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7. Sustitutos o0seos sintéticos

La necesidad de materiales capaces de sustituir al hueso y suplir sus funciones
en los casos en los que existe un gran defecto éseo, o una alteracion de su
mecanismo natural de reparacion, ha ido incrementandose en las ultimas décadas.
Uno de los principales motivos es que el método de eleccion (gold standard) para el
tratamiento de dichos casos, es el uso de autoinjerto dseo, y esta practica no esta
exenta de comorbilidades para la zona donante y a su vez existe una limitacion tanto
en la cantidad disponible, como en su calidad (empeoramiento en edades avanzadas)
y en la forma extraible (191). A pesar de que la obtencion de un autoinjerto de cresta
iliaca y el tratamiento de su morbilidad puede exceder de los 5.000 $ por caso
(192,193), continla siendo la uUnica opcion clinica de injerto con propiedades
osteogénicas, osteoinductoras y osteoconductoras, y que contenga células
precursoras viables. Por ello se sigue investigando en alternativas que puedan ser

clinicamente utiles y costo-efectivas (194).

Para tratar de aportar soluciones a estas situaciones, se han desarrollado
distintos biomateriales sintéticos con capacidad de interactuar en un medio bioldgico,
que pueden derivar de componentes organicos o inorganicos, y cumplen con las
propiedades anteriormente desarrolladas en el punto 5. El ideal seria aquel con
propiedades osteogénicas, biocompatible, absorbible, con capacidad de dar soporte
estructural y vehiculizar otras sustancias, asi como ser de utilidad clinicas y un
adecuado coste beneficio (195). Una propiedad adicional y de especial relevancia para
el crecimiento de tejidos y la regeneracién 6sea con una forma tridimensional
adecuada, tras su implantacion es la porosidad. El tamafio de estos poros es variable,
pero para su uso en tejido 6seo se recomienda que estén entre 100 y 500 um (196).

Sus usos en cirugia ortopédica son amplios: osteosintesis, artrodesis, artroplastias,
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osteotomias o relleno de defectos 6seos. Para el relleno de cavidades pequefias o de
gran tamano, pueden emplearse de manera aislada o mezclados con injerto éseo para

aumentar su volumen (191).

Existe una amplia variedad de opciones disponibles, dentro de los sustitutivos
6seos sintéticos distingos dos grandes grupos: inorganicos y organicos. Dentro de los
inorganicos tenemos los metales y las ceramicas principalmente; y en los organicos al
variado grupo de los polimeros. Estos biomateriales presentaran distintas propiedades
entre ellas, que dependeran del material y de su estructura. El material es la porcion
de un objeto que presenta propiedades uniformes, independientemente de su forma y
tamano. La estructura es la composicién y disefio del material, y de ésta dependera

sus propiedades mecanicas (197).

Ademas de clasificarse por su origen, los sustitutivos dseos también pueden
clasificarse en generaciones en funcién de su actividad biolégica en el huésped. Los
de primera generacién serian bioinertes, los de segunda generacién bioactivos y
biodegradables, y los de tercera generacidn serian materiales disefados para
estimular respuestas celulares especificas a nivel molecular. Estas generaciones no
deben interpretarse de forma cronoldgica estricta, sino que cada una representa una

evolucion en los requerimientos y propiedades de los materiales implicados (198).

Metales

El uso de materiales metalicos para tratar dafios en la calota craneal o para la
fijaciébn de fracturas se ha realizado desde décadas antes de tener conocimientos
sobre sus propiedades y comportamiento. Si bien se sabia que la inclusion de
particulas metdlicas en el cuerpo de soldados heridos era bien tolerada (103). La
primera patente de un marco metdlico para una raiz de un diente artificial para su

fijacion corresponde a Greenfield en el afno 1909 (199), ya que reconocio las
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limitaciones de la implantacion de dientes naturales y por ello comenzé a experimentar
con cilindros hechos con iridio-platino soldado con oro de 24 quilates (200). Otro
avance importante que se produjo en el uso de los metales como biomaterial fue en el
afio 1971, por Galante y su equipo, que fueron los primeros en desarrollar fibras
metalicas con poros abiertos para uso clinico, para su uso clinico como recubrimiento
poroso de las protesis de cadera y rodilla (201). En los ultimos anos se ha investigado
en el uso de metales para crear scaffolds con microporos tridimensionales de niquel,
titanio, magnesio o tantalio que permiten el depdsito de hidroxiapatita u otras

moléculas y estimulan la unién y proliferacion celular (202,203).

Existen una serie de problemas comunes al uso de estos biomateriales
metalicos como son la posibilidad de liberacién téxica de iones metalicos y/o de
particulas debido a la corrosion o el desgaste por su uso. Esto puede producir
reacciones inflamatorias (pseudotumor) o alérgicas, afectando a la biocompatibilidad y
pérdida de partes blandas. Ademas, debido a su médulo de elasticidad, que no se
corresponder con el mismo que el del tejido 6seo, produce una pobre estimulacion del
crecimiento de hueso nuevo (128,204). Para el disefio de un implante metalico se
deben tener en cuenta una serie de aspectos, como son las fuerzas que sobre él
actuaran (su magnitud y transmisién de las mismas), las limitaciones de disefo por su
localizacion anatomica, las propiedades fisicas de los tejidos alrededor y la reaccion

que se puede producir entre el implante y el tejido (103,205).

A) Acero inoxidable

A principios del siglo XX fue descubierto por Leon Guillet en 1904 el acero
inoxidable, aunque no fue hasta 1926 cuando Strauss patentd el acero inoxidable
18Cr-8Ni que contenia un 2-4% de molibdeno y porcentaje muy bajo de carbono, con
lo que tenia la suficiente resistencia a la corrosion para ser implantado en el ser

humano. A partir de entonces el uso de este material en la cirugia ortopédica y la

76



traumatologia abrié un amplio rango de posibilidades (206). Actualmente se usa en

asociacion con el niquel, cromo, molibdeno o carbono.

Sus ventajas principales son su bajo precio, maleabilidad y ductilidad. Sus
desventajas son la tendencia a la corrosion en el interior del organismo (mayor que en
otros metales), riesgo de rotura por fatiga, no pueden fabricarse superficies porosas,
riesgo de reacciones alérgicas (sobretodo por las concentraciones de niquel) y mayor
riesgo de infeccién que en otras aleaciones metalicas (197). Hoy en dia en uno de los
materiales mas utilizados y su principal uso es en la osteosintesis, aunque también
han sido ampliamente usadas en prétesis de cadera, desde que a finales de la década
de 1950 Charnley realizara la primera prétesis total de cadera usando un vastago

cementado de acero inoxidable (207).

B) Aleaciones de cromo y cobalto

Otras aleaciones se desarrollaron también desde los inicios del siglo XX con el
mismo obijetivo y distintas propiedades. En el 1920, Reiner Erdle y Charles Orange
unieron sus conocimientos como dentista y metallurgico respectivamente para
desarrollar la aleacion de cromo-cobalto conocida como Vitallium (65% cromo, 30%
cobalto, 5% molibdeno). No fue hasta mediados de los afios 60 cuando se introdujo
esta aleacion para las prétesis de cadera (208,209) y en 1982 cuando se desarrollo el
SB Charité |, un disco vertebral artificial hecho con la combinacion de polietileno y la

aleacion de cromo-cobalto (210,211).

Las principales ventajas son que presenta la maxima resistencia de las
aleaciones metdlicas a la fatiga, la fractura y el desgaste, también presenta una
resistencia mayor a la corrosion que el acero inoxidable pero menor que el titanio.
Entre sus desventajas encontramos su elevada rigidez (aumenta el riesgo de

osteoporosis en vastagos no cementados por la transmision de cargas), baja
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ductilidad, elevado precio y mayor riesgo de infeccion que las aleaciones de titanio.
Por todas estas propiedades los convierten en idoneos para su uso en protesis e

implantes cementados (197).

C) Titanio y sus aleaciones

El titanio puro y sus aleaciones, originalmente fueron usados en el campo de la
aeronautica, pero pronto despertaron interés biomédico debido a sus interesantes
propiedades. Fue a partir del afno 1964, que gracias a que Branemark descubrié, lo
que el llamé fendmeno de osteointegracién por implantes titanio, se produjo un
crecimiento importante en sus usos y aplicaciones médicas (212). Su uso comercial
mas frecuente en la cirugia ortopédica es el titanio puro, que se usa principalmente en
la osteosintesis, y sus aleaciones con aluminio y vanadio, que se usan para la
fabricacion de proétesis (protesis de cadera no cementada y bandejas tibiales en
prétesis de rodilla). Aunque actualmente se esta sustituyendo el vanadio por su riesgo

citotéxico por niobio o hierro (197).

El titanio tiene el modulo de elasticidad mas cercano al hueso, por lo que es
mas flexible y evita la osteoporosis por transmisién de cargas; presenta menor riesgo
de infeccion que las aleaciones de cromo-cobalto o el acero inoxidable. Tiene una
densidad baja, ademas es el metal con mayor resistencia a la corrosion (produce su
propia capa de o6xido, este fendmeno se conoce como autopasivacion). Sus
aleaciones resultan bioinertes, por lo que no generan respuesta inmune y tienen la
capacidad de integrarse firmemente en el hueso, o que mejora significativamente el
comportamiento de los implantes a largo plazo, disminuyendo el riesgo de aflojamiento
y fallo (mejor fijacion secundaria, menor tasa de aflojamiento y mayor supervivencia en
prétesis de cadera no cementada). Su principal desventaja es su baja resistencia a la
friccion por lo que sufren un mayor desgaste, o que impide su uso en zonas de

friccibn como son las cabezas femorales o los condilos (197,198).
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D) Metal trabecular

Se genera por un proceso multietapa que implica la generacion de un
esqueleto vitreo de carbono donde se deposita un metal, posteriormente se elimina el
esqueleto, con ello se crea una estructura porosa metalica llamada metal trabecular.
Esto permite el crecimiento rapido de trabéculas 6seas a través de sus poros y
favorece su integracion (197). El primer metal usado para este proceso fue el tantalio
que es un elemento denso, duro y quimicamente estable, tiene propiedades
mecanicas ventajosas para su uso como son su alta resistencia a la corrosion y
elevada resistencia. Todo ello lo convierte en un material biocompatible e inerte, que

ha sido usado de manera segura en la medicina desde mediados del siglo XX (213).

El tantalio poroso utilizado para aplicaciones de cirugia ortopédica, tiene una
porosidad cercana al 80% y un rango de tamafo de sus poros 400 to 600 um (214).
En el metal trabecular de tantalio existe un 1% de carbono y el 99% restante de
tantalio; tiene un moédulo de elasticidad muy bajo similar al del hueso esponjoso y alta
resistencia a la friccion; su rigidez es similar a la del hueso, con lo que evita el
deterioro por fatiga del material (214,215). Su principal uso es en protesis de cadera y
rodilla no cementadas, debido a su excelente integracion y los buenos resultados
obtenidos a corto y medio plazo (216). Pueden usarse otros metales como el titanio

para producir metal trabecular, si bien su uso estd mucho menos extendido (197).

Ceramicas

En la década de los afnos 1920 de Jong observd las similitudes entre los
patrones de difraccion de los rayos X del mineral éseo y de un compuesto de fosfato
célcico, la hidroxiapatita (217). Afos mas tarde, en los afos 60, Posner identifico la
estructura cristalografica del mineral éseo y la hidroxiapatita (218,219). Una de las
primeras aplicaciones clinicas fue la de sustituir las cabezas femorales de las prétesis

de cadera, tradicionalmente metalicas por alumina (Al20s) de elevada pureza y
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densidad (220). En 1971, Larry Hench desarrollé la primera ceramica bioactiva: el
biovidrio 45S5, compuesto de 46.1% SiO, 24.4% Na»0, 26.9% CaO and 2.6% P20s,
que esta en uso clinico desde 1985 (221). Los materiales ceramicos comenzaron a
usarse como material de las copas ceramicas, mostrando buenas tasas de desgaste,
resistencia a la corrosion y buena biocompatibilidad, sin embargo presentaban riesgo
de fallo por rotura debido a su dureza y fragilidad (222,223). Aunque durante una
época se llegdé a pensar en que podrian ser reemplazados por nuevos biomateriales
mas eficaces, a principios del siglo XXI experimentaron un nuevo crecimiento, cuando
se observo su potencial en el diseno de implantes 6seos porosos y como sistemas
transportadores de farmacos y moléculas (103,224). Durante las dultimas cinco
décadas las ceramicas han mejorados sus propiedades y son usadas con aplicaciones

médicas para reconstruir y reemplazar el esqueleto danado.

Todas las ceramicas tienen en comun que son materiales con una estructura
altamente cristalina, similar a la parte mineral del hueso, ya que la fraccidon inorganica
del hueso esta compuesta de hidroxiapatita y fosfato de calcio (225). Son creadas por
el calentamiento a elevadas temperaturas (>1000°C) de sales minerales, que
contienen elementos metalicos y no metalicos. Sus propiedades mecanicas son la
gran resistencia a la compresion y menor a la traccion, gran resistencia al desgaste,
buena biocompatibilidad, debido a su hidrofilia facilitan la lubricacion. Son estables
quimicamente frente al oxigeno, los medios acidos, alcalinos y salinos, asi como a los
disolventes organicos. Como sus principales defectos encontramos su rigidez, con un
modulo de elasticidad alto; y que son quebradizos (197). Este tipo de materiales son
excelentes para fabricar implantes, en particular, en superficies de friccion, pero

presentan problemas por sus propiedades mecanicas (fatiga y fracturas) (226).

El conjunto de estas ceramicas se les conoce como bioceramicas, en funcién

de la interaccion con los tejidos del huésped, se clasifican en 2 grupos principales:
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bioinertes y bioactivas, y estas segundas se dividen a su vez en reabsorbibles y no
reabsorbibles (227). Otra clasificacion complementaria de la anterior divide en 5
grupos a las ceramicas. Un primer grupo donde se sitian los carbones, que son
ceramicas densas e inertes, los cuales se emplean principalmente en los implantes
vasculares y su principal ejemplo es el grafito, como ventaja presentan gran
resistencia a la fatiga; un segundo grupo donde se encuentras las ceramicas
cristalinas bioinertes, como la alumina, que tienen gran resistencia a la corrosién y
mayor resistencia mecanica; el tercer grupo lo compondrian las ceramicas porosas,
que permiten el crecimiento de tejido adyacente, dentro se encuentra los corales y la
alumina tratada para tener porosidad; el cuarto grupo son las ceramicas de
superficie reactiva o bioactivas, donde su representantes mas importantes son la
hidroxiapatita y los vidrios bioactivos, que tienen reactividad frente a los tejidos.
Finalmente, un ultimo grupo de composites o mezclas, en las que encontramos

distintos grupos para obtener propiedades de cada uno de ellos (103).

A) Ceramicas cristalinas bioinertes

Son ceramicas con una elevada densidad y pureza, su comportamiento en el
huésped es casi como un material inerte. En este grupo encontramos la alimina u
oxido de aluminio (AlzO2) y la circonia u 6xido de zirconio (ZrO2). La alumina ha sido
usada durante mas de 20 afos, entre sus ventajas encontramos tener el mejor
coeficiente de friccion en el par alumina-alumina, o con el polietileno (20 veces menor
al cromo-cobalto-polietileno); baja tasa de desgaste con minima produccién de
particulas, que ademas no son todxicas; por ello son idéneas para superficies de
friccion en las protesis. Sus principales desventajas son su coste mayor de fabricacion
respecto a otros materiales, y su fragilidad, las de tercera generacion presentan
elevada pureza y un grano muy pequeno para tratar de disminuir este defecto (197). Al

presentar un modulo de elasticidad entre 10 y 50 veces superior al del hueso
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esponjoso, puede favorecer el aflojamiento del implante y la osteolisis, sobretodo en

pacientes con osteoporosis o enfermedades reumaticas (198).

La circonia es uno de los materiales ceramicos con mayor resistencia y dureza
disponibles para uso médico, con un desgaste extremadamente bajo (198). Suele
usarse en combinacion con la alimina formando lo que se conocen como ceramicas
de cuarta generacion, con una proporcién de circonia variable (entre el 15-30%) y el
resto de alumina. Con esta combinacion se busca disminuir el riesgo de rotura y de

liberacion de cuerpos libres.

B) Ceramicas porosas

Su principal caracteristica es su porosidad, gracias a la cual, se hace posible la
adhesion de células al interior y el crecimiento de los tejidos que les rodean. También
favorece su vascularizacion, por lo que son una excelente opcidn para usarse en
procesos de osificacion. Su desventaja es la mayor fragilidad, que aumenta de manera
directa con su porosidad (103). Buscan promover el crecimiento del hueso alrededor
del implante para fomentar la estabilizacién de las prétesis, aunque en funcion de la

porosidad deberan usarse con baja o ninguna carga, para evitar su rotura (198).

Los corales tienen un exoesqueleto con propiedades interesantes para su uso
biomédico, tienen una microestructura con poros de un tamafio controlado y que
muestran interconexiones similares al hueso trabecular (228). Estan formados de
carbonato calcico en la forma cristalina de aragonita, que es relativamente inestable y
que sometida a calor, tiende a convertirse en una forma termodinamicamente mas
estable como la calcita, por lo que no se recomienda su esterilizacién al vapor, para
evitar este proceso (192). Existen formas comerciales derivadas del coral natural y
otras como hidroxiapatita coralina (donde parte del carbonato calcico es sustituido

parcialmente por hidroxiapatita).
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Sus propiedades mecanicas se asemejan mas a las del hueso esponjosos que
a las del hueso cortical, por su porosidad e interconexiones entre los poros. La
porosidad del material marcara su resistencia por lo que podra elegirse la que mas se
adecue a cada situacion clinica. La fragilidad del material permite su facil modelado
incluso de manera intraoperatoria para mejorar asi su adaptacion a la morfologia
deseada (191). In vivo, tienen la propiedad de ser invadidos por tejido fibrovascular,
asi como mostrar resistencia frente a las infecciones y tener capacidad
osteoconductora. Esta osteoconduccion viene condicionada por tres factores: la
proximidad del implante al hueso que no debe superar 1 mm; la viabilidad del tejido
6seo que rodea al implante; y la estabilidad del implante respecto al hueso, siendo
beneficiosos los micromovimientos y perjudiciales los macromovimientos. Otra
caracteristica es la reabsorcion del material, esta inversamente relacionado con la
proporcion de fosfato de calcio, pureza y tamano de los cristales, y directamente
relacionado con la superficie y porosidad del implante (192). Dadas sus propiedades
pueden utilizarse en el tratamiento de defectos 6seos y como transportados de

moléculas o células, adicionalmente a su funcion como injerto (94).

A mediados de la década de 1970, se introdujo el exoesqueleto natural de los
corales como un sustitutivo éseo y fue usado en la practica clinica para el tratamiento
de defectos 6seos (229). En el afo 1991, Ripamonti presenté el primer estudio de la
morfogénesis de hueso en una bioceramica porosa (coral-hidroxiapatita) con un
tamano medio de los poros de 600 um, demostrando su utilizada como injerto éseo
para formacion controlada de hueso (230). La adicion de factores de crecimiento a los
implantes coralinos ha mejorado su capacidad de osteoinduccion en el campo
experimental, tanto en monos como en perros, en fusiones de raquis y defectos dseos
segmentarios (191,192). Mas recientemente se esta investigando en su uso como
material con el que fabricar scaffolds debido a su porosidad, que permite la rapida

vascularizacion y el transporte celular o de factores de crecimiento (128).
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C) Ceramicas cristalinas bioactivas

Su principal caracteristica es mostrar una determinada reactividad del implante
frente a los tejidos circundantes (231). Adicionalmente pueden presentar la propiedad
de ser reabsorbidos con el tiempo, con lo que reduce los problemas derivados de la
biocompatibilidad. Aunque este proceso no esta exento de complicaciones, ya que
puede producirse la liberacién de iones, y debe controlarse las concentraciones
alcanzadas por éstos, para evitar su toxicidad (232). Estos materiales suelen utilizarse

para preparar implantes que induzcan o favorezcan la formacion de tejido 6seo (103).

Biovidrios

El primer biovidrio fue descubierto y desarrollado por Larry Hench en el afo
1971, y se le conoce como Bioglass® 45S5 con una composicién en la que predomina
el silicio: 46.1% SiO,, 24.4% Na»0, 26.9% CaO and 2.6% P20s (221). La investigacion
en estos nuevos materiales surge como una necesidad, durante la guerra de Vietham
debido al elevado coste de heridas y amputaciones que tuvieron lugar en aquella
época, lo que estimuld la busqueda de materiales que ayudaran a la reparaciéon de
tejidos. Desde entonces numeroso Biovidrios han sido desarrollados basandose en los
sistemas de Hench (227). La modificacién en las proporciones de la composicion
inicial del Bioglass® 45S5 o la incorporacion de otros elementos como el niobio permite
modificar propiedades biologicas y mecanicas del vidrio, como su resistencia
mecanica o a la corrosion, y adaptarse a necesidades mas especificas (67).
Actualmente se investiga su uso para crear scaffolds ceramicos en base a estos

vidrios (128).

Un cambio importante en su fabricacién se produjo en los inicios de la década
de 1990. Tradicionalmente los biovidrios se producian por las técnicas habituales para

crear cristales, los componentes en forma de granos se mezclaban y fundian a
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temperaturas altas (1200-1400°C), luego se separaban de los moldes de acero o
grafito y se pulian hasta obtener el cristal deseado. Este proceso tenia varios
inconvenientes que dificultaban mantener la maxima pureza necesaria para su
bioactividad, ya que se podian generar contaminantes durante el pulido o el fundido
por la alta reactividad de sus componentes a elevadas temperaturas. Por ello
surgieron nuevos procesos para su fabricacion como el método sol-gel, esta técnica se
basa en la sintesis de una red inorganica mezclando los componentes en una
solucion, tras ello se realiza una hidrdlisis y gelificacion, finalmente se calienta a
menores temperaturas (600-700°C) para obtener el vidrio. Este método crea cristales
con un area de superficie y porosidad elevada, aumentando su bioactividad. Ademas
evita los problemas de las altas temperaturas y ofrece ventajas adicionales como
mayor facilidad de produccién, permitir cambios en la composicion o controlar su
microestructura (233). Numerosos estudios se han desarrollado usando materiales
generados por este proceso mostrando excelentes resultados, en el tratamiento de
defectos 6seos y mostrandolos adecuados para el relleno de cavidades o el

recubrimiento de la superficie de implantes (58,60,234)

Los estudios in vivo, mostraron que se generaba una reaccion en la superficie
de forma rapida, una reaccion compleja y multietapa. En condiciones fisiolégicas los
cristales se disuelven lentamente liberando iones de calcio y fosforo, estos iones
precipitan para formar una capa amorfa que cristaliza y crea una capa activa de
hidroxicarbonato de apatita (HCA). Esta capa es quimica y estructuralmente similar a
la fase mineral del hueso y le permite una unién directa del implante al huésped, por la
formacion de puentes (235). Debido a la complejidad de la micro/nano estructura de
esta capa, permite la adsorcion de proteinas adhesivas que actuaran de union a
células osteogénicas y permitiran la uniéon celular creando una nueva matriz ésea
mineralizada. Progresivamente, el biovidrio desaparecera lentamente hasta ser

completamente sustituido por nuevo hueso formado (67,221). Se defini6 en
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posteriores estudios el indice de bioactividad que es el tiempo requerido para que mas
del 50% de la superficie quede unida, que variaba en funcién de la composicién y

microestructura del material (228).

A partir del ano 2004, se inici6 el desarrollo de una tercera generacion de
biovidrios: los vidrios mesoporosos. El grupo de Zhao propuso un método para la
sintesis de vidrios de base de silicio mesoporosos, gracias la combinacién del método
sol-gel de fabricacion con conceptos de quimica supramolecular (236). Inicialmente
fueron llamados cristales templados, pero actualmente son conocidos como cristales
bioactivos mesoporosos (Mesoporous Bioactive Glasses, MBG). Este grupo
gracias a su proceso de sintesis permite un mejor control de la mesoestructura del
material (poros ordenados y de un tamafo similar), asi como un aumento del volumen
de poros y del area de superficie, respecto a los biovidrios de generaciones previas
(237,238). Este material ha sido el elegido, en nuestro proyecto, para la produccion de
los scaffolds, por las propiedades anteriormente mencionadas y sus caracteristicas

beneficiosas para la regeneracion ésea.

Los biovidrios ofrecen ciertas ventajas como son el control de su tasa de
degradacion, una excelente osteoconduccion, bioactividad y capacidad para
transportar farmacos, factores de crecimiento o células, actuando a la vez como medio
protector (63). Si bien presentan ciertas limitaciones por sus propiedades mecanicas

como son su baja resistencia y dureza, lo que limita el soporte de cargas (239).

D) Ceramicas no cristalinas bioactivas: fosfatos de calcio

Son al igual que los biovidrios ceramicas con actividad bioldgica, y se
diferencian principalmente en que estan compuestos por fosfatos de calcio y en su
estructura no cristalina. Los tres principales referentes de este grupo son las sales de

fosfato tricalcico (TCP), la hidroxiapatita y los cementos fosfocalcicos. Estos materiales
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han sido ampliamente utilizados en la investigacién de la regeneracion de tejidos
0seos, ya sea solos, combinados con otros materiales (colageno, alginato o chitosan)

0 mas recientemente, en el desarrollo de scaffolds e ingenieria de tejidos (126,240).

Las propiedades de cada compuestos dependeran de su estructura y la
proporcion presente de iones de fosfatos calcico (227). Entre sus propiedades
comunes destacan la capacidad para formar matriz osteoide al ponerse en contacto
con el hueso, que posteriormente se mineralizara para formar nuevo hueso, mientras
se reabsorbe el material implantado. Pueden emplearse de distintas formas: sélidos
en granulos, pequefos bloques (cilindros, esferas, cufas), como recubrimiento de
implantes (tornillos, prétesis) o en forma de cemento (forma liquida que luego se

endurece) (94).

Hidroxiapatita

Es una forma mineral natural de apatita calcica, tiene grandes similitudes con la
fraccion mineral del tejido 6seo en su composicion. Tiene una estructura hexagonal y
su férmula es Ca1o(PO4)s (OH)2, su composicion tedrica es de un 39.68% de Ca, y un
18.45% de P, lo que deja una relacion molar Ca/P de 1,667 (227). Esta relacién Ca/P
es muy importante ya que condicionara su biocompatibilidad, el fosfato monocalcico
monohidrato (Ca(H2P04)2.H20) con un ratio de 0,5 Ca/P no es biocompatible debido a
su naturaleza altamente acida. Ratios Ca/P entre 1 y 2 han demostrado ser Utiles para
la viabilidad de los osteoblastos y la produccién de fosfatasa alcalina (241). Hasta el
50% del peso seco del hueso esta compuesto de hidroxiapatita en algunas de sus
formas, también la encontramos formando parte del esmalte dental y la dentina, y en

calcificaciones (126).

Entre sus caracteristicas destaca su unién quimica en la interfase HA-hueso, lo

que impide la interposicién de material fibroso entre estas fases y con ello aumenta el
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crecimiento de hueso. Con ello se consigue la mayor velocidad y fuerza de fijacion
para los implantes, si bien no han demostrado su superioridad a largo plazo frente a
otros sistemas de fijacion cementados o sin cementar. Ademas, la HA presenta la
mayor estabilidad de todas las ceramicas fosfocalcicas en medio acuoso y a pH

fisiologico.

En el ano 1951, Ray y Ward describieron el uso de granulos sintéticos de
hidroxiapatita para reparar defectos 06seos en diversos huesos y animales,
demostrando que este material podia ser sustituido por hueso nuevo pasado un
tiempo (242). A lo largo de los afios 1980 y 1990 se desarrollé de forma importante los
usos de la HA en el campo de la odontologia y la cirugia ortopédica, con aplicaciones
en el desarrollo de implantes (243-245). Actualmente su principal uso es como
recubrimiento de implantes protésicos o de material de osteosintesis, por el contacto
directo que establece con el hueso; como relleno de la matriz de algunos polimeros o
como cemento 6seo (197,227). Aunque también se ha descrito su uso para crear

scaffolds de HA con buenos resultados (126,246).

La estructura de los cristales de HA permite la sustitucion por otros iones de los
grupos Ca?*, POs> y OH. Estos cambios pueden afectar a la morfologia, su
cristalinidad, solubilidad o la estabilidad térmica. Las sustituciones catidnicas se
producen a nivel del ion calcio por parte de iones sodio, magnesio, potasio, estroncio o
manganeso; las sustituciones anidnicas se producen a nivel de los iones fosfato e
hidroxido por parte del silicio, fluor, cloro o carbonato habitualmente (247). Estos
cambios buscan obtener propiedades mas ajustadas a las necesidades particulares de
cada caso. Un ejemplo es el carbonato de HA (CHA), la sustitucién por carbonato es la
mas comun en el mineral 6seo (3-8%), entre sus ventajas encontramos que ha
demostrado mejorar su bioactividad, al aumentar la aposicion de hueso alrededor de

los implantes en comparacion a la HA pura, esto parece deberse la mayor solubilidad
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del CHA (248). Otras sustituciones que aumentan la reactividad de la HA es la de los

silicatos por el grupo fosfato (224).

Una de sus principales aplicaciones clinicas, debido a sus propiedades
mecanicas inferiores en el soporte de cargas que otros materiales, ha sido como
recubrimiento de implantes, el mas comun ha sido el de los vastagos femorales de las
prétesis de cadera. Este recubrimiento de los implantes se realiza mediante la técnica
plasma-spray, sus propiedades variaran en funcion del grosor del recubrimiento, la
pureza, porosidad y adhesién. Han demostrado su utilidad principalmente en pacientes
jévenes, por la buena fijacidon que producen (249,250). Otro uso comun de la HA es
para rellenar defectos éseos, se inyecta en fase liquida y solidifica en el interior del
defecto, sus propiedades fisicas y quimicas pueden ser moduladas para programar su

biodegradacion (61).

Fosfato tricalcico (TCP)

Es una bioceramica biodegradable con la férmula Casz(PO.).. Fue utilizado por
primera vez en el ano 1920 por Albee, se utilizaba en fracturas con pérdida 6sea en
las que se inyectaba TCP en el hueco entre los extremos Oseos, observandose
crecimiento de hueso y union de la fractura mas rapidos que en los controles. También
se demostré que este material, en conjunciéon con el microambiente de la fractura,

estimulaba la osteogénesis (251).

Sus caracteristicas principales son su alta resistencia a la compresién, aunque
son muy fragiles a la flexion, torsién y a las fuerzas de cizallamiento; alta capacidad
osteoconductora, pero sin capacidad osteoinductora. EI TCP se disuelve de un medio
fisiologico y puede ser sustituido por hueso, su degradacién tiene lugar por procesos
fisicos (abrasion y rotura), quimicos (disolucién) y biolégicos (fagocitosis); tiene una

ratio Ca/P de 1,5, que favorece que se reabsorba mas rapidamente que la HA. Se
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presentan comercialmente en forma de polvo, cufias o granulos y principal uso actual

es para el relleno de defecto éseos (197,227).

Cementos fosfocalcicos o bioldgicos

Se describieron a partir de 1980, estan formados por una variedad de distintas
combinaciones de compuestos calcicos (mono-, bi-, trifosfatos o HA entre otros). Son
una pasta densa con potencial para ser inyectada para el fraguado in situ y moldeada
en el lugar de la lesién durante la intervencidén quirdrgica si se precisa. Entre sus
propiedades encontramos su resistencia a la compresion con baja resistencia al
cizallamiento y traccidén; en comparacion con otros cementos empleados en cirugia
ortopédica no son téxicos ni desprenden calor durante el fraguado; tienen menor
capacidad de reabsorcién (lenta y variable) y porosidad que otros compuestos
fosfocalcicos. Pueden ser utilizados como transportadores de factores de crecimiento
y farmacos. Entre sus aplicaciones destacan mejorar la fijacion de implantes mediante
técnicas de aumentacion en hueso osteoporético, dar soporte en fracturas metafisarias

y rellenar distintas cavidades 6seas (94,197,227).

E) Ceramicas compuestas: composites

Su caracteristica principal es el estar formada por dos fases diferentes en las
que se consigue una conjuncion de las propiedades de cada una de las fases por
separado (103). Se han desarrollado para tratar de obtener un material con diferentes
funcionalidades como reactividad de su superficie, bioactividad, resistencia mecanica
0 capacidad de transportar farmacos o factores de crecimiento. Toman las
propiedades de distintos materiales para asi obtener un efecto sinérgico en sus
propiedades resultantes. Las combinaciones posibles son muy amplias, pero en

conjunto se dividen en ceramica/ceramica, ceramica/polimero y ceramica/metal (128).
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Polimeros

Los polimeros son macromoléculas formadas por la unién repetida de una o
varias moléculas unidas por enlaces covalentes. Las moléculas que se combinan para
formar los polimeros se denominan mondmeros y las reacciones a través de las
cuales se obtienen se conocen como reacciones de polimerizacion. Dependiendo se
su origen, los polimeros pueden ser naturales o sintéticos. Los sintéticos contienen
entre 1 y 3 tipos distintos de unidades que se repiten, mientras que los naturales o

biopolimeros presentan estructuras mas complejas (252).

A) Polimeros naturales

Los polimeros naturales tienen propiedades atractivas para la fabricacion de
scaffolds, como son la biocompatibilidad y biodegradabilidad, siendo reabsorbibles.
Puede controlarse la porosidad, carga y resistencia mecanica modificando las
concentraciones del polimero, las condiciones del proceso de polimerizacién o
introduciendo distintos grupos funcionales en la cadena (253). Su bioactividad también
puede modularse mediante la adicién de sustancias quimicas, proteinas, péptidos y
células. Entre sus desventajas, respecto a los sintéticos, encontramos su mayor
inmunogenicidad, que ademas es variable en funcion de la especie (126,254). Su uso
principal es como transportadores de sustancias, si bien, estos polimeros naturales
pueden utilizarse para la regeneracion ésea, siendo modificados para mejorar sus
propiedades, llegando incluso a conseguir capacidad osteogénica. Los principales
biopolimeros utilizados en el campo de la bioingenieria son: colageno, chitosan, seda,

alginato, acido hialurénico y algunos péptidos (128).

El colageno tipo | es un componente primario del hueso, con buena capacidad
de biocompatibilidad, biodegradable y estimulante de la proliferacién y diferenciacion
de las células. Como material es buen transportador y estimula que se deposite la

fraccion mineral del tejido éseo, también, favorece la fijacion de factores de
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crecimiento y la angiogénesis. Por todo ello, ofrece un entorno favorable para la
regeneracion 0sea. Sus principales usos como transportador son unidos a antibiéticos
como la gentamicina y a otras moléculas como BMP o DBM, para mejorar su
osteoinductividad. Entre sus desventajas encontramos su potencial antigénico y que

no ofrece soporte estructural (94,128).

El acido hialurénico también ha demostrado su potencial con material para la
fabricacion de scaffolds 6seos, es un componente natural del liquido articular con
propiedades hidrofilas, no inmunogénico y que se ha encontrado en el citoplasma de
las células osteoprogenitoras (255). Su uso suele realizarse en combinacién de otros

materiales, moléculas o fdrmacos para obtener actividad osteoregeneradora (128).

El chitosan es un polisacarido derivado del exoesqueleto de los crustaceos,
ademas de sus propiedades de biocompatibilidad y ser biodegradable, tiene actividad
antibacteriana, cicatrizante y propiedades bioadhesivas. Suele utilizarse en
combinacion de otros materiales para servir de andamiaje en la fabricacion de
scaffolds en la reparaciéon 6sea, o para administrar farmacos con actividad

hemostatica (94,256).

El alginato es otro polisacarido, en este caso, derivado de las algas. Es soluble
en el agua, con la peculiaridad de que se expande y forma geles a temperatura
ambiental en presencia de cationes, formando geles tridimensionales. Permite
encapsular células u otros compuestos para posibilitar su implantacion y liberacion

progresiva en el hueso (94,128).

La seda es un polimero natural fabricado en forma de fibras, por algunos tipos
de arafias y gusanos del tipo Lepidoptero. Se le ha dado un uso extensivo en la

ingenieria de tejidos 6seos, cartilaginoso, tendinoso y ligamentario, asi como en la
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cicatrizacion de heridas. Esto es debido a que tiene propiedades mecanicas utiles,
como su flexibilidad morfolégica, estabilidad ambiental y biocompatibilidad. Ademas,
su biodegradacién es de tipo proteolitico y se realiza de una forma controlada. Pueden
ser modificada quimicamente, mediante el cambio de aminoacidos, para modificar las

propiedades de su superficie o para englobar moléculas que transportar (257).

B) Polimeros sintéticos

El inicio del uso de los polimeros sintéticos en el campo de los implantes
médicos, se cree que se encuentra en la observacién de que las astillas de las
ventanas de los aviones fabricadas de polimetilmetacrilato (PMMA), que se clavaban
en el ojo los pilotos durante la guerra, no les producian alteraciones de la funcién y
eran bien toleradas. EI PMMA fue de los primeros en tener aplicaciones en cirugia
ortopédica, oftalmologia y odontologia (258). Posteriormente se introdujeron otros
compuestos como el Dacron® y el poliuretano con usos cardiovasculares. Sus
propiedades fisicoquimicas dependeran de su composiciéon y del grado de
entrecruzamiento entre los mondémeros. Su forma, estructura, textura, rigidez y
flexibilidad son propiedades que determinaran su uso y pueden ser modificadas en
funcién de las necesidades, al igual que los biopolimeros, admiten la adicion de
moléculas y sustancias quimicas para modificar sus propiedades. Entre sus
principales usos encontramos el de rellenar huecos o facilitar la fijacion de implantes

(103).

Polimetilmetacrilato (PMMA)

Se encuentra dentro de la familia de los cementos acrilicos y han jugado un
papel fundamental en el anclaje de las prétesis cementadas al hueso que las rodea.
Charnley introdujo la idea de auto-polimerizacién del cemento 6seo de PMMA, tomada

de los cementos dentales usados por los dentistas (207).
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Este cemento esta formado por una fase sélida en polvo que consiste en un
87% de PMMA prepolimerizado; un 2,5% de iniciador, peréxido de benzoilo, que
cataliza el proceso de polimerizacién; y un 10% de un marcador radiopaco (BaSO4 o
ZrOy). Por otro lado, lo forma una fase liquida formada por un 97% de mondmeros de
metilmetacrilato (MMA); el resto lo forman un acelerador y un estabilizador de la
reaccion. Estos dos componentes se mezclan, con una proporcion 2:1 (sélido:liquido)
para iniciar un proceso de polimerizacion que consta de tres fases: fase de mezcla, de
trabajo y de endurecimiento; tras lo cual pasa de ser una pasta moldeable a tener una

estructura sélida (198).

La union entre el cemento y el hueso no se produce por adhesividad, sino por
interdigitacidn mecanica, por lo que distribuye las cargas de una manera homogénea y
evita la creacién de zonas de maxima tensién. Son fragiles a temperatura corporal,
con mayor resistencia a la compresion que a la traccién o cizallamiento. Existen dos
opciones comerciales de viscosidad alta y baja que son las mas frecuentes. Estas
propiedades dependen, en gran medida, de la forma en la que se prepare e implante
el cemento, por ello se ha desarrollado la técnica de cementacién a lo largo de 4
generaciones, que han ido mejorando progresivamente, al incorporar nuevos avances

(uso de presurizadores, centralizadores, centrifugadoras o el uso de vacio).

Pueden producirse complicaciones locales derivadas de su uso por la
elevacion local de la temperatura durante su fraguado (hasta 133°C), o complicaciones
sistémicas como la hipotension arterial o la diseminacion de microémbolos(259).
Ademas debido a la capacidad de las bacterias de adherirse al cemento y a que
pueden disminuir la capacidad fagocitica de los leucocitos, parecen aumentar la

susceptibilidad de padecer una infeccion (260).
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Permite la incorporacién de farmacos sin alterar sus propiedades, como los
antibioticos y antifungicos para el tratamiento y prevencién de infecciones, o el
metotrexate para el tratamiento de las metastasis 6seas (261,262). En los ultimos
afios se ha avanzado, en el desarrollo de cementos con propiedades bioactivas,
buscando mejorar la interfase cemento-hueso, con las incorporaciones de cristales de
fosfato de calcio (263). También se han incorporado otras moléculas como la vitamina
E para actuar como antioxidante, o nanoparticulas como nanotubos de carbono o

silicio para mejorar su capacidad de flexién y su resistencia a la misma (264).

Actualmente son el sistema de fijacion para protesis de cadera y rodilla mas
utilizado, siendo su “gold standard” por sus tasas de supervivencia, osteolisis y
aflojamiento mejores que otras alternativas. Aunque también es usado para el relleno
de cavidades 6seas o como espaciador de la articulacién, en los recambios sépticos

de protesis en dos tiempos (197,260).

Polietileno

Es un polimero termoplastico semicristalino, formado por cadenas lineales de
un mondmero de etileno (CH>=CH;), unido consigo mismo de manera repetida,
mediante enlaces covalentes. Hoy en dia su uso biomédico esta muy extendido como
su forma de peso molecular ultra elevado, el conocido como Ultra-high molecular
weight polyethylene (UHMWPE), también conocido como polietileno de grado

quirargico (265).

La idea de reemplazar el cartilago danado por un revestimiento de polimero,
surgié en las primeras protesis de cadera, Charnley utilizé el politetrafluoroetileno
(PTFE) por su baja friccién, aunque pronto se vio que tenia un desgaste inaceptable

(207). En 1962, el UHMWPE reemplazé al PTFE al presentar una friccion baja similar
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pero una resistencia al desgaste mucho mayor. Actualmente sigue utilizandose con
gran frecuencia como superficie de friccidon de la mayoria de protesis de cadera y otras

articulaciones como la rodilla y el hombro (266).

La base de las propiedades fisicas, quimicas y mecanicas se la confieren su
composicién y su estructura, tanto micro como macroscopica. EI UHMWPE, como la
mayoria de los polietilenos, es un polimero semicristalino compuesto de al menos dos
fases intercaladas: una fase cristalina, en la que el las macromoléculas se pliegan en
laminas cristalinas ordenadas, y en una fase amorfa y desordenada, ambas fases se
encuentran intercaladas posiblemente por una interfase parcialmente ordenada (267).
A finales de la década de los afos 1990, se descubrié que mediante una irradiacion
controlada del material se conseguia un entrecruzamiento elevado de estas cadenas,
con lo que se aumentaba la resistencia al desgaste (268). Los ultimos avances en su
disefio apuestan por anadir estabilizadores antioxidantes, como la vitamina E, para
inhibir la degradacién oxidativa, sin necesidad de tratamiento térmico, conservando asi
su morfologia y propiedades mecanicas y resistencia al desgaste (269).

Sus principales propiedades mecanicas son su gran resistencia a la abrasién y
el desgaste por rozamiento, asociado a un bajo coeficiente de friccion, también tiene
capacidad de autolubricacién y alta resistencia a la fatiga. Otras propiedades son su
buena resistencia a la traccién y gran capacidad de atenuar la energia, absorbiendo
bien los impactos. Algunos factores que influyen en su desgaste son la calidad y
sistema de fabricacion del polietileno, su grosor (se recomienda siempre que sea
mayor de 6 mm), alteraciones en la superficie a la que deben adaptarse o distribucién
no homogénea de las cargas. Por estas propiedades se ha convertido en el material
gold standard usado en las superficies de friccion de la mayoria de proétesis

actualmente (197,270).
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8. Ingenieria de tejidos

Existen multiples definiciones de lo que se conoce como ingenieria de tejidos,
puede entenderse como: “el proceso que afecta a la estructura y arquitectura de
cualquier tejido viable o no viable, con el objetivo de aumentar la efectividad de
construir entornos biolégicos” (271). Aplicado a los defectos 6seos, seria la opcidon
final en el desarrollo de materiales capaces de tratar defectos que serian muy dificiles
de solventar o incluso imposibles con los métodos convencionales, y puede implicar el
uso de scaffolds, factores estimulantes de la curacién y células progenitoras (202,272).
Serian la tercera generacion de sustitutivos 6seos, que integran las propiedades de
bioactividad y biodegradabilidad de las generaciones previas de materiales, con la

capacidad de inducir respuestas celulares especificas a nivel molecular (198).

Esta necesidad de desarrollar nuevos materiales surge ya que la mayoria de
las estrategias para la regeneracién 6sea disponibles obtienen buenos resultados, si
bien, existen algunas limitaciones en su uso y disponibilidad, asi como controversia
sobre su eficacia y costoefectividad (lesién de la zona donante, rechazo del implante,
transmision de enfermedades o morbilidad postoperatoria) (28,273). Chanley en la
década de los anos 1950, ya afirmé que “practicamente todas las cirugias clasicas han
sido exploradas, y a menos que se haga algun descubrimiento revolucionario, que
permita tener el control de la osteogénesis por parte del cirujano, no se realizaran
grandes avances” (274). En la ultima década se han desarrollado numerosos estudios
en animales e incluso los primeros estudios clinicos pilotos en humanos, utilizando
materiales enriquecidos con células mesenquimales para el tratamiento de defectos

0seo en huesos largos y en huesos faciales (28,275).

En esencia, el sustitutivo 6seo perfecto seria la combinaciéon de células

progenitoras, como las células madre mesenquimales (MSC) o células maduras
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(permitiendo la osteogénesis), sembradas en un soporte biocompatible, que
idealmente tendria una estructura tridimensional similar a la de los tejidos vivos (para
favorecer la osteoconducciéon y el crecimiento vascular), con los factores de
crecimiento apropiados (para la osteoinduccidn), para generar y mantener el hueso.
El cuarto factor deseable seria el de contribuir a la estabilidad mecanica, siendo este
el cuarto pilar del concepto del diamante (28,34). Ademas, son necesarias dos
condiciones fundamentalmente: una continuidad fisica a lo largo de la lesion para

servir de guia al crecimiento dseo, y evitar la formacion de un tejido cicatricial (202).

El campo con mas desarrollo y estudios de la ingenieria de tejidos lo constituye
el desarrollo de scaffolds sin aditivos o con la adicién de distintas estirpes celulares,
factores de crecimiento, otras moléculas o la distinta combinacién de ellas. Aunque
también existen otros campos como el de la nanomedicina, desarrollando
nanoparticulas con poder antibacteriano o transportadores de antibidticos de tamafio
muy reducido (276). También se ha avanzado en la aplicacion de campos magnéticos
al desarrollo de nanoparticulas magnéticas que permitirian la senalizacion de células o
dirigirlas hacia un objetivo (246), y la aplicacion de los campos magnéticos estaticos,
rotatorios o los electromagnéticos pulsados, combinados con factores de crecimiento y
moléculas de sefializacion para mejorar la curacién de los defectos 6seos, la densidad

mineral dsea y la fijacion de implantes al hueso (189,277).

La ingenieria de tejidos busca crear materiales que aunen las propiedades
idéneas de los sustitutivos 6seos y puedan ser una alternativa al gold standard que
sigue siendo el injerto autélogo. A dia de hoy, no existe ningun sustitutivo heterélogo o
sintético disponible, que tenga propiedades biolégicas 0 mecanicas superiores o
iguales a las del hueso (28). Constituye una estrategia prometedora en el campo de la
medicina regenerativa d0sea, cuyo objetivo es generar tejidos funcionales nuevos,

mediado por células, en lugar de implantar materiales inertes; con ello se podria evitar
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el uso de injertos y trasplantes desarrollando nuevos materiales, combinando los
conocimientos actuales en cirugia ortopédica con otras ramas del conocimiento como
la biologia, la fisica, la ingenieria y la ciencia de los materiales (278). El resultado
clinico perseguido es mejorar la rapidez y calidad de la consolidacion de las fracturas,
el rellenado de cavidades y defectos 6seos, y mejorar las interfases protésicas para

prevenir el aflojamiento aséptico y mejorar su integracion (279).

Scaffolds 6seos

Su traduccidon seria la de andamio o andamiaje, pero es un concepto mas
amplio, seria el de una matriz tridimensional que permite la unién, proliferacion y
diferenciacion de células y tejidos, cuya funcién es la de permitir y estimular la
formacion de hueso sano para restaurar su funcion (280). Probablemente, el
sembrado de células de cartilago en espiculas 6seas por Green en el inicio de los

anos 1970, sea el primer intento de generar un scaffold (281).

A) Caracteristicas

Sus caracteristicas principales recomendables son (198,202,282):

- Deben estar hechos de materiales biocompatibles y sus productos de
degradacion no deben ser citotoxicos. Seleccionando materiales no

alérgicos ni carcinogénicos.

- Deben ser biodegradables y su reabsorcién debe tener una tasa similar a la
de la reparaciéon del tejido. Aunque también pueden usarse no

reabsorbibles.

- Deben poseer una red altamente interconectada de poros, formada por la
combinacion de macro y microporos, que permita al propio tejido crecer en

su interior, el desarrollo de una vascularizacién y el aporte de nutrientes.
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Esta porosidad e interconexion debe ser la suficiente para el sembrado de

células, su migracion y el depdsito de matriz extracelular.

- Las propiedades mecanicas deben permitir la regeneracion Oseas en
lugares de carga, manteniendo su volumen. Debe mantener su integridad
estructural, forma y resistencia, durante las primeras etapas de la formacion
de nuevo tejido 6seo. En el caso de materiales irreabsorbibles es
fundamental la resistencia a la fatiga por la exposicion continua y

prolongada a ciclos de carga durante el resto de la vida del paciente.

- Las propiedades mecanicas prioritarias son el soporte de cargas, su rigidez,
fuerza y resistencia a la fatiga. Que la rigidez sea la 6ptima es importante,
porque su exceso puede producir un fallo en el hueso adyacente por una
mayor concentracion de fuerzas; y un defecto de rigidez conllevaria al fallo

del implante y atrofia del hueso (283).

A estas caracteristicas principales cabria afnadirles otras adicionales, como la
facilidad para su produccion y adaptacion a las necesidades tridimensionales de los
defectos, siendo facilmente moldeables y todo ello sin un coste excesivamente
elevado. Asi como una buena capacidad para la liberacion controlada de los factores
de crecimiento y moléculas, con un control de su cinética y estrategia de accién, y la
misma capacidad para el transporte y liberacion de células en condiciones 6ptimas

(128).

B) Disefio

En su disefo, las propiedades de la superficie que incluyen su topografia,

composicion quimica, bioactividad o su humectabilidad deben valorarse teniendo en
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cuenta que en un scaffold tridimensional poroso, su superficie no es solo el exterior,
sino también sus superficies internas. Estas superficies influiran en las interfases
generadas con el tejido 6seo adyacente a su lugar de implantacion, y entran en juego
a escala micro y nanomeétrica (202). La rugosidad de la superficie tiene influencia en la
morfologia celular y su crecimiento, asi como que las superficies lisas tienen menos
adhesion celular que las rugosas. También se ha demostrado que cambios en la

topografia modifican la orientacion y la unién celular (284).

La optimizacion de su arquitectura busca replicar la estructura natural del
hueso, proporcionando un entorno similar in vivo para que las células éseas colonicen
y regeneren el tejido 6seo (285). El disefio controlado de la macro y micro porosidad
se ha convertido en un elemento fundamental de su arquitectura, el tamafo e
interconexion de los poros busca replicar la porosidad del hueso esponjoso o cortical.
Existe una clasificacion clasica de los poros en funcion de su tamano, los microporos
son <2 nm, los mesoporos se encuentran entre 2-50 nm y los macroporos son > 50 nm
(286). Atendiendo a su funcién también encontramos 3 grupos distintos de poros: con
un rango de diametro entre 150-400 pm, estos son necesarios para la colonizacion
celular y la vascularizacion; otro grupo de poros <20 pm son necesarios para el
crecimiento de capilares en su interior y para las interacciones entre las células y la
matriz extracelular; por ultimo los mesoporos (2-50 nm) que permiten la incorporacién

de factores y moléculas al interior del scaffold (175).

Aunque algunos estudios parecen indicar que el tamano idéneo de los poros,
para el crecimiento dseo, se encuentra en un rango 100-500 pym, no existen consenso
claro acerca de ello (287,288). Un estudio comparaba la osteointegracion de proétesis
con poros de 700 y de 1500 ym en tibias de oveja, con disefos de implantes sélidos
ranurados sin microporos, obteniendo un mayor crecimiento 6seo en la superficie en

longitud, profundidad y area en los implantes porosos (289). La combinacién de poros
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de distinto tamafio también ha demostrado buenos resultados en mandibulas de
cerdo, al aportar espacio adicional para el crecimiento éseo y mejorar la transferencia
de cargas (290,291). Otro caso seria el de los biovidrios mesoporosos que combinan
macro y mesoporos, con una distribucion uniforme del tamafio de los poros en la
region mesoporosa (2-50 nm), y un sistema de canales porosos de mayor tamafo
(macroporos) organizado de manera homogénea en disposiciones 2D o 3D, con lo que
se consigue un area de superficie (100 m? g') y un volumen de poros (1 cm® g™') muy

elevado (175).

El hueso natural es un material complejo formado por distintos materiales con
distinta arquitectura, esto hace que existan moédulos de elasticidad distintos para el
hueso cortical y para el hueso esponjoso, al igual que varia su porosidad. No existen
materiales que por si mismos mimeticen estas caracteristicas. Los materiales densos
con moddulos de elasticidad altos favorecen la tensién y el aflojamiento de implantes,
en cambio los materiales porosos muestran modulos de elasticidad similares a los del

hueso nativo (292).

C) Conformacion

Varios sistemas para la conformacion de scaffolds a temperatura ambiente
estan disponibles, esto permite la inclusion de distintas moléculas en el material, que
si se producen a altas temperaturas pueden perder sus propiedades (293). El diseno
de implantes mediante tecnologia tridimensional se ha incrementado en la ultima
década. Existen varias formas principalmente de fabricacion 3D de materiales:
impresion tridimensional por depédsito que es la mas utilizada, y se basa en la
aplicaciéon de capas consecutivas de material siguiendo un disefio realizado
previamente, hasta conseguir la forma deseada; por energia, que consiste en esculpir
a partir de un bloque de material el disefio deseado mediante tecnologia laser; y la

combinacion de ambos métodos (240). Sus costes siguen siendo elevados, aunque se
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han reducido progresivamente en los ultimos afios. Pueden utilizarse como sistema de
disefo estandar de implantes, aunque su indicacién principal seria para la fabricacion

de materiales adaptados a los requerimientos del paciente (197).

Estas técnicas de diseno 3D fueron originalmente utilizadas para el desarrollo de otros
materiales, si bien se han adaptado a la bioimpresion mejorando su precision y
resolucion para conseguir replicar las micro/nanoarquitecturas que precisan. Ademas
de los materiales, se han desarrollado biotintas que son mezclas de células, factores
de crecimiento, biomoléculas, agentes terapéuticos o polimeros biodegradables, que
pueden ser depositados capa a capa, preservando la funcién y viabilidad celular, con
la estructura y localizacion deseada (240). Las principales ventajas del disefio e
impresién tridimensional son que permite disefiar sustitutivos 6seos adaptados a la
forma del tamano del defecto 6seo que se desea tratar, también permite un control
mas preciso de las propiedades mecanicas y sus parametros estructurales. Esa mejor
adaptacion a situaciones concretas puede traducirse en una reduccion del tiempo
quirurgico, al precisar una menor manipulacion del implante, y una recuperacién mas
rapida al adaptarse a las demandas funcionales de la zona lesionada (294). En el
hueso, las células se encuentran en diferentes estados de proliferacién, diferenciacién
y maduracion, dentro de una matriz extracelular organizada en multiples capas.
Mediante la bioimpresion es posible imprimir células en un andamiaje apropiado, para
crear materiales con la capacidad de mantener la funcionalidad celular apropiada y a
la vez permitir el remodelado y curacion ésea (295). En la imagen 15 puede verse un

esquema que ejemplifica este tipo de técnicas.
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-
Disefo delimplante  Cartuchos cargados
asistido por ordenador - de células y biomoléculas

Imagen 15: esquema de la impresion de tejidos, previo disefio asistido por ordenador

utilizando cartuchos cargados de células y biomoléculas (295).

Uno de los sistemas es la impresién tridimensional por prototipado rapido, que
permite el disefio basado en informacion obtenida por tomografia del tejido 6seo a
reparar, luego mediante un disefio asistido por ordenador se disefia el scaffold con la
forma y porosidad deseados adaptado a la situacion clinica. Finalmente se prepara
una pasta del material seleccionado para formarlo y se coloca en un inyector, que
creara el implante con las caracteristicas deseas (296). Una combinacion de distintos
meétodos como el sol-gel, el doble templado de polimeros o el prototipado rapido ha
permitido el desarrollo de los biovidrios mesoporos, que muestran una red jerarquica

de poros de distintos tamanos (175).
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D) Materiales

Pueden emplearse una amplia variedad de materiales en el disefio de estos
andamiajes, de origen natural como sintético. Los polimeros naturales tienen
propiedades utiles para la construccion de scaffolds, como su biocompatibilidad y
biodegradabilidad, ademas permiten el control de su porosidad y resistencia mecanica,
mediante cambios en su proceso de produccion (253). Su bioactividad también puede
regularse y admiten la incorporacion de sustancias quimicas, proteinas, péptidos y
células. Los mas estudiados con aplicaciones para la ingenieria de tejidos 6seos son
colageno, chitosan seda, alginato, acido hialurénico y algunos péptidos (128,297). Los
materiales de origen sintético pueden ser inorganicos, donde encontramos los metales
y las ceramicas, y organicos que tenemos a los polimeros; sus propiedades variaran

en funcion de su composicién y estructura principalmente (197).

Debido a las ventajas y desventajas especificas de cada tipo de material, el
uso de scaffolds tipo composite (compuestos de mas de un tipo de material) es cada
vez mas frecuente (184). Este tipo de compuestos buscan obtener un material que
combine las propiedades beneficiosas de sus componentes potencidndolas al obtener
un efecto sinérgico. Las combinaciones mas frecuentes son polimeros/ceramicas,
ceramicas/metales y polimeros/metales (298). Los composites mejoran las
propiedades finales obtenidas en los scaffolds y permiten la degradacion controlada,
por ello se emplean para la ingenieria de tejidos (280). La combinacién
colageno/biovidrio han demostrado una mineralizacién precoz, o la de polimeros con
sales de calcio (hidroxiapatita con polietileno de alta densidad o con acido polilactico)
genera compuestos con excelentes propiedades mecanicas y excelente
osteoconductividad, al mimetizar la estructura del hueso y permitir su mineralizacién y
diferenciacion celular (299). El recubrimiento con fosfato calcico de metales, vidrios,
polimeros organicos u otras ceramicas inorganicas pueden mejorar su

biocompatibilidad o reforzar su bioreactividad (280).
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Terapia celular

Las estrategias basadas en el uso de células para el tratamiento de los
defectos 6seos, han surgido como una respuesta prometedora, para aquellos casos
en los que el potencial regenerativo se encuentra disminuido, ya sea por la edad, la
salud del paciente o factores dependientes del defecto. Aunque la investigacion
principal en ingenieria de tejidos se centra en la creacion de andamiajes
principalmente, se ha hecho evidente que estos materiales precisan de otros
elementos que estimulen la curacién 6sea, fomentando la formacion de osteoblastos y
el proceso de vascularizacion. En los ultimos afos, un gran nimero de estudios han
utilizado sistemas de cultivos celulares para mejorar las propiedades de los scaffolds
tridimensionales, y para tratar de entender mejor el proceso de curacion éseo in vivo.
A pesar del esfuerzo en investigacion en el desarrollo de este tipo terapias, solo unas

cuantas han conseguido llegar a la practica clinica actualmente (128).

La utilidad de incluir células en los constructos, ha quedado demostrada en
estudios mediante analisis inmunohistoquimico, que permiten rastrear antigenos
humanos especificos de las células implantadas en scaffolds en otras especies. Han
permitido observar como estas células se encuentran principalmente en el callo
cartilaginoso intermedio y en la matriz osteoide temprana; en cambio, las células del
huésped, son reclutadas para el remodelado del hueso maduro. Esto casa con el
comportamiento idoneo de un sustitutivo éseo, que favorece la reparacion 6sea, a la

vez que permite la integracién por parte del huésped (294).

A) Seleccién celular

Los osteoblastos y osteocitos juegan un papel fundamental en el depdsito de
hueso y el proceso de curacién y remodelado 6seo, por tanto, sus precursores
representan una excelente fuente para la terapia celular (184). El uso de células

diferenciadas como los osteoblastos o los condrocitos es bastante restringido, debido
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a su accesibilidad limitada y a la falta de capacidad de autorenovacion; ademas su
naturaleza mas heterogénea las hace menos atractivas desde el punto de vista de la

eficacia y su regulacién (300).

El nimero requerido de células para la reparacion de una fractura depende de
las caracteristicas de la fractura, de la fuente celular, el método de estimulacion y el
biomaterial empleado. Se estima que, para el tratamiento de un defecto en un hueso
largo de 4 cm, se necesitan 600 millones de células. Es por ello que las células
progenitoras representan una poblacidon celular mas idénea para su uso en la
ingenieria de tejidos, por permitir su recogida y expansion de una manera controlada
(294). En la imagen 14 explicAbamos las principales propiedades y tipos, de las
células progenitoras mas comunmente utilizadas para el tratamiento de los defectos
Oseos: derivadas de la médula ésea, del tejido adiposo, de la cavidad oral, de la piel y
del periostio. Cada una de ellas aporta unas ventajas y desventajas concretas por lo
que su seleccién debera realizarse adaptada a las necesidades concretas de cada

caso, teniendo en cuenta el biomaterial y el defecto a tratar.

B) Manejo e implantacién

Para poder ser utilizadas se requiere de un proceso en varias etapas, en primer
lugar, las células autdlogas o alogénicas son aisladas y expandidas in vitro, para
garantizar una poblacién celular suficiente para su uso terapéutico. Después, las
células pueden ser estimuladas para inducir una diferenciacion osteogénica seguida
del sembrado o encapsulamiento en un biomaterial; otra alternativa es el sembrado o
encapsulamiento de las células en un biomaterial que contenga moléculas
estimulantes de la diferenciacion (factores de crecimiento); también se puede realizar
una mezcla de ambas opciones, como seria la estimulacién de las células expandidas
en un ambiente tridimensional. Tras una de estas opciones, el constructo puede ser

cultivado en laboratorio, en un sistema de biorreactor, para alcanzar un estado
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madurativo superior; o puede ser implantado para su desarrollo in vivo (301,302).
Finalmente, la combinacién realizada de las distintas opciones, deberia crear un
entorno que condujera y estimulara a las células para formar un tejido nuevo y

funcional, que se integrara en el defecto a tratar (294).

A dia de hoy, los tratamientos que incorporan terapias celulares tienen una
baja implantacién en la practica clinica, a pesar de los avances en bioingenieria.
Actualmente, estas terapias son aplicables en una escala limitada, ya que son
dependientes del personal que realiza el sembrado y expansién, consumen mucho
tiempo y en ocasiones su eficiencia es escasa. El sembrado de células en scaffolds
prefabricados no recrea la organizacion nativa de los tejidos, y lo mismo ocurre con su
vascularizacion. Por ello se avanza en crear constructos que integren las células vivas
y las biomoléculas en la estructura tridimensional deseada del biomaterial (184). Las
nuevas técnicas de biofabricacion e impresién 3D proporcionan los medios para
controlar la distribucién uniforme de las células o poder situarlas con precision en la
superficie del implante, y lo mismo ocurre con las biomoléculas, permitiendo contralar

mejor su liberacion (295,303).

Una vez implantado en el defecto, la viabilidad de las células presentes en el
constructo, dependera del tipo celular, su grado de diferenciacion y los factores
estimulantes asociados presentes. Existen una gran variacion entre estudios, en un
scaffold bifasico de fosfato calcico sembrado con células progenitoras humanas
derivadas de la médula 6sea e implantadas en ratones, solo el 1,5% de la poblacion
celular permanecio después de 37 dias (304). En cambio, un constructo similar donde
las células progenitoras eran de origen periostico, y habian sido sembradas

previamente en una matriz fosfocalcica, la supervivencia fue cercana al 71% (305).
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C) Interacciones células-biomaterial

In vivo, las células estan expuestas a una combinacién de factores fisicos y
bioquimicos que regulan su comportamiento funcional (285). Los estimulos mecéanicos
juegan un papel importante, en la adaptacién de los tejidos musculoesqueléticos, a su
funcidén, y por ello se deben optimizar las interacciones entre las células y los
materiales. Algunas propiedades fisicas, como la topografia, geometria, porosidad o
dureza, pueden utilizarse para guiar respuestas celulares, similares a los obtenidos

con biomoléculas (306).

La dureza del material ha demostrado tener relacién con la diferenciacion
celular y la expresion de genes osteogénicos en células progenitoras derivadas de
periostio. También se ha visto como la exposicion a la hidroxiapatita acelera el
proceso de diferenciacion celular, especialmente a altas concentraciones de HA (307).
Otros procesos para modificar la superficie, como la oxidacion, anodizacion o el
deposito electroquimico, se han utilizado para mejorar la biocompatibilidad y
osteoconductividad de los materiales. Estos cambios topograficos, pueden ser un
método para guiar la integraciéon de materiales, al influir en el proceso de
osteogénesis: mejoran la adhesién celular regulada por integrinas y favorecen la

diferenciacion celular osteoespecifica (308).

D) Traslacién a la practica clinica

La mayoria de estas estrategias de terapias celulares, tienen dificultados en la
traslacion de los hallazgos in vitro, a estudios clinicos mas relevantes in vivo. Se ha
sugerido como una de las causas posibles, el mecanismo de accién del proceso
natural de curacién al aplicarse a una fractura en concreto, que es dificil de reproducir
en los modelos in vitro (309). El éxito de un implante esta en relacién con la eleccion
de una poblacion potente de células progenitoras, asociadas a una estimulacion

correcta y un andamiaje que de soporte al conjunto; y para realizar de manera correcta
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esta eleccién deben tenerse en cuenta factores anatémicos y fisioldgicos del defecto a

tratar (294).

Por ello, los estudios in vivo en modelos animales, pueden aportar informacién
relevante sobre el proceso de reparacion de fracturas concretas y probar la efectividad
de los constructos 6seos. El uso de nuevas técnicas de microscopia han ayudado a
mejorar la informacion obtenida de las interacciones entre los materiales y el huésped,
y observar la viabilidad de las células implantadas (310). Otra herramienta utilizada es,
la microtomografia computarizada, que permite también una evaluaciéon de las
interacciones del implante con el huésped y realizar reconstrucciones tridimensionales,
si bien esta herramienta precisa de una gran potencia de computacién y espacio de
almacenamiento, como principal desventaja. A pesar de estos avances, existen pocos
datos comparables en estudios a largo tiempo en la caracterizacion de scaffolds

0seos, tanto in vivo como in vitro (184).

En cuanto a su aplicacion clinica en pacientes, otros de los factores limitantes
es la dificultad para su produccion a gran escala, con el consiguiente abaratamiento
del proceso que ello generaria. Esto es especialmente complejo, en el uso de células,
al requerir un procesado en varias etapas, y en los casos en los que se utilizan
material celular obtenido del paciente, todavia dificultan mas el proceso de
automatizacion de su produccidon. Para ello se debe conseguir que el proceso de
produccién sea reproducible, seguro para los pacientes y econdmicamente rentables,

de acuerdo a los estandares de buenas practicas clinicas (128).

Biomoléculas estimulantes en ingenieria tisular

Ya hemos hablado anteriormente de las principales biomoléculas relacionadas
con la diferenciacién de los tejidos 6seos, asi como de sus principales propiedades.

Estas son las proteinas morfogenéticas 6seas (BMPs), factores de crecimiento
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transformantes (TGF-B), factores de diferenciacion del crecimiento (GDFs), otros
factores de crecimiento (parecidos a la insulina, fibroblasticos, derivados de las
plaquetas) y los relacionados con la hormona paratiroidea. Uno de los objetivos
principales en el disefio de sustitutivos para la regeneracion ésea es generar
materiales que puedan recrear el microambiente del tejido dseo, ya que éste, es el
responsable de regular la funciéon de las células progenitoras (MSCs) y mantener su

homeostasis (311).

El uso de estas moléculas, aplicadas a la ingenieria de tejidos, que son
esenciales en el microambiente del tejido éseo, busca promover y acelerar la curacion
Osea, para ello pueden implantarse de manera directa en el defecto o utilizarse
embebiendo scaffolds enriquecidos previamente con MSCs o solos, para que se
liberen durante el proceso de curacion. Su uso le confiere propiedades
osteoinductoras a biomateriales que de por si no las presentarian, y con ello pueden
inducir la diferenciacion de las células mesenquimales del huésped o las que han sido
sembradas previamente en el constructo (175,312). Como ya mencionamos, en el
desarrollo de biomateriales que transporten MSCs, estos factores juegan un papel
importante durante el desarrollo del implante definitivo, pudiendo usarse para acelerar
el proceso de desarrollo y diferenciacion celular en distintos momentos in vitro o in vivo

(301,302).

Todavia se sigue estudiando acerca del uso combinado de varias de estas
moléculas o de la dosis real que liberan los scaffolds in vivo en los defectos. Existen
multiples formas de empleo asociado a los constructos que buscan un mayor control
en su proceso de liberacion, ya sean recubriendo la superficie 0 mediante técnicas de
impresién tridimensional, que permiten incorporar estas moléculas al constructo, con la
distribucion espaciotemporal deseada (184). Con la primera opciéon se consigue una

liberacion rapida de los factores de crecimiento, tras lo cual se diluye la presencia de
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ellos en el microambiente, esta técnica tiene la ventaja de que proporciona un estimulo
inmediato, pero su duracion es mas breve e impredecible, asi como dependiente de la
degradacion del biomaterial. Para prolongar la duracion de su efecto y controlar mejor
su liberacion se busca fomentar uniones covalentes entre las moléculas y el material
del implante o encapsular los factores por medios fisicos como mesoporos de su
tamafo, como puede verse en la imagen 16 (313,314). Por otro lado, con la impresion
3D y el uso de biotintas que contengan dichas biomoléculas, se consiguen un patrén
preciso en su distribucién dentro del material, con lo que su liberacién puede ser mas
controlada y prolongada, aunque también se ha descrito un reduccién de su actividad

bioldgica, que se cree debida al proceso de bioimpresion (315).
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Imagen 16: representacién esquematica de los macro, micro y mesoporos de un

scaffold cargado con biomoléculas (314).
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Hipotesis y objetivos
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1. Hipétesis

Hipétesis verdadera

La combinacion del vidrio bioactivo mesoporoso (MBG) con la composicién
(mol %) 82.2Si02-10.3Ca0-3.3P205-4.2Zn0O, enriquecido con células humanas
mesenquimales (MSC) y cargado con osteostatina (OST), es capaz de generar la
curacion de un defecto dseo critico realizado en el condilo femoral externo de hembras
de conejos de raza Nueva Zelanda esqueléticamente maduras, con mejores
resultados comparativos que su implantacion de forma aislada, o que su implantacion
en combinacion unica con células humanas mesenquimales de médula ésea (MSC), o

que su implantacién en combinacién unica con osteostatina (OST).

Hipétesis nula

La combinacion del vidrio bioactivo mesoporoso (MBG) con la
composicion (mol %) 82.2Si02-10.3Ca0-3.3P205-4.2Zn0, enriquecido con células
humanas mesenquimales (MSC) y cargado con osteostatina (OST), no es capaz de
generar la curacion de un defecto éseo critico realizado en el céndilo femoral externo
de hembras de conejos de raza Nueva Zelanda esqueléticamente maduras, sin
mejores resultados comparativos que su implantacion de forma aislada, o que su
implantacién en combinacion unica con células humanas mesenquimales de médula

6sea (MSC), o que su implantacion en combinacién unica con osteostatina (OST).
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2. Objetivos

Obijetivo general

Estudiar comparativamente in vivo la regeneracién del tejido 6seo en un
defecto critico experimental en el céndilo lateral externo del fémur de hembra de
conejos adultos de raza Nueva Zelanda tras implantar en dichos defectos un vidrio
bioactivo mesoporoso enriquecido con células humanas mesenquimales y cargado

con osteostatina, en distintas combinaciones terapéuticas.

Obijetivos especificos

1.Comprobar que los biovidrios mesoporosos cargados con osteostatina y
sembrados con células mesenquimales humanas pueden emplearse de manera

sencilla bajo las condiciones de esterilidad que supone un quiréfano.

2. Comprobar el manejo y comportamiento intraoperatorio de un implante de vidrio

mesoporoso para el tratamiento del defecto 6seo del estudio.

3. Evaluar histologicamente y de una manera cualitativa la eficacia del biovidrio
mesoporoso enriquecido con MSC y cargados con OST como regenerador de
defectos dseos de tamano critico, y compararlos con los grupos en los que no se
enriqueciéo con MSC, en los que no se cargd con OST o en los que se utilizo el

biovidrio solo sin carga ni enriquecimiento adicional.

4. Evaluar radiolégicamente y de una manera cualitativa y cuantitativa la eficacia del
biovidrio mesoporoso enriquecido con MSC y cargados con OST como regenerador de
defectos d6seos de tamarno critico, y compararlos con los grupos en los que no se
enriqueciéo con MSC, en los que no se cargd con OST o en los que se utilizo el

biovidrio solo sin carga ni enriquecimiento adicional.
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Material y Método
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1. Metodologia y disefio experimental

Se eligié un diseno de tipo experimental, prospectivo y controlado para evaluar
comparativamente la actividad bioldgica de los soportes bioceramicos enriquecidos
con osteoestatina y células mesenquimales. Consideramos que la realizacion de este
trabajo de Tesis, puede aportar datos, resultados y conclusiones de interés para
contribuir a la mejora del conocimiento y desarrollo de los materiales bioceramicos y

su enriquecimiento con distintas senales y células.

Presentamos la evaluacién in vivo del comportamiento de las bioceramicas
enriquecidas con osteoestatina y células mesenquimales en el papel de regenerar

defectos 6seos criticos en 12 hembras de conejos adultos de raza Nueva Zelanda.

Los procedimientos del presente trabajo, se han realizado englobados en el
proyecto con licencia P115/00978 que cuenta con la aprobacién del Comité de Etica de

Experimentacion Animal de la Universidad de Zaragoza.

El cuidado y utilizaciéon de los animales se ha realizado de acuerdo con la
Politica Espafola de Proteccién de los Animales RD1201/05, que cumple con la
Directiva de la Unién Europea 86/609 relativa a la proteccién de los animales utilizados

para experimentacién y otros.

El proyecto experimental propuesto es fruto de la colaboracion entre el
Departamento de Quimica Organica y Bioinorganica de la Facultad de Farmacia de la
Universidad Complutense de Madrid y el Servicio de Cirugia Ortopédica y
Traumatologia del Hospital Universitario Miguel Servet de Zaragoza. Forma parte

como un subproyecto, de un proyecto mayor que aborda de manera integral el tema
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de la produccién y utilizacion de las bioceramicas enriquecidas con moléculas

senalizadores y células.
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2. Material de experimentacion

Material de implantacion

Hemos empleado para nuestro trabajo vidrios mesoporosos bioactivos con la
siguiente composicion, 82.2%Si0,—10.3%Ca0-3.3%P2.05—4.2%Zn0O (mol %). Han
sido disefiados y fabricados en el Departamento de Quimica Organica y Bioinorganica
de la Facultad de Farmacia de la Universidad Complutense de Madrid, de manera que

tuvieran un alto grado de porosidad y amplia area de superficie.

Los vidrios mesoporosos (MBG) (SiO—CaO-P,0s) fueron sintetizados
utilizando la técnica de autoensamblaje inducido por evaporacion (evaporation induced
self-assembly: EISA), y los scaffolds tridimensionales, creados a partir de dicho
material, mediante técnicas de prototipado rapido. Con poros gigantes de alrededor de
400 um y canales de dos tipos entre 700-1000 um y entre 1000-1500 ym, asi mismo
presentaba también macroporos entre 1-10 um interconectados. Con este proceso, se
obtiene un cilindro de 7mm de diametro y 10 mm de alto, el resultado obtenido puede
observarse en la imagen 17. Este proceso de sintesis y caracterizacién del scaffold ha

sido descrito por nuestro grupo de investigacion previamente (316).
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Imagen 17: Fotografia del scaffold, vista longitudinal y vista de su seccion.

Para el proceso de cargado del scaffold con osteostatina (OST), se incubaban

en placas de 24 pocillos con 1 ml de tampon de fosfato salino (PBS: phosphate-

119



buffered saline) a un pH=7,4 que contenia 100 nM de OST (Bachem, Bubendorf,
Suiza), como puede verse en la imagen 18. La carga media observada en el scaffold
fue 0,71 ug de osteostatina/ g de scaffold y su liberacién al medio fue buena, alrededor

del 90% a las 24 horas y un 100% virtualmente a las 96 horas (316).

Imagen 18: Fotografia de varios scaffolds en sus pocillos durante el proceso de carga

con osteostatina.

Las células mesenquimales elegidas para su sembrado en estos andamiajes y
su posterior implantacion en el modelo animal, fuero células mesenquimales humanas
(hMSCs) procedentes de Lonza (Walkersville, EEUU). Estas células fueron cultivadas
en el medio basal de células progenitoras mesenquimales (MSCBM: mesenchymal
stem cell basal medium, Lonza, Walkersville, EEUU) que contenia 10 % suero fetal
bovino, 1 mM de L-Glutamina y 1% de penicilina-estreptomicina. Se afadieron gota a
gota (100 pl) en cada scaffold (4.10° células/scaffold) en una placa con 24 pocillos,
que se rellenaban con MSCBM, y se procedia a su incubacién en una atmodsfera
himeda al 5% de CO; a 37°C, durante 2 dias, con remplazo diario del medio. En

estudios realizados por miembros del grupo de investigaciéon, se pudo demostrar la
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adecuada union de las MSC al implante, asi como, su correcto crecimiento,

diferenciacién y supervivencia (316).

Animal de experimentacion

Hemos elegido para la realizacion de los ensayos in vivo, como animal de
experimentacion, a hembras de conejo de raza Nueva Zelanda adultas (imagen 19).
Es un animal ampliamente utilizado para este tipo de estudios, y nuestro grupo de
trabajo tiene una amplia experiencia en la realizacién de estudios con dicha especie,

asi como en su manejo y cuidado (58-60,62,63).

El diseno experimental de nuestro trabajo implica la utilizacion de 12 hembras
de conejo Nueva Zelanda esqueléticamente maduras de 6 meses de edad, para que el
tamano de sus extremidades permitiera la realizacion de la intervencién quirdrgica
propuesta. Todos los procedimientos realizados con dichos animales contaron con la
aprobacion del Comité de Etica de Experimentacion Animal de la Universidad de
Zaragoza. El origen de los animales, fue desde una granja homologada, proveedora
habitual del Servicio de Biomedicina y Biomateriales de la Universidad de Zaragoza.
La estabulacién, seguimiento y cuidados postoperatorios de los animales utilizados, se
realizdé en las dependencias de estabulacién de pequenos animales del Centro de
Investigacién Biomédica de Aragén (CIBA), por parte del personal técnico y de los

componentes del equipo de investigacion.

Se trasladaron a las instalaciones del CIBA, con tres dias de antelacién a las
intervenciones para su identificacion y pesado, (3.9 + 0.3 kg), asi como para mejorar la
adaptacion a las instalaciones donde se realizaria la estabulaciéon (imagen 20). La
estabulacion de los animales se realizé en jaulas individuales, donde tenia un
suministro de agua ad libitum y eran alimentados con pienso homologado y especifico

para conejos (Nanta ®). Las condiciones en las que se encontraban las jaulas fueron
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de temperatura ambiente de 20°C + 0,5 ° C, humedad relativa de 55% + 5%, con
periodos de luz y oscuridad alterantes cada 12 horas. La limpieza de las jaulas era
realizada de forma diaria, y se permitié el movimiento sin restricciones de los animales
en las jaulas, todo ello siguiendo la Politica Espanola de Proteccién de los Animales

RD1201/05, que cumple con la Directiva de la Unién Europea 86/609 relativa a la

proteccion de los animales utilizados para experimentacién y otros fines cientificos.

Imagen 20: jaulas de estabulacién de los animales en el recinto destinado para ello

del Centro de Investigacion Biomédica de Aragon.
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Anestesia, cuidados y eutanasia

El manejo analgésico, el proceso de anestesia y cuidados veterinarios
perioperatorios fueron supervisados y realizados por un anestesista veterinario del

CIBA, con amplia experiencia en la realizacién de estas técnicas.

Tras la administracion de la preanestesia (Ketamina a dosis de 25 mg/Kg +
Medetomidina a dosis de 0,5 mg/Kg de manera subcutanea) se esperd a la
claudicacion del animal para el rasurado y su traslado a quiréfano. Una vez en la sala,
se situd en la mesa quirdrgica en decubito prono y se canalizé la vena marginal de la
oreja mediante un catéter Introcan Safety® de 22G. Se les colocd una mascarilla con
oxigeno al 100% y se procedi6 a la monitorizacidén constante del animal durante todo
el proceso, mediante el uso de capndégrafo, pulsioximetro, electrocardiograma y

medicion de la presion arterial.

Con el animal en decubito prono, se colocaron las extremidades posteriores en
direccion craneal para forzar al maximo la apertura de la articulacién lumbo-sacra.
Mediante el uso de una aguja espinal de punta Quincke con el bisel orientado en
sentido craneal se accede al espacio epidural entre la ultima vértebra lumbar y el
sacro, como puede verse en la imagen 21. Una vez atravesado el ligamento amarillo,
se extrajo el fiador de la aguja verificando su posicion en el espacio subaracnoideo al
no observarse salida de liquido céfalo-raquideo a través de la misma. Una vez
realizadas dichas verificaciones, se inoculé el anestésico en el espacio epidural
(Fentanilo + Lidocaina en suero salino fisiologico estéril hasta un volumen de 1 ml), y
se establecié una espera de 3 minutos para permitir el efecto del mismo antes de
iniciar el procedimiento quirurgico. Durante la intervencién se administré fluidoterapia
con una solucién de Ringer-Lactato a razén de 8 ml/Kg/H, a través de la vena marginal

de la oreja del conejo.
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Imagen 21: técnica de anestesia neuroaxial realizada en uno de los animales, y

detalle de la zona de puncién.

La intervencién quirldrgica se realizé en condiciones quirurgicas de asepsia y
esterilidad utilizando profilaxis antibiética con Cefazolina intramuscular (dos dosis a 50
mg/Kg/ dia), administrando en el preoperatorio la primera dosis y las 8 horas la
segunda. Tras el despertar del animal, se verificé la recuperacién de sensibilidad y de
movilidad en las extremidades posteriores del mismo. La analgesia postoperatoria se
realizé con Meloxicam subcutaneo 0,2 mg/Kg cada 24 horas 5 dias (prorrogable si se
observaran signos de dolor a partir del sexto dia). En caso de deterioro del estado del
animal se sustituiria por una administracién de 0,2 ml/Kg de buprenorfina subcutanea
cada 12 horas. Finalmente, la eutanasia se realizd previa induccidn anestésica del
animal, tras lo que posteriormente se administré 0,5 g de Tiopental sddico intravenoso

a través de la vena marginal de la oreja.

Durante el seguimiento de los animales, se siguié el protocolo de supervisién

habitual de la Universidad de Zaragoza para los procedimientos experimentales. Este
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protocolo debe incluirse en aquellos estudios con animales, especialmente en aquellos
de severidad media o alta, y permite aplicar medidas paliativas de dolor, como la
utilizacién de analgésicos o el sacrificio por razones humanitarias. El protocolo elegido
por la Universidad de Zaragoza es el propuesto por Morton y Griffiths en el afno 1985
(317), que permite cuantificar el dolor causado por un procedimiento. Se consideran 5

variables y a cada animal se le asigna una puntuacién por variable:

PROTOCOLO DE SUPERVISION

Variables a considerar y puntuacion
Normal (no hay pérdida de peso o el animal crece
normalmente) 0
. Pérdida de peso inferior al 10%
Pérdida de peso ) P ° . )
Pérdida de peso entre el 10 y 20%. Posible alteracion en el
(de0a3) aspecto o cantidad de las heces. 2
Pérdida de peso superior al 20%. El animal no consume
agua ni alimento.
Normal
Aspecto Pelo en mal estado 1
Pelo en mal estado y/o presencia de secreciones
(de 0a 3) viep
oculares o nasales 2
Postura anormal 3
Normal 0
Comportamiento Pequeios cambios 1
; Inactividad 2
espontaneo
Automutilacién, vocalizaciones anormales, animales
(de0a3) muy inquietos o inmoviles. 3
Comportamiento |Normal 0
en respuesta a la Cambios pequenos 1
. .. Cambios moderados 2
manipulacion . )
Animal agresivo o comatoso 3
(de0a3)
Normal 0
Constantes Pequeinos cambios
A Cambios en la temperatura corporal de 1-2°C,
vitales . . . . .
incremento del 30% en frecuencia cardiaca o respiratoria 2
(de0a3) Cambios en la temperatura corporal >2°C, incremento
del 50% en frecuencia cardiaca o respiratoria 3
PUNTUACION TOTAL. oot e s eeeeese e seeees s eeseerseeneee de0a20

Nota: cuando un animal obtiene una puntuacién de 3 en mas de un parametro, todos los “3” pasan a “4".

Las medidas correctoras sugeridas en funcién de la puntuacién obtenida para cada animal son las siguientes:
de 0-4

Nomal
de 5-9 Supervisar cuidad ite ((analgésicos?)
de 10-14 Sufrimiento intenso. Analgésicos (;eutanasia?)
de 15-20 Eutanasia (¢ suprimir el procedimiento?)




3. Implantacién quirurgica

Previamente a su utilizacion en el estudio, los scaffolds fueron esterilizados con
luz ultravioleta durante 60 minutos, con rotaciones periédicas. Las intervenciones
quirurgicas se realizaron en condiciones quirurgicas de asepsia y esterilidad utilizando
profilaxis antibiética con Cefazolina intramuscular (dos dosis a 50 mg/Kg/ dia). Antes
de la intervencion se realizaron 3 grupos a los que se asignaron los animales de forma

aleatoria (imagen 22):

e Grupo A (4 conejos, 1,2,3,4)
o 4 rodillas izquierdas scaffold y células mesenquimales (MSC)

o 4 rodillas derechas scaffold y osteostatina (OST)

e Grupo B (4 conejos, 5,6,7,8)
o 4 rodillas izquierdas scaffold

o 4 rodillas derechas scaffold + MSC + OST

e Grupo C (4 conejos, 9,10,11,12):
o 2 rodillas izquierdas scaffold + OST conejos 9y 10
o 2 rodillas izquierda scaffold + MSC (conejos 11y 12)

o 4 rodillas derechas scaffold + MSC + OST
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Grupo A Grupo B Grupo C

Animales 1,23y 4 56,7y 8 9,10,11y 12
Rodillas Scaffold + MSC Scaffold 2 Scaffold + OST (9y 10)
izquierdas 2 Scaffold + MSC (11y 12)
Rodillas Scaffold + OST Scaffold + MSC + Scaffold + MSC + OST

derechas OST

Imagen 22: Distribucién de los animales en los 3 grupos y material a implantar.

Consultado el Comité ético de experimentacion animal, y dada la evidencia
obtenida en la literatura y por nuestro propio grupo de investigacion en anteriores
trabajos experimentales (50,58-60,62—64,67), de que se los defectos &seos
propuestos eran defectos &seos criticos, se juzgd conveniente no utilizar mas

animales experimentales a modo de “Grupo Control”.

En todos los conejos, se llevd a cabo la misma intervencion (imagen 23). Se
colocé al animal en la mesa quirdrgica en posicién de decubito supino, la zona de
intervencion que habia sido rasurada previamente se esteriliz6 con una solucion de
povidona yodada y se delimité el campo quirdrgico con pafos estériles, asi como se
vendo la zona distal de la extremidad intervenida para mejor manejo y control de la
esterilidad. El abordaje quirargico realizado fue con una incisién longitudinal en la piel
de entre 3-4 cm sobre el condilo femoral externo, se tomod la rétula como referencia
anatémica para su localizacién y centrado de la incision. Tras la diseccién del plano
del tejido celular subcutaneo, se incidio la fascia muscular y se disecé el vasto externo,
para asi acceder a la zona metafisaria del fémur. El siguiente paso fue la separacién

del periostio de la cara externa de la metafisis distal femoral.
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Imagen 23: imagenes intraoperatorias. A) preparacién del campo esterilidad con la

extremidad individualizada. B) incision cutanea tomando la rétula como referencia. C)
identificacion y desperiostizacion del condilo femoral externo. D) fresa motorizada e

irrigacion con suero fisioldgico sobre el condilo femoral externo.

Una vez localizada la parte central del céndilo externo, se procedié a la
creacion de un defecto 6seo estandarizado de morfologia cilindrica. EI método
inicialmente previsto consideraba unas dimensiones del defecto éseo de 5 mm de
diametro y 10 mm de profundidad. La elaboracion de los implantes de ceramica en la
impresora 3D condicioné un discreto incremento de su diametro transversal (7 mm @),
y de su altura (12 mm), superiores a los inicialmente previstos en la memoria (5 mm J,
10 mm altura). Esto hizo necesario aumentar tanto el diametro de la broca quirdrgica
inicialmente prevista, como la profundidad de la perforacién ésea, y por lo tanto el
volumen del defecto 6seo critico creado para alojar los implantes. El defecto se realizod
mediante una broca motorizada (7,5 mm @) a bajas revoluciones irrigada con suero

salino. Tras completar la creacion del defecto éseo, se lavd con suero fisioldgico para
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eliminar los restos éseos, y se seco la cavidad con gasas, tras ello se procedid a
posicionar en su interior el implante correspondiente a cada animal (imagen 24). Se
comprobd su estabilidad en el lecho receptor de forma intrinseca, y se realizé un
control radiolégico por fluoroscopia intraoperatoria, para comprobar la correcta
posicion y morfologia del defecto e implante (imagen 25). No se dejaron drenajes en el
abordaje. Finalmente se realizé el cierre por planos de la herida, suturando la fascia
muscular con puntos simples de material reabsorbible trenzado (Vycril 3/0) y la piel
con material irreabsorbible trenzado, seda 3/0. La herida se limpid y curd con

antiséptico local, y no se dejaron apdésitos para su oclusion.

- e 4

Imagen 24: imagenes intraoperatorias del defecto dseo y de la implantacién y ajuste

en él del scaffold.
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Imagen 25: imagenes intraoperatorias de rayos X del defecto 6seo antes y después

de la implantacion del scaffold (SC) en el céndilo femoral.
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4. Estudios realizados

Tras mantener a los animales estabulados durante el periodo de 3 meses fijado
por el estudio, se les practicé una eutanasia farmacoldgica (0,5 g de Tiopental sédico
intravenoso) previa sedacion del animal. Tras su muerte, se extrajo el tercio distal de
ambos fémures, siendo liberados previamente de las partes blandas que los rodeaban,
para realizar el estudio histolégico micro y macroscopico y el estudio radiolégico
mediante micro-TAC, todos ellos realizados en las instalaciones y por el personal del
CIBA. De acuerdo a las distintas caracteristicas de los implantes se analizaron con la

siguiente distribucion las muestra obtenidas (imagen 26):

Micro-TAC Implantacion Histologia
Fémures 5,6,7 izquierdos Scaffold Fémures 5,6,7 izquierdos
Fémures 1,2,3 izquierdos Scaffold + MSC Fémures 1,2,3 izquierdos
Fémures 9, 10 izquierdos Scaffold + OST Fémures 10 izquierdo,

1 derecho 2,3 derecho

Fémures 5,10,12 derechos Scaffold + MSC + OST Fémures 5,7,9 derechos

Imagen 26: Distribucion de las piezas para sus estudios, en color rojo se muestran

aquellas muestras coincidentes en ambos estudios.

Evaluacion macroscépica

Se realizd un registro fotografico del aspecto externo de las piezas extraidas
durante la necropsia (1/3 distal de ambos fémures) de cada animal. Se evalud
visualmente el aspecto de la zona de implantacion en el defecto éseo, asi como toda

la pieza del fémur, describiendo su apariencia y posibles anomalias encontradas.
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Evaluaciéon microscépica

El hueso extraido fijado con formaldehido fue sometido a un proceso de
deshidratacién en alcohol de forma seria (del 50 al 100%) y embebido en metil-
metacrilato (Merck Schuchardt OHG, Alemania). Una vez realizado este proceso, se
obtuvieron secciones sagitales mediante un sistema de corte y pulido (EXAKT
Apparatebeau GMBH, Norderstedt, Alemania). Los cortes obtenidos fueron tefiidos
con Hematoxilina/Eosina (H&E) y con la tincidon Tricromica de Masson-Goldner para su
evaluacion histoldgica. Estas secciones fueron examinadas con un microscopio Zeiss
AxiokoP 40 (Oberkochen, Alemania) y las microfotografias fueron obtenidas con una

camara Zeiss AxioCam MRc5.

El sistema EXAKT utilizado para la obtencion de los cortes histoldgicos se basa
en un procedimiento de corte y pulido. Una vez obtenida una seccion lo
suficientemente delgada esta se puede tefir, pero siempre teniendo en cuenta que es
el tipo de muestra el que determina el grosor final de pulido (para limitar la pérdida de
informacién en la muestra por friccién en la fase de pulido fino). En general, las
secciones de EXAKT tienen entre 5 y 50 micras, por lo que no son comparables con
una secciéon de tejido incluido en parafina (sistema convencional). El procedimiento

requiere varias semanas de procesado.

Las preparaciones con el sistema EXAKT presentan unas caracteristicas
especificas que pueden hacer variar la observacion y evaluacién de las tinciones en
comparacion con las caracteristicas observadas en secciones desparafinadas o
desplastificadas. Para la realizacion de tinciones se utilizan protocolos de tincion
adaptados especificamente para esta técnica con ajustes de diferentes autores. Asi, la
penetracion del colorante en las muestras no desplastificadas, podria dar alguna
irregularidad en el aspecto de las tinciones en comparacion con las muestras

desparafinadas/desplastificadas, sin que debiera afectar la interpretacion de las
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mismas al poder diferenciarse como artefacto. Debido en general al grosor de las
muestras procesadas con el sistema EXAKT, el montaje de las mismas es mas
complejo que en secciones "convencionales", por lo que se pueden apreciar burbujas,

ocasionalmente, en alguna zona.

Evaluacion radioldégica

Los fémures distales obtenidos fueron escaneados por microtomografia de
rayos X de alta resolucién, en un equipo BioScan nanoSPECT-CT (Dallas, EEUU),
este proceso se realizd previamente al estudio histolégico para evitar posibles

artefactos por las técnicas de preparacioén a las que se les sometieron.

La fuente de rayos X es un tubo de rayos X de micro foco en miniatura que
funciona continuamente con filtracion de aire solamente. El detector es un dispositivo
de formacion de imagenes de radiaciéon de alta resolucién que presenta una matriz de
fotodiodos de 1024 por 2048 pixeles con un espaciado de pixeles de 48 um. La
pantalla del centellador esta hecha de Gd20I2S. La adquisicidon de las imagenes se
realizé con los siguientes parametros: 65Kv de voltaje del tubo, 1300 ms de tiempo de
exposicion, 360 proyecciones y un pitch de 0,5. La resolucion del detector de micro-
TAC es de 2048 x 1024 pixels, cada pixel es de 48 uym, con un tamafo de voxel de
76x76x76 um. Un voxel es cada elemento de la imagen del micro-TAC, este presenta
un valor referido en unidades Hounsfield (HU) describiendo la densidad en el mismo
punto. Cada voxel contiene 12 bits de datos, y este oscila entre -1000 Hu (aire) y
+3000 Hu (esmalte dental) (318). La escala de densidad de TC es cuantitativa y
significativa para identificar y diferenciar estructuras y tejidos pudiéndose emplear para
analizar la calidad del hueso. Para la realizacién del estudio cuantitativo, las micro-
imagenes obtenidas fueron tratadas posteriormente con el programa informatico de

procesado de imagen Vivoquant 2.0° (Invicro).
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En primer lugar, se realizd la generacion de tres volumenes tridimensionales
centrados alrededor del scaffold, y sobre su zona periférica. Con ello se busca obtener
informacién detallada de estas regiones de interés (ROI), generando 3 ROls. La ROI
scaffold detallado que corresponde a aquellos pixeles del implante. El scaffold
detallado + 5 corresponde a la ROI scaffold agrandada en un 5% de su volumen. El
scaffold detallado +10 que corresponde a la ROI scaffold agrandada en un 10% de su
volumen. Se podra evaluar la densidad 6sea correspondiente al area mas cercana del
scaffold con las regiones + 5 y +10. Una vez definidas estas zonas de interés, el
objetivo es generar histogramas de densidades para su estudio cuantitativo, al
comparar la cantidad de pixeles de un determinado rango de densidades entre

muestras.

Analisis estadistico

Los resultados han sido expresados como su media + error estandar de la
media. El andlisis estadistico ha sido realizado a través del test no paramétrico de
Kruskal-Wallis y el test post hoc de Dunn. Un valor de p<0,05 fue considerado

significativo.
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Resultados
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1. Hallazgos intraoperatorios

Los cilindros del scaffold en sus distintas modalidades (con/sin OST y con/sin
MSC) fueron de facil manejo durante la intervencion, tanto para su manipulacién
desde el medio de transporte hasta el defecto éseo, como durante la introduccion y
fijacion intrinseca en el defecto. Los implantes que vehiculizaban células, osteostatina
0 ambas, presentaban una consistencia blanda, gelatinosa, antes de su implantacion
en el momento de ser extraidos de las celdillas donde habian sido mantenidas en
condiciones de esterilidad en el servicio de cultivos celulares del CIBA. Los implantes
sin células ni osteostatina, mantenian su consistencia sélida durante su manipulacion

quirurgica.

Durante las intervenciones observamos un rapido reblandecimiento de los
implantes de ceramica al embeberse de la sangre del lecho receptor tras su

implantacién, mejorando su fijacién intrinseca en el defecto (imagen 27).

Imagen 27: Detalle intraoperatorio del scaffold embebido por sangre en el interior del

defecto 6seo, correctamente ajustado.
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2. Seguimiento de los animales

Grupo A (4 conejos, 1,2,3,4): 4 rodillas izquierdas scaffold y células
mesenquimales (MSC) y 4 rodillas derechas scaffold y osteostatina (OST)
o Los conejos 1, 2, 3 y 4 no presentaron incidencias durante su

seguimiento.

Grupo B (4 conejos, 5,6,7,8) 4 rodillas izquierdas scaffold y 4 rodillas derechas
scaffold + MSC + OST
o El conejo numero 5 presentd dehiscencia parcial de la herida quirurgica
tras la retirada de la sutura en ambas rodillas, no presentando mas
complicaciones durante el resto del seguimiento, cicatrizando sin
incidencias.
o Los conejos 6 y 7 no presentaron incidencias durante su seguimiento.
o Tuvo lugar la muerte espontanea de un conejo del Grupo B (conejo n°
8) a los 12 dias del postoperatorio. La necropsia demostré una fractura
de la diafisis del fémur derecho y una fractura del céndilo del fémur

izquierdo.

Grupo C (4 conejos, 9,10,11,12): 2 rodillas izquierdas scaffold + OST conejos
9 y 10, 2 rodillas izquierda scaffold + MSC (conejos 11 y 12) y 4 rodillas
derechas scaffold + MSC + OST
o Los conejos 9y 10 no presentaron incidencias durante su seguimiento.
o Uno de los animales del Grupo C, (conejo n® 11) fue sacrificado tras 2
semanas por presentar un deterioro progresivo que segun los
requerimientos veterinarios de bienestar animal obligd a su eutanasia.

La necropsia demostro fracturas marginales de los condilos femorales
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derecho e izquierdo, sin inestabilidad, y signos de artritis séptica en la
rodilla derecha.

o El conejo 12 requirié la evacuacion de un absceso purulento de 20 cc,
de la rodilla izquierda bajo sedacion y analgesia siguiendo los
protocolos de bienestar animal, a las 3,5 semanas del postoperatorio.
Posteriormente, continué el seguimiento hasta el final del periodo

establecido, sin otras complicaciones.

Salvo los dos animales que murieron, todos los demas completaron el
seguimiento planteado al inicio del estudio de 3 meses. Los dos especimenes que no
completaron el seguimiento por su muerte, se utilizaron para la puesta a punto del

microTAC y el estudio histolégico.
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3. Resultados macroscépicos

Durante la realizacion de la necropsia se encontraron las siguientes fracturas
femorales: en el conejo 4 (ambos fémures fractura epifisaria desplazada), 6 (ambos
fémures fractura del condilo externo desplazada y en el derecho ademas conminuta),
7 (fractura céndilo externo izquierdo no desplazada), 8 (céndilo fémur izquierdo,
imagen 28, y diafisis del fémur derecho) y 11 (ambos fémures fractura marginal del
condilo externo).

Imagen 28: fotografia macroscopica
de la pieza femoral izquierda con
implante, que presenta una fractura
marginal del céndilo externo, durante la

necropsia del conejo niumero 8.

En las muestras tratadas con el scaffold sin enriquecimiento de OST ni MSC, el
defecto 6seo creado en el condilo femoral externo aparecia recubierto de hueso en
todos los casos. Ocasionalmente, podia delimitarse el area circular de implantacion
recubierta de hueso neoformado (conejo n°5). Se observaron alteraciones de la
morfologia femoral normal en los especimenes 6 y 7 izquierdos, secundarias a la

fractura del céndilo femoral externo. No se observaron prominencias de los implantes

o restos macroscoépicos de los mismos (imagen 29).

Imagen 29: fotografias macroscopicas de las piezas femorales con implante de

scaffold sin aditivos de los conejos 5,6y 7.
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En los casos en los que se utilizd el scaffold y células mesenquimales
(1,2,3,4,11 y 12 rodillas izquierdas), se observé, como en el grupo anterior, que el
defecto 6seo creado en el condilo lateral femoral aparecia recubierto de hueso en los
especimenes 1,2,3,4 y 12. En el espécimen 11 izquierdo, que requirié eutanasia a las
2 semanas del postoperatorio por deterioro de su bienestar, era evidente el defecto
6seo creado en la cara lateral del fémur observandose una trasformacién del aspecto
del cilindro implantado con aspecto de masa densa. En los especimenes 1,2, y 12 no
se observaron alteraciones macroscopicas. En el espécimen 3, se observé una
prominencia 6sea semiesférica que delimitaba el area circular de implantacién. El
espécimen 4 mostré una fractura del céndilo femoral, ya curada en el momento de la
necropsia, detectada desde el momento de la intervencion, que alter6é la morfologia

femoral final (imagen 30).

Imagen 30: fotografias macroscépicas de las piezas femorales izquierdas con

implante de scaffold + MSC de los conejos 1,2,3,4,11y 12.

En los animales en los que se implanté el scaffold enriquecido con osteostatina

(1,2,3,4 rodillas izquierdas y 9, 10 rodillas izquierdas), pudimos observar, igual que los
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otros grupos, que el defecto 6seo creado en el céndilo externo femoral aparecia
recubierto de hueso en todos los especimenes. En algunos especimenes (1,2,3
derecho y 10 izquierdo), se observaba una coloracion marronacea subyacente al
hueso neoformado que parecia delimitar la zona de implantacion. En el espécimen 4,
se observé una alteracion de la morfologia femoral secundaria a la fractura del condilo

femoral que se encontraba curada en el momento de la necropsia (imagen 31).

Imagen 31: fotografias macroscépicas de las piezas femorales izquierdas de los

conejos 9y 10, y derechas de los animales 1,2,3 y 4 con implante de scaffold + OST.

En los casos en los que se utilizé el scaffold con células mesenquimales y
osteostatina (5,6,7,8,9,10,11,12 rodillas derechas), como en los grupos anteriores, el
defecto 6seo creado en el céndilo lateral femoral aparecia recubierto de hueso en
todos los especimenes. En los especimenes 5,7,9 y 10 se observé una prominencia
6sea semiesférica que delimitaba el area circular de implantacién, similar a la
observada en algunos casos del grupo de scaffold + MSC. En dos especimenes (7, y
10 derecho), se observaba una coloracidbn marronacea subyacente al hueso
neoformado que parecia delimitar la zona de implantacion, similar también a lo

encontrado en algunos fémures en los que se utilizé scaffold + OST. En el espécimen
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8 (muerte a los 15 dias del postoperatorio), se observé una alteracion de la morfologia

femoral secundaria a la fractura de la diafisis observada en la necropsia (imagen 32).

Imagen 32: fotografias macroscopicas de las piezas femorales derechas de los

conejos 5,6,7,9,10 y 12 con implante de scaffold + OST + MSC.
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4. Resultados microscépicos

Los resultados se basan en las microfotografias tomadas de las secciones
obtenidas por corte y pulido segun la técnica EXAKT, posteriormente tefidas con
Hematoxilina/Eosina (H&E) y Tricromico de Masson-Goldner, y analizadas al
microscopio. Algunas consideraciones generales de estos resultados son que, se ha
dado alguna irregularidad en el aspecto de las tinciones en comparacién con las
técnicas clasicas sin que haya afectado la interpretacion de las mismas al poder
diferenciarse como artefacto. Lo mismo ha ocurrido con la aparicién de burbujas
aisladas en las muestras, derivadas del procesado y montaje de las piezas por el
sistema EXAKT, y que tras la evaluacion de las preparaciones obtenidas, no

impidieron su estudio.

En todos los casos, los implantes eran reconocibles dentro de la pieza de fémur
tras haber sido incluidas en metil-metacrilato, pero no siempre eran reconocibles en
los cortes histolégicos. Esto, podria deberse al procedimiento de pulido y lijado de las
secciones histologicas del método EXAKT, realizado antes de la tincion los cortes. En
general, los implantes estaban rodeados de tejido blando, el cual ha desaparecido tras
la fase de pulido fino. Otra caracteristica comun a todas las muestras, ha sido la
ausencia de signos de inflamacion o cualquier tipo de reaccion adversa tisular

alrededor de los implantes.
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Animales con scaffold (5,6 y 7 rodillas izquierdas)

En los cortes histolégicos apreciables en la imagen 34, no se aprecian con
claridad los implantes ni sus limites (posiblemente en relacidon con el procedimiento de
“pulido vy lijado” de las preparaciones). En ocasiones son reconocibles porciones sin
reabsorber de los implantes, y una delimitacion 6sea periférica del defecto 6seo, a
modo de un “marco 6seo delimitante”. Se observa una zona de transicién de menor
densidad sugerente de zona de reabsorcion de los limites del implante, con trabéculas

Oseas delimitantes.

En algunas formaciones de hueso compacto se descubre en su interior
elementos de morfologia irregular y aspecto cristalino, que sugieren neoformacion
Osea sobre restos del material implantado, como puede verse en detalle en la imagen
35. No se identifica con claridad la estructura de los cilindros implantados en ninguno
de los 3 especimenes, bien por una reabsorcion de los mismos o por la eliminacién de
sus restos durante el procesado. En el fémur izquierdo del conejo n° 6, el marco éseo
delimitante sugerente de bioactividad y osteointegracion del implante es mas
reconocible, asi como la zona de reabsorcion periférica del cilindro (anillo anaranjado
interior). En el fémur izquierdo del conejo n° 7, el marco éseo delimitante también
resultd reconocible, y se observa la fractura del condilo femoral, sin observarse restos

del implante.
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Imagen 34: microfotografias de las secciones éseas que rodean al scaffold (SC) de
las piezas femorales izquierdas de los conejos 5 con Hematoxilina/Eosinay 6 y 7 con
Tricrbmico de Masson. Contienen hueso neoformado tras a los 3 meses de la

generacion del defecto éseo.

Imagen 35: microfotografias de detalle del fémur izquierdo del conejo 5 con

Hematoxilina/Eosina y del 7 con Tricromico de Masson, las flechas sefalan
formaciones de hueso compacto envolviendo algunas fracciones del implante no

reabsorbidas.
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Animales con scaffold + MSC (1,2 y 3 rodillas izquierdas)

Se procesaron 3 especimenes (1, 2 'y 3). Los cortes histolégicos mostraron con
claridad los limites de implantacion, siendo reconocibles porciones de la estructura
macroscopica del scaffold. Se ha observado la presencia de un marco fibroso, igual
que el grupo anterior, pero de menor grosor. Estaban presentes espiculas 6seas de
hueso compacto, alrededor del area de implantacion, estas espiculas y otras
estructuras de hueso compacto habian incluido algunos fragmentos de material
cristalino compatibles con el scaffold. (imagen 36). Estos hallazgos parecen sugerir

una mayor bioactividad y osteointegracién respecto al grupo previo.

Imagen 36: microfotografias de detalle con tincién de Hematoxilina/Eosina de fémur
izquierdo del animal n° 2 con implante de scaffold + MSC. Las flechas en A) sefialan
restos de material cristalino integrado en el hueso compacto. Las flechas en B)

sefalan material cristalino rodeado por una masa densa de células.

En el espécimen 1 rodilla izquierda, este limite estaba demarcado por una
banda naranja de aspecto fibroso (compatible con fibroblastos y fibras colagenas)
subyacente a la delimitacion 6sea periférica del defecto 6seo, a modo de un “marco
6seo delimitante” antes mencionado. En algunos puntos de esta banda naranja
delimitante, se observaron agrupaciones de células de morfologia linfoide, de

macréfagos o células redondas indiferenciadas y en otras a modo de restos celulares
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eosindfilos, mezclados con células gigantes multinucleadas, compatible con estructura
de medula 6sea. Estos hallazgos sugieren actividad 6sea inflamatoria y de reabsorcion
en relacion con la degradacion del implante. En el interior de la banda naranja, se

observaron areas “vacias” de implante y tejido, como posible artefacto de la técnica de

corte y pulido (imagen 37 y 38).

Imagen 37: microfotografias de
detalle con tincion de Tricrémico de
Masson de fémur izquierdo del animal
n° 1 con implante de scaffold + MSC.
Las flechas sefalan la banda
subyacente al marco de delimitado

oseo.

Imagen 38: microfotografias de las secciones 6seas que rodean al scaffold con MSC
de las piezas femorales izquierdas del conejo 1 con tincion de Hematoxilina/Eosina
(izquierda) y con Tricromico de Masson (derecha). Contienen hueso neoformado tras

los 3 meses de la generacién del defecto dseo.
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En el espécimen 2 rodilla izquierda, se aprecian espiculas de hueso compacto
que se introducen en la zona del implante. Estas espiculas y en algunos puntos la
estructura de hueso compacto engloba material fragmentado de tipo cristalino que no
se corresponde con una estructura de hueso compacto normal. En otros puntos ese
material cristalino parece integrado en el seno del hueso compacto y en otros aparece
fragmentado sin relacion con el hueso o delimitado por densas masas células
redondas. Estos hallazgos hacen suponer una mayor bioactividad y osteointegracién,
que puede verse en la imagen y con mas detalle en la imagen 39, ya mencionada

previamente.

Imagen 39: microfotografias de las secciones 6seas que rodean al scaffold con MSC
de las piezas femorales izquierdas del conejo 2 con tincion de Hematoxilina/Eosina
(izquierda) y con Tricromico de Masson (derecha). Contienen hueso neoformado tras

los 3 meses de la generacién del defecto dseo.
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En el espécimen 3 rodilla izquierda, se observa una mala delimitacién del
defecto 6seo creado, tanto por un marco éseo posterior como por la banda anaranjada
de aspecto fibroso que parece delimitar lo que fue la zona del implante. Se observan

posibles restos del implante en el interior de la banda fibrosa (imagen 40).

Imagen 40: microfotografias de las secciones 6seas que rodean al scaffold con MSC
de las piezas femorales izquierdas del conejo 3 con tincion de Hematoxilina/Eosina

(izquierda) y con Tricrémico de Masson (derecha).
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Animales con scaffold + OST (2 y 3 rodillas derecha y 10 izquierda)

Se procesaron 3 especimenes (2,3 y 10). En los cortes histologicos, no se
aprecian con claridad todos los implantes ni sus limites, salvo en uno de los casos. En
los tres especimenes pudo reconocerse la banda anaranjada de aspecto fibroso
(compatible con fibroblastos y fibras colagenas) que se encontraria delimitando el
implante, observada en los grupos anteriores y siendo de menor tamano que la
presente en el grupo de scaffold sin aditivos. También se encontraron zonas de
material cristalino en el interior del hueso compacto, por lo que pareceria estimular
este scaffold con OST la proliferacion 6sea y del tejido conectivo, similar a lo
observado con el grupo con MSC. En el espécimen 2 rodilla derecha, no se observa el
implante con claridad. Solo en la preparacion de la tincién de Tricromico de Masson se
puede apreciar una zona donde hay una pequefia franja compatible con fibrosis.
Préximo a esta banda se ve restos de lo que podria ser material cristalino de color

verdoso (imagen 41).

Imagen 41: microfotografias de las secciones 6seas que rodean al scaffold con OST
de pieza de fémur derecho del conejo 2 con tincion de Hematoxilina/Eosina (izquierda)

y con Tricrémico de Masson (derecha).
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En el espécimen 3 derecha, con tincion de Hematoxilina/Eosina se puede
observar una zona que contiene bastantes espacios vacios excepto la parte mas
periférica. En ella se aprecia una gruesa banda de tejido mixoide o fibroso que
contiene islotes de material fragmentado de aspecto cristalino. Asimismo, se
descubren algunos fragmentos de hueso compacto que engloban a ese mismo
material, lo que se confirma en la Tincion de Tricromico de Masson apareciendo

material cristalino de color verdoso (imagen 42 y 43).

« .

Imagen 42: microfotografias de detalle con tincion de Hematoxilina/Eosina (A) y
Tricromico de Masson (B) de fémur derecho del animal n°® 3 con implante de scaffold +
OST. Las flechas en A) senalan restos de material cristalino integrado en el hueso
compacto. Las flechas en B) sefialan material cristalino rodeado por una masa densa

de células.
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Imagen 43: microfotografias de las secciones 6seas y del scaffold + OST del fémur

derecho del conejo 3 con tincion de HE (izquierda) y con T. de Masson (derecha).

En el espécimen 10 lzquierda, no se aprecia con claridad la presencia de
material ceramico, pero hay una zona donde se ha incrementado el tejido fibroso
formando bandas de diferente grosor. En el interior de este tejido se pueden observar
fragmentos o material calcificado fragmentado, en probable relacion con procesos de

degradacion del implante y neoformacién ésea (imagen 44 y 45).

.~f detalle con tincion de HE de fémur
derecho del animal n° 10 con implante
de scaffold + OST. La flecha senala
fragmentos de material implantado
rodeado de tejido fibroso, en relacion

con procesos de degradacion del

implante y neoformacién ésea.
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Imagen 45: microfotografias de las secciones 6seas que rodean al scaffold con OST
de pieza de fémur izquierdo del conejo 10 con tincién de Hematoxilina/Eosina

(izquierda) y con Tricrémico de Masson (derecha).
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Animales con scaffold + MSC + OST (5,7 y 9 rodillas derechas)

Se procesaron 3 especimenes (5,7 y 9). En los cortes histolégicos, se aprecia
con claridad los restos del implante con unos bordes menos afilados. Persiste la banda
de aspecto fibroso (compatible con fibroblastos y fibras colagenas) que podria haber
delimitado el implante, observada en los grupos anteriores, aunque en este grupo
presentaria el menor grosor, en el n° 5 tiene un color rosado. En los tres se observan
restos de la ceramica en degradacion, con trabéculas dseas neoformadas en intimo

contacto con el material degradado, éstas, se observan mas claramente en el conejo

n°5 (imagenes 46 y 47).

Imagen 46: microfotografias de detalle con tincion de Hematoxilina/Eosina (A) y
Tricréomico de Masson (B) de fémur derecho del animal n® 5 con implante de scaffold +
MSC + OST. Las flechas senalan las trabéculas 6seas en intimo contacto con el

material en degradacion, sugiriendo osteointegracion.
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Imagen 47: microfotografias de las secciones éseas que rodean al scaffold + MSC +
OST de pieza de fémur derecho del conejo 5 con tincion de Hematoxilina/Eosina
(izquierda) y con Tricromico de Masson (derecha). Se observan la presencia de

trabéculas 6seas que llegan a contactar con el scaffold (SC).

La banda de aspecto fibrosa en los especimenes n°® 7 y 9 se observé con un
tono anaranjado (imagenes 48 y 49), a diferencia del tono rosado visto en el n°5. En
ambos se observan ceramica en degradacién, que entra en contacto con trabéculas
nuevas. Por todo lo observado, la combinacién del scaffold con OST y MSC parece
inducir la neoformacion de hueso trabecular, sugiriendo un proceso de

osteointegracion.
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Imagen 48: microfotografias de las secciones éseas que rodean al scaffold + MSC +
OST de pieza de fémur derecho del conejo 7 con tincion de Hematoxilina/Eosina

(izquierda) y con Tricrémico de Masson (derecha).

Imagen 49: microfotografias de las secciones éseas que rodean al scaffold + MSC +
OST de pieza de fémur derecho del conejo 9 con tincion de Hematoxilina/Eosina

(izquierda) y con Tricrémico de Masson (derecha).
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5. Resultados radiolégicos

La reparacion oOsea, asi como, la respuesta de los tejidos a los scaffolds
implantados solos 0 en combinacion con osteostatina y/o células mesenquimales, fue
examinada por micro-TAC evaluando principalmente la interfase entre el scaffold y el

tejido circundante, y el area periférica que rodeaba al implante.

Animales con scaffold (5.6 y 7 rodillas izquierdas)

En el espécimen 5 en su fémur izquierdo se observo con claridad los restos del
implante de ceramica, rodeados de una zona de menos densidad probablemente por
la reabsorcion periférica. Se observo la aparicién de trabéculas dseas contorneando el
implante en algunas areas, principalmente en la zona lateral, superior e inferior. En la
rodilla izquierda del n® 6, se reconoce la estructura central del implante que parece
estar rotado 90° respecto a la posicion original de implantacién. Hay una zona
periférica de menor densidad probablemente por la reabsorcion centripeta de los
implantes. Y en el fémur izquierdo del conejo 7, no se reconocidé el implante de
ceramica, detectandose bandas éseas que cruzan el lugar de implantacién, que

pueden corresponder a una degradacion completa del scaffold (imagen 50).

Imagen 50: imagenes representativas de los cortes sagitales del area alrededor del

implante, scaffold sin aditivos (SC), de los fémures izquierdos de los animales 5,6 y 7,

obtenidas por micro-TAC.
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Animales con scaffold + MSC (1,2 y 3 rodillas izquierdas)

En los tres especimenes se reconocieron los restos del implante en
degradacion con un comportamiento mas homogéneo intragrupo, que en el observado
en el grupo anterior. En los tres existia una zona de menor densidad periférica a la
ceramica que parece corresponder a la reabsorcion centripeta de los implantes. En el
fémur del animal n°® 3, se observaron imagenes blancas puntiformes posiblemente por
depdsito de sales calcicas. Y en los animales 2 y 3, se observé una zona de
“‘enmarcacion 6sea” de los implantes rodeando a la zona de degradacion centripeta

(imagen 51).

Imagen 51: imagenes representativas de los cortes sagitales del area alrededor del

implante, scaffold + MSC (SC), de los fémures izquierdos de los animales 1, 2 y 3

obtenidas por micro-TAC. Las flechas sefialan la zona de marco éseo.
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Animales con scaffold + OST (9 y 10 rodillas izquierdas y 1 derecha)

En los micro-TAC de los fémures de los especimenes 1 y 9 se reconocen los
restos del implante en degradacién con un comportamiento similar al observado en el
grupo anterior. En el conejo n°1 se observan imagenes blancas puntiformes
posiblemente por depdsito de sales calcicas, como en el grupo anterior (conejo n° 3).
Hay también una zona de menor densidad periférica a la ceramica que parece
corresponder a la reabsorcién centripeta de los implantes. En el 9 se observa una
zona de “enmarcacion 0sea”’ que delimita la zona de reabsorcidén periférica, que
parece mas clara e intensa que la observada en los conejos 3 y 2 del grupo anterior.
En el 10 derecho, no se reconocen restos del implante, pero el defecto creado parece
estar ocupado por una masa de densidad homogénea, que pudo deberse a la

degradacion completa del cilindro (imagen 52).

Imagen 52: imagenes representativas de los cortes sagitales del area alrededor del

implante, scaffold + OST (SC), de los fémures izquierdos de los animales 9 y 10 y

derecho del 1, obtenidas por micro-TAC. Las flechas sefialan la zona de marco éseo.
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Animales con scaffold + MSC + OST (5,10 v 12 rodillas derechas)

En los 3 especimenes se reconocieron los restos del implante en degradacion,
que estaba mas avanzada en el espécimen 5 respecto a los otros dos, con un
comportamiento similar al observado en el grupo anterior. En los tres fémures se
observd con claridad el implante degradado, con una zona menos densa periférica,
delimitada muy claramente por una “enmarcaciéon ésea” mas densa, en el n° 12 es
doénde mas claramente e intensa se observo. En el 5 se observaron bandas de
depdsito de sales calcicas que pudieran corresponder a hueso neoformado, con una
zona de menor densidad periférica a los restos de la ceramica que parece

corresponder a la reabsorcion centripeta de los implantes (imagen 53).

Imagen 53: imagenes representativas de los cortes sagitales del area alrededor del

implante, scaffold + MSC + OST (SC), de los fémures derechos de los animales 5 y

12, obtenidas por micro-TAC. Las flechas sefialan la zona de marco 6seo.

Analisis volumétrico

Mediante el micro-TAC apoyado en software (Vivoquant 2.0, imagen 54 y 55)
de procesado de datos se llevo a cabo la cuantificacion del porcentaje de volumen
6seo respecto al volumen total alrededor del scaffold (BV/TV), en los 9 especimenes
en los que se realizé el micro-TAC. Se compararon dichos porcentajes entre los cuatro

grupos a estudio: scaffold sin aditivos (4ZN), scaffold + células mesenquimales (4ZN +
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MSC), scaffold + osteostatina (4ZN + OST) y scaffold con células mesenquimales y

osteostatina (4ZN + MSC +OST).

Se generaron los 3 volumenes en las zonas definidas previamente como
regiones de interés (ROI) (imagen 54). Para poder determinar de una forma mas clara
el volumen y realizar un andlisis de densidad correspondiente al scaffold, se realiz6 un
estudio previo de las densidades del material antes a su implantacion en el animal,
para evitar posibles artefactos. En dicho estudio se confirmaron las medidas del
biomaterial por esta técnica, con 7 mm de didmetro y 12 mm de largo (imagen 55), y
se obtuvieron histogramas de densidades en unidades Hounsfield (HU). Se observan
dos areas de densidades, una hasta los 1500 HU y otra de los 1500 a los 6000 con un
pico maximo en las 3000 HU. Dichos histogramas se encuentras en las tablas anexas,
donde puede consultarse (pagina 207 y siguientes). Teniendo la informacién sobre el
material y de las regiones de interés, el objetivo es generar histogramas de
densidades para su estudio cuantitativo, al comparar la cantidad de pixeles de un

determinado rango de densidades entre muestras.

1 _1ZDO_HHR
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Imagen 54: capturas de imagen realizadas durante el proceso de calculo volumétrico
a partir de las imagenes obtenidas por micro-TAC. Se observan en color rojo la RIO

correspondiente al scaffold, en verde scaffold + 5y en azul scaffold +10.
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Imagen 55: capturas de imagen realizadas durante el proceso de calculo volumétrico
a partir de las imagenes obtenidas por micro-TAC para la definicién de los parametros

del scaffold.

Con los histogramas obtenidos por este método, pudieron realizarse los
estudios comparativos cuantitativos entre los distintos grupos, pueden consultarse en
las tablas anexas. Una vez analizados estos resultados pueden observarse, de una
manera mas grafica, en la imagen 56. Encontramos que los scaffolds cargados con
OST o que contenian MSC incrementaban significativamente su porcentaje BV/TV, en
comparacion con el grupo 4ZN. Este efecto positivo fue mas evidente cuando se
combinaban OST + MSC juntas, que resultaba significativamente mayor al uso no
combinado de la OST y las MSC. En término porcentuales se observé el mayor dato,

35% BV/TV, en el implante 4ZN + MSC + OST, seguido del 4ZN + OST 28%, luego
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4ZN + MSC 26%, y finalmente el porcentaje mas bajo se advirtié en el implante sdlo,

15%.
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Imagen 56: grafica que representa los distintos porcentajes de volumen éseo respecto
al volumen total (BV/TV) entorno a los distintos implantes estudiados, medidos por
micro-TAC. Los resultados son medias * desviacion estandar. El * indica p < 0,05

frente al scaffold 4ZN. # indica p < 0,05 frente a 4ZN + MSC y frente a 4ZN + OST.
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1. Analisis del estado actual

El tratamiento de las fracturas y de los defectos 6seos, especialmente, aquellos
que requiere de la sustitucion del tejido éseo para su reparacion, constituyen una linea
de investigacion importante a nivel mundial. Existen numerosas lineas de
investigacion, que implican a un numero amplio de ramas del conocimiento (medicina,
odontologia, fisica, ingenieria, quimica o biologia entre otras), que buscan resolver los
problemas causados por los defectos &seos graves (infecciones, tumores,
malformaciones o fracturas). Dentro de esta busqueda de soluciones, se ha avanzado
en todas las direcciones posibles, mejorando el tratamiento de las infecciones y los
tumores, se han desarrollado protesis cada vez mas avanzadas y se ha mejorado y
desarrollado nuevas técnicas en el tratamiento de las fracturas y las pseudoartrosis. A
pesar de ello, se sigue buscando el sustituto 6seo ideal, siendo este uno de los

principales objetivos de la investigacion.

Existe un consenso claro, en que las propiedades idoneas de cualquier
sustitutivo 6seo, para conseguir la regeneracion oéseas son la capacidad de
osteogénesis, osteoinducciéon y osteoconduccién, a la que se le suma el concepto de
estabilidad mecanica, aportada por Giannoudis (28,34,35). El injerto de hueso
esponjoso autélogo sigue considerandose, a dia de hoy, como el método gold
standard de tratamiento de los defectos éseos, con las limitaciones y complicaciones
derivadas de su uso existentes, ya explicadas previamente (37,94,113,114,189). Por
ello, en las ultimas décadas, se ha avanzado en el estudio de distintas alternativas a
este injerto, como ha sido el desarrollo de nuevos biomateriales (ceramicos, metalicos,
polimeros, nanomateriales, scaffolds), nuevas técnicas de produccion (impresién
tridimensional, con campos magnéticos) o la incorporacion de elementos biolégicos

como las células progenitoras o diversos factores de crecimiento a los sustitutivos
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O0seos (28,126,184,189,280,294). A pesar de los esfuerzos realizados en dichas
investigaciones, todavia se persigue la busqueda del sustitutivo dseo ideal que sea

capaz de desbancar al gold standard actual.

Los biomateriales desarrollados, utilizados en el tratamiento de los defectos
6seos, tienen una actividad principalmente osteoconductora y aportan el soporte
estructural necesario para su estabilidad mecanica, en cambio presentan escasa
capacidad osteoinductora y casi nula osteogénica, por si mismos. Los elementos
bioldgicos utilizados en terapias de sustitucion ésea, como son las células
progenitoras (capacidad osteogénica) y los factores de crecimiento (capacidad
osteoinductora), tiene escasa funcién de soporte estructural. Se han desarrollado
estrategias basadas en la unién de biomateriales con elementos biolégicos, para la
creacion de nuevos constructos, en las que los primeros actian de andamiaje
(scaffold) y soporte, para el transporte y desarrollo de los segundos. Esta unién se
basa en la combinacién de una matriz osteoconductora, que proporcione una
estructura en las tres dimensiones, permitiendo asi el crecimiento dseo en su interior,
y sea capaz de transportar células progenitoras con capacidad de diferenciacion en
hueso neoformado; y de manera sinérgica estar asociado a factores osteoinductores
favorecedores del proceso de diferenciacion y regeneracion o6sea. Con dicha
estrategia, en la que se basa la ingenieria de tejidos, se busca acercarse al objetivo
deseado de crear nuevos materiales, que cumplan todos los requisitos deseados para

un sustitutivo 6seo (126,128,130,184,189,280,294).

Nuestro grupo de investigacion se ha dedicado, durante mas de una década, al
estudio y desarrollo de biomateriales, para tratar de proporcionar nuevas soluciones al
tratamiento de los grandes defectos déseos, con diversos proyectos en este campo

(58-60,63,174,319,320).
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2. Analisis del defecto 6seo

Existen un numero amplio de grupos de investigacion y de entidades
comerciales que trabajan en el desarrollo de nuevos materiales para el tratamiento de
estas lesiones, mediante el uso de ingenieria de tejidos. Por ello, existe un especial
interés en poder evaluar estos nuevos materiales y elementos desarrollados, en
modelos preclinicos de defectos dseos criticos, constituyendo los modelos animales,
en muchas ocasiones, su primer escaldn. Para poder permitir las comparaciones entre
los resultados obtenidos de los distintos estudios y que estos sean reproducibles, es
fundamental una adecuada estandarizacion de los procedimientos realizados y
definiendo de una manera precisa el defecto a tratar (50). Ya hemos mencionado
previamente, que existen multiples definiciones de estos defectos Gseos criticos, en
los que esta capacidad de reparacién se ve sobrepasada, pero una de las mas
aceptadas seria: defectos en los que no habria curacién espontanea, a pesar de la
estabilizacion quirdrgica y requiere alguna intervencién quirdrgica adicional para su
restitucion, y si nos basamos en el tiempo seria aquel defecto que pasadas 52

semanas todavia persistiese (41,42), segun el concepto dado por Hollinger.

El defecto éseo, realizado de la metéfisis distal del fémur en nuestro modelo
animal (conejo), corresponde a un defecto 6seo de tamano critico, llegando a ser
incluso de mayor tamano (7,5 mm @) al de otros defectos realizados por nuestro grupo
de investigacién que eran entre 5 y 6 mm de diametro y hasta un maximo de 10 mm
de profundidad (59,60,63,174,320). Aunque los estudios de regeneracion ésea en
defectos en conejos, han sido criticados por la capacidad osteoformadora de estos
animales, el conejo como modelo animal, ha sido ampliamente utilizado por nuestro
grupo de investigacion, asi como por otros grupos (57,65-67,320). Dicho modelo

experimental esta basado en el descrito por Katthagen ya en 1986, en el que se
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consiguid demostrar que, incluso transcurridos 8 meses, no se daba reparacion ésea
en defectos de 6 mm J realizados en la metéfisis del fémur distal de conejos adultos
de raza Nueva Zelanda. Por ello, se puede atribuir, en este modelo, la presencia de
regeneracion al material implantado, resultando un modelo experimental valido de

estudio para este tipo de lesiones y materiales (321).

En nuestro trabajo, no hemos considerado necesario la utilizacién de un grupo
de control que demostrase que la ausencia de material generaba un defecto éseo
irreparable, por dos motivos principales: por la ya existencia de trabajos en los que en
nuestro modelo (defectos 6seos metafisarios en fémur distal de conejos de la raza
Nueva Zelanda) habia utilizado grupos de control en los que no se observaba
regeneracion en los defectos de 6 mm de diametro, existiendo solo la regeneracion en
los grupos en los que en los defectos se trataron con algun material, quedando
demostrado el modelo (59,60,63,322), ademas en nuestro caso el defecto final fue de
7,5 mm @, por lo que aun haria mas compleja la regeneracioén de dicho defecto; y en
segundo lugar, reducir el numero de animales a estudio, basandonos en los principios
actuales de bioética en la experimentacion animal y con ello mejorar también la costo-

eficiencia del proyecto.

Este tamano de defecto éseo metafisario, ha sido el de mayor tamafio descrito
en esta localizacién y en este tipo de modelo de experimentacion animal, lo cual
puede tener relacién con el mayor numero de fracturas observado en esta ocasion,
respecto a los trabajos previos. En algunos trabajos anteriores realizados por nuestro
grupo, se ha trabajado con discos de 5-6 mm @ y 5 mm de profundidad, realizando
defectos de tamafio 5-6 mm @ y hasta un maximo de 5 mm de profundidad
(60,63,172,319,320), o por otros equipos con defectos de 2-3mm de diametro y 10 mm
de profundidad (323), siendo estos de una profundidad menor a los de nuestro

estudio. Los defectos mas similares que se llegaron a realizar, son defectos en la
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misma localizacion de 6 mm & y 10 mm de profundidad, encontrando en este la
presencia de un 7,6 % de fracturas (59). Otros trabajos que realizan defectos de
mayor tamafno en el mismo tipo de animal, de hasta 15 mm de longitud y del diametro
completo del hueso, los realizan en localizacion diafisaria en el cubito (65) o en el
radio (324), y cuando se realizan en el fémur también se realizan en zona diafisaria y
asociando el uso de osteosintesis con placa y fijacion intramedular del implante con

una aguja de Kirschner (58).
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3. Analisis del modelo experimental

En los estudios preclinicos, realizados en modelos animales experimentales,
para el estudio de los defectos éseos y la investigacion de biomateriales en su
tratamiento, observamos en la literatura un variado nimero de modelos animales:
ratones-ratas, perros, ovejas, cabras, conejos, cerdos o caballos entre otros (48,50—
56,68,69). Hemos podido comprobar que existen numerosos estudios que tratan de
englobar los distintos modelos animales existentes en el tratamiento de lesiones
Oseas, para exponer las ventajas y desventajas que presentan cada uno de ellos y
tratar de elegir el modelo idoneo en cada caso (48,50,51,54), atendiendo como vemos
en la imagen 6 a propiedades como su composicidén, su estructura (macro y

microscopica) o su tasa de remodelado 6seo.

Aunque, como ya hemos mencionado existe una variedad de animales que
pueden ser utilizados para la experimentacién, el uso de conejos como modelo animal
ha sido utilizado ampliamente, en los ultimos afos, en estudios experimentales sobre
el tratamiento de defectos Gseos criticos con biomateriales reabsorbibles, tanto en
fémur (58—64) como en cubito (65,66). En la literatura, se recoge que hasta el 35% de
los estudios experimentales realizados en la investigacion de patologia
musculoesquelética se realiza en conejos (325). El uso de este modelo respecto a
otros presenta ventajas como su coste reducido, su facilidad para el manejo y
cuidados, debido a su tamano no precisa de grandes instalaciones y puede trabajarse
con ellos en instalaciones cerradas, sin necesidad de espacios abiertos que dificulten
y encarezcan su mantenimiento. Para su intervencién no precisan de instalaciones
especialmente acondicionadas y pueden realizarse en casi cualquier quiréfano
preparado para la cirugia experimental, y su intervencién resulta rapida y sencilla.

Ademas, alcanzan la maduracion 6sea rapidamente tras la maduracién sexual,
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alrededor de los 6 meses de edad y son uno de los animales mas pequefos que
tienen huesos largos que permitan su estudio (326). La utilizacién de animales
esqueléticamente maduros permite la creacién de defectos de mayor tamafio en las
metafisis, que se encontrarian ocupadas del cartilago de crecimiento en animales
inmaduros, asi mismo, se evitar posibles alteraciones del crecimiento posteriores a la
intervencion derivadas de las alteraciones producidas si las fisis estuvieran todavia
con potencial de crecimiento. En cuanto a la composicidén del hueso, se han descrito
algunas similitudes entre la densidad mineral ésea entre conejos y humanos, y de la

resistencia a las fracturas en huesos largos (327).

Uno de los puntos mas criticados del uso de conejos, para evaluar nuevos
biomateriales en la regeneracion ésea, es su elevada capacidad osteoformadora, pero
como ya hemos comentado en el punto anterior, los defectos 6seos criticos generados
de 6 mm @ en la metéfisis distal del fémur, no presentaban regeneracion espontanea,
sin que fuera utilizado ningun biomaterial (321). Otro punto a tener en cuenta, es que
debido a su pequeno tamano el numero de implantes que pueden ser empleados en
cada espécimen y el tamafio de los mismos, es mas limitado que en otros animales de
mayor tamafio (48); si bien, en nuestro caso, el tamano del implante y el numero a
emplear en cada animal era el adecuado y se adaptaban bien a nuestras necesidades.
También, existen diferencias macroscépicas claras entre la anatomia dsea del conejo
y los seres humanos, empezando por el tamafo y la forma de algunos huesos, o la
diferencia de distribucién de cargas por la diferencia de la marcha entre las especies
(48). En su microestructura también encontramos algunas diferencias, los conejos
tienen estructuras longitudinales vasculares, que discurren paralelas al eje de los

huesos largos, y rodean el canal medular y la superficie peridstica (328).

Existen otros modelos experimentales con conejos que realizan sus estudios

en el cubito, aunque por el tamafio menor del hueso permite crear defectos e implantar
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materiales de inferior tamafio y existe la diferencia de ser un hueso de carga en los
conejos a diferencia de los humanos (65,66). Hemos mencionado la existencia de
diferencias en el tamano y la morfologia de los huesos, en el caso del fémur, presenta
una adecuada semejanza anatdmica entre ambas especies. Otra ventaja que presenta
el uso del fémur distal es su sencillez para el abordaje quirurgico y para la creacion del
defecto, siendo una técnica facilmente reproducible, siendo algo mas complejo el
abordaje del cubito. Hay que afadir que el fémur en ambas especies es un hueso que
soporta carga, y por su tamafo permite crear defectos e implantar materiales de un

tamano superior al de otros huesos en el mismo animal.

El conejo albino de raza Nueva Zelanda es uno de los modelos mas
ampliamente utilizados en los estudios de investigacion musculoesquelética, y mas
concretamente en los estudios de regeneracion 6sea de defectos con materiales
reabsorbibles. Otro factor importante a tener en cuenta a la hora de la eleccién del
modelo, fue la amplia experiencia del grupo de investigacién en este modelo animal y
en el defecto 6seo critico generado en la metéfisis distal del fémur, al haber realizado
ya numerosos estudios y publicaciones con resultados satisfactorios al respecto (58—
64).

El periodo de tiempo de seguimiento tras la intervencion, se establecié en 12
semanas, tras las cuales se les practicd de manera programada su eutanasia. Este
periodo se basa en estudios anteriores en los que se demostré que durante las
primeras 4 semanas tienen lugar los fendmenos de neoformacion 6sea mas
significativos, y en las 4-8 semanas siguientes se producen los fenémenos de
remodelaciéon. El modelo propuesto por Roshan-Ghias de regeneracién ésea en torno
a la implantacion de scaffolds, demostré que la formacién ésea comenzaba a partir de
las 2 semanas y como a partir de las 7 semanas se observaba crecimiento en el
interior del implante, disminuyendo a partir de entonces la tasa de formacién 6sea

(329). A su vez, periodos inferiores a 4 semanas permiten valorar solamente la
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biocompatibilidad de los materiales, y periodos superiores a las 12 semanas no
mejoran la informacion la informacién de interés obtenida. Durante este tiempo se les

permitié la carga sin limitaciones para favorecer la osteogénesis (321).

Por todo lo anteriormente mencionado, para nuestro proyecto fueron utilizadas
12 hembras albinas de conejo adultas (6 meses), con las fisis de crecimiento cerradas,
de la raza Nueva Zelanda y de un peso similar (3.9 + 0.3 kg). Buscando que la
muestra fuera lo mas homogénea posible, para que las diferencias que pudieran ser
observadas se debieran al material implantado y no a cambios o variaciones en los
especimenes. Durante el periodo perioperatorio se realizd profilaxis antibidtica con
cefazolina, buscando cubrir los gérmenes habituales de las infecciénes quirdrgicas en
este tipo de intervenciones: gérmenes Gram positivos, como Staphylococcus aureus 'y

Streptococcus.

La distribucion de los distintos grupos y el material implantando en cada animal
puede verse la imagen 22, donde puede verse que se realizé el implante del material
aislado sin ningun enriquecimiento en 4 condilos femorales; scaffold + Osteostatina en
6 condilos femorales y scaffold + Células mesenquimales en 6 condilos femorales
también; y scaffold + MSC + OST en 8 fémures. Esta distribucion desigual se decidio
de esta forma, en previsién de posibles pérdidas, poder obtener un grupo de muestras
del grupo de scaffold + MSC + OST suficiente que permitiera realizar las
determinaciones previstas y para la obtencién de resultados, ya que la hipétesis del
proyecto era determinar la capacidad del scaffold combinado con la osteostatina y las
células mesenquimales en la regeneracién de los defectos Oseos. Las otras
combinaciones de materiales correspondian a objetivos secundarios y por ello su
namero de casos fue menor. Ademas, ya existian trabajos en los que se habia
estudiado la capacidad regeneradora de biovidrios mesoporos de manera aislada o

enriquecidos con osteostatina para el tratamiento de defectos d&seos
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(60,167,172,234,316,319,320). Por ello en nuestro estudio lo mas relevante era la
incorporacion de las células mesenquimales al constructo y ver los efectos que estas

producian.

Se les sometié al seguimiento postoperatorio de 12 semanas, durante el cual
observamos un caso de infeccion aguda que tras la evacuacion del absceso producido
en la zona de la herida que presentd una evolucién posterior sin incidencias. Uno de
los conejos tuvo una muerte espontanea objetivandose durante la necropsia fractura
diafisaria del fémur derecho, que pudo ser la causa de la muerte, y otra fractura del
condilo femoral izquierdo; y otro de los animales tuvo que ser sacrificado a las 2
semanas, por deterioro del estado general segun los protocolos de supervisién del
proyecto, en su necropsia se hallaron signos de artritis séptica de rodilla derecha, la
cual también podria ser la causa del deterioro del estado general, y fracturas no
desplazadas de ambos céndilos. El numero de pérdidas es similar al encontrado en
otros proyectos realizados por nuestro grupo (58-64). El resto de animales
completaron el periodo de estabulacion sin presentar incidencias relevantes,
permitiendo asi poder estudiar de manera idénea y reproducible los resultados

obtenidos posteriormente.
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4. Analisis del material de implantacién

El uso de scaffolds para el tratamiento de los defectos éseos, es un campo que
ha experimentado un avance muy importante en las ultimas décadas, y gracias al
desarrollo de la ingenieria de tejidos permite englobar numerosas ramas del
conocimiento para su progreso. Existen ya trabajos que ante la gran cantidad de
nuevos materiales existentes en la actualidad y las distintas formas de combinarse han
tratados de realizar sumarios de los mismos (28,29,113,126,128), en todos ellos la
ingenieria de tejidos y los scaffolds van cobrando cada vez mayor importancia y son
vistos como el futuro cercano de este tipo de tratamientos. Lo mismo ocurre con el uso
cada vez mas frecuente de biomoléculas de senalizacion y de las terapias bioldgicas
celulares, que inicialmente comenzaron a usarse de forma aislada y en los ultimos
afnos han pasado ha asociarse con otros biomateriales, para buscar crear sustitutivos

0seos cada vez mas cercanos al hueso nativo (179,184).

Analisis del scaffold

Existe una amplia variedad de materiales para la fabricacién de andamiajes
(polimeros, metales, ceramicas y compuestos) como hemos descrito previamente,
pudiendo ser de origen natural o sintético, reabsorbibles o irreabsorbibles. Con esta
variabilidad las propiedades que tienen los scaffolds diferiran mucho unos de otros, en
funcién de su composicion y estructura, por ello es importante elegir el que mejor se
adecua a una situacidon concreta, en nuestro caso la reparacion de los defectos 6seos
criticos. Para el tratamiento de estas lesiones buscaremos las propiedades que
deberia tener cualquier sustitutivo 6seo como son la capacidad osteogénica,
osteoinductora y osteoconductora (34). También al ser un biomaterial debera cumplir
con los requisitos necesarios como son la biocompatibilidad, seguridad, bioestabilidad,

resistencia y un disefio adecuado (36,103).
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En cuanto a sus propiedades como biomaterial para ser utilizado como
sustitutivo 6seo, buscaremos una serie de caracteristicas que resulta especialmente
utiles para este propdsito: que sean biodegradables, una red conectada de poros,
resistencia mecanica suficiente y mantenimiento su integridad estructural
(198,202,282). Los biovidrios con base de silicio han demostrado ya excelentes
propiedades como la capacidad de regeneracion &sea, mesoporos altamente
ordenados que permiten transportar y liberar agentes bioactivos; y una amplia area de
superficie y de volumen de poro que favorece respuestas rapidas en el huésped.
Estudios experimentales con este tipo de biovidrios han sido realizados tanto por
nuestro grupo como por otros investigadores, existiendo una amplia experiencia en su
uso (58,63,67,175,234,330). El tamafo del poro también es el recomendado para
tejidos en los que se desee su regeneracion y vascularizacion, como el tejido éseo, al

ser de >300 um y presentar una arquitectura interconectada (331).

Este tipo de materiales permite la adicion de otras particulas como iones
metalicos (Zinc, magnesio, cobre, cobalto, niobio, galio...), permitiendo asi mejorar
algunas de sus propiedades bioactivas o la incorporacion de otras nuevas no
presentes previamente (angiogénesis, regeneracion o6ésea o0 capacidades
antimicrobianas). Esta via tiene la ventaja de ser sencilla y poderse controlar el tipo y
cantidad de iones que se incorporan, buscando rangos seguros y las concentraciones
idoneas para obtener los efectos deseados con la menor toxicidad posible. El uso de
estos iones en la composicion de los biovidrios ha demostrado incrementar la
concentracién intracelular de dichos iones en el huésped, desencadenando vias de
senalizacion que pueden desembocar en diversos procesos, como la regeneracion
6sea (67,332). Respecto a cual puede ser el ion idéneo en la literatura encontramos
revisiones y estudios de las distintas opciones posibles. El zinc ha demostrado su

capacidad inhibitoria del crecimiento bacteriano formando parte de un vidrio
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mesoporoso sin aumentar con ello la citotoxicidad (238,333), también se ha
comprobado su influencia en la evolucién y cierre de heridas favorable (334). Asi
mismo existen trabajos donde se pone de manifiesto los efectos en el desarrollo,
formacion y metabolismo del tejido 6seo, y en el crecimiento de nuevos vasos
sanguineos (335-337). Su concentracion idonea ha sido estudiada también,
encontrando que se obtenian la mejor relacion entre sus potenciales beneficios y la
minima citotoxicidad con concentraciones del 4% (167,238,316), que han sido las

utilizadas en nuestro proyecto.

Las propiedades de los vidrios mesoporosos con base de silice como
transportadores de biomoléculas y células, se encuentran actualmente en constante
desarrollo, no solo para el tratamiento de defectos 6seos, sino también para la
liberacion contralada en otras patologias como el cancer, las infecciones o la
osteoporosis, entre otras. Debido a su estructura que crea una red altamente
interconectada de poros, formada por la combinacion de macro y microporos, les
confiera alta capacidad de carga para el sembrado de células y biomoléculas
(farmacos, péptidos, proteinas o acidos nucleicos), y han demostrado que puede
controlarse su liberacién de forma controlada y dirigirse a tejidos especialmente
seleccionados, para evitar asi, una liberacion prematura o en un lugar no deseado

(338,339).

Existen evidencia acerca del uso de cilindros sintéticos implantados para el
tratamiento de defectos Oseos, quedando demostrada su degradacién y absorcion,
utilizandolos como un sustitutivo dseo sintético, siguiendo las condiciones propuestas
por Bauer (75), para su estudio. Observando el mismo tipo de crecimiento de tejido
6seo vy tejido fibroso para curar el defecto, el mismo tipo de crecimiento y remodelado
se ha obtenido in vivo por nuestro grupo (59,60,174,320), con otros materiales y tipos

de defectos, sugiriendo un proceso de reclutado de células mesenquimales de los
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tejidos proximos a la lesién y su consiguiente diferenciacibn a células
osteoformadoras.

Por todo lo anteriormente mencionado, para nuestro proyecto hemos utilizado
un vidrio bioactivo mesoporoso de composicion 82.2%Si0>—10.3%Ca0-3.3%P.0s—
4.2%Zn0, que parte de los biovidrios con base de silicio (SiO.—CaO-P20s). Los
estudios realizados para la caracterizacion de nuestros biovidrios, que han sido
disefados y fabricados en el Departamento de Quimica Organica y Bioinorganica de la
Facultad de Farmacia de la Universidad Complutense de Madrid, han demostrado
cumplir con las caracteristicas de seguridad y biocompatibilidad, tanto del material
como de sus productos de degradacidén, que se precisan a través de pruebas de
citotoxicidad y crecimiento celular en torno al implante; también se estudid la
estabilidad del material estudiando la liberacion de iones al medio, y la tasa de

hinchado (316).

La parte relativa al disefio adecuado del material, al estar fabricado mediante
impresiéon tridimensional, que actualmente son las técnicas mas empleadas en la
fabricacion de nuevos biomateriales por sus ventajas (240), puede ser adaptado a las
necesidades y dimensiones que sean precisas, dichas técnicas de impresion 3D ya
han sido utilizados en otros estudios obteniendo resultados adecuados (59). Este tipo
de disefios tridimensionales que permiten su adaptacion a los requerimientos
concretos a cada caso, asi como el control de su micro y macroestructura, se
considera un pilar fundamental en el disefio de nuevos sustitutivos 6seos en el campo
ingenieria tisular, segun Cavo (331). En nuestro caso se buscaba un material de tipo
cilindrico de unos 5-6 mm de diametro y 10 mm de alto, ya que por el modelo de
estudio animal elegido y la técnica quirirgica de brocado del céndilo femoral se
generaba un defecto de esas caracteristicas. Finalmente, el scaffold creado fue un

cilindro de 7 mm de diametro por 12 mm de alto, que cumplian con las caracteristicas
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estructurales, de porosidad y morfologia deseadas para el tratamiento de la lesion

propuesta.

Analisis del uso de células mesenquimales

En la introduccién hemos hablado de la incorporacién de las terapias celulares
para el tratamiento de los defectos Oseos, inicialmente de forma aislada y
posteriormente siendo las células incorporadas a distintos sistemas de transporte,
entre ellos los scaffolds. Con ello se pretende suplir una de las principales desventajas
que presentan los sustitutivos éseos sintéticos, ya que la capacidad de osteogénesis,
depende fundamentalmente de las células y con la excepcion del injertos autélogo, el
resto de biomateriales existentes no poseen dicha capacidad (94,179,191,312). Se
encuentran disponibles, para su uso, distintos tipos de células progenitoras, cada una
con distintas propiedades y ventajas como se describen en la imagen 14. Existen un
debate acerca de cuales deben ser el tipo celular seleccionado, asi como sobre la
concentracién que la que deben utilizarse o sobre que tipo de transportador. Si que
parece existir acuerdo, respecto a la necesidad de utilizar algun vehiculo para esta
terapia con células progenitoras, teniendo su uso aislado una menor repercusion en la
regeneracion oOseas; también se ha visto que aunque existen diversas opiniones
respecto a las concentraciones idoneas, parece existir relacion entre el nimero de
células progenitoras dentro de la médula dsea y la formacion de callo (187,188,294).
El uso de scaffolds, del tipo biovidrio mesoporos similares a los utilizados en nuestro
proyecto, como vehiculos en el sembrado celular permiten: la preservacion del
volumen tisular hasta la creaciéon de nuevos tejidos; su porosidad permite la carga,
transporte y soporte de una gran cantidad de células; dicha porosidad favorece la

migracién hacia los tejidos del huésped de las células y su proliferacion (179).

Respecto al tipo celular seleccionado, el uso de células humanas en la

experimentacion del tratamiento de defectos 6seos formando parte de biomateriales,
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ha sido ya estudiada utilizando células mesenquimales humanas, osteoblastos
humanos o células de la cavidad oral humana, de manera in vitro e in vivo en animales
de experimentacion, demostrando ser una herramienta prometedora en el tratamiento
de dichos defectos, al mostrar mejorar la proliferacion y regeneracion 6sea en los
distintos estudios (67,128,184,275,340,341). Las células mesenquimales humanas
presentan la ventajas como su facilidad de adquisicion, que se encuentran bien
caracterizadas y son conocidas su propiedades osteogénicas y angiogénicas, si bien
presentan inconvenientes como ser preciso su procesado y manipulado para su

implantacion (179).

En nuestro caso las mesenquimales elegidas para su sembrado en el scaffold,
fuero células mesenquimales humanas (hMSCs) procedentes de Lonza (Walkersville,
EEUU), con una concentracion en cada scaffold de 4.10° células/scaffold con una
posterior incubacién durante 2 dias, con remplazo diario del medio. En estudios
realizados por miembros del grupo de investigacion, se pudo demostrar la adecuada
unién de las MSC al implante, asi como, su correcto crecimiento, diferenciacion y

supervivencia de las células (316).

Analisis del uso de osteostatina

Se encuentran disponibles, para su uso, multiples biomoléculas (péptidos,
proteinas, acidos nucleicos), para promover la regeneracion 6seas, la osteostatina,
que es una secuencia C-terminal analoga de la PTHrP ha demostrado tener una
actividad antiresortiva y mostrar propiedades osteogénicas (169—171), al igual que la
capacidad osteoregeneradora que ya habia demostrado tener previamente la PTH
(158). Por ello se comenzd a estudiar su uso como biomolécula que podria ser

incorporada a distintos biomateriales para el tratamiento de los defectos 6seos.
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Se han utilizado otro tipo de péptidos y moléculas combinadas con
biomateriales para la regeneracién ésea. El modelo descrito por Mendes utiliza un
péptido de crecimiento con actividad osteogénica (OGP: osteogenic growth peptide,
ALKRQGRTLYGFGG) con hidroxiapatita en un vidrio mesoporoso (SBA-15),
encontrando in vitro bioactividad y degradacion del material, si bien precisarian de mas
estudios (342). Otros equipos como el de He utilizaron un péptido derivado de la
proteina morfogenética 6sea (BMP-2) (KIPKASSVPTELSAISTLYL) asociado a la
dexametasona (glucocorticoide con actividad anabdlica), ambos transportados en
nanoparticulas de base de silice mesoporosas. Demostraron de forma in vitro, como
aumentaba la diferenciacion osteogénica de las células mesenquimales dseas en las
que fueron estudiadas. In vivo, tras su implantacién intramuscular en ratas durante 3
semanas, mediante estudio por TAC e histologia se pudo observar diferenciacion

osteoblastica efectiva (343).

La osteostatina como péptido en el tratamiento de la regeneracién 6sea y su
relacion con el metabolismo 6seo, ha sido menos estudiada que otros miembros de la
familia de los proteinas relacionados con la hormona paratiroidea (PTHrP), pero ha
demostrado tener una actividad antiresortiva (169) y mostrar propiedades
osteogénicas in vitro e in vivo (170,171). Miao demostrd que los ratones con una
deleccion de las regiones media y C-terminal de PTHrP presentaban retraso del
crecimiento, envejecimiento prematuro, disminucion de la proliferacion y aumento de la
apoptosis de las células 6seas (344). Parece inhibir la resorcidén osteoclastica, al
actuar a nivel del crecimiento y diferenciacién de los osteoclastos (345) y posee

capacidad mitogénica y favorecedora de la diferenciacion celular (170,173,320).

Su utilidad en scaffolds con un péptido cargado, inicialmente, se demostro in
vitro, al comprobar como biomateriales cargados con osteostatina desarrollaban

propiedades osteogénicas y osteodiferenciadoras de las células osteoblasticas. Se
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observd como scaffolds cargados en medios de cultivo eran capaces de promover la
funcién osteoblastica, incluso tras 12 dias de incubacién (172). También de manera in
vitro, se pudo comprobar como la capacidad osteogénica de biomateriales
enriquecidos con zinc aumentaba con el uso de osteostatina (175). Posteriormente,
estos mismos hallazgos fueron demostrados de forma in vivo en modelos animales,
similares a los utilizados en nuestro estudio (defecto critico cavitario en fémur distal de
conejos). Se observo por estudios histolégicos, de micro-TAC y la expresion de
marcadores especificos de crecimiento 6seo, que bioceramicas cargadas de OST
mostraban una clara accidén regeneradora 6sea, asi como una alta actividad
osteoconductora y osteoinductora, al promover la llegada de células precursoras

osteogénicas y la formacion de tejido conectivo en la lesion (320).

Otros estudios se han centrado en la fase inicial (2 semanas) de esta actividad
osteogénica, con marcadores especificos obtenidos por inmunohistoquimica y su
estudio histolégico, mostrando un efecto significativamente mayor en los conejos
osteoporéticos respecto a los conejos sanos (174). Esto ultimo concuerda con las
propiedades antiresortivas y para el tratamiento de la osteoporosis que se conocen en
la familia de PTHrP (36,158). También se ha observado en dichos estudios in vivo,
que la capa fibrosa generada durante la curacién del defecto era mas delgada en los
casos en los que se habia cargado el scaffold con OST, al compararlos con el grupo

control, concordando con los hallazgos de nuestro estudio.

Algunos de los principales factores limitantes del uso de factores de
crecimiento y otras moléculas a nivel local son la inestabilidad que presentan estos
péptidos, y la dificultad para su depositado en la localizacién diana deseada. Ambos
factores pueden minimizarse mediante la carga de dichos factores en transportadores,
como los scaffolds, que permiten la proteccion y la liberacion controlada en el lugar del

organismo deseado (346,347). En concreto los biovidrios mesoporosos son los
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nanotransportadores ideales por sus propiedades unicas como son su forma y
tamafo, composicion quimica, su micro-macro estructura (canales, poros y cavidades
de tamano adecuado para el transporte de la OST) (237,338,348). Uno de los
primeros usos de los biovidrios mesoporosos como transportadores fue por parte del
equipo de Lin, se sintetizd un sistema de administracion de farmacos a base de
nanoparticulas de silice mesoporoso funcionalizado con &cido bordnico (BA-MSN)
para la liberaciéon controlada de insulina y monofosfato de adenosina ciclico (cCAMP)
sensible a la glucosa, aunque este sistema nunca llegé a probarse in vivo (349). Este
campo ha continuado con un amplio desarrollo, y concretamente en el campo de la
traumatologia se esta trabajando para su uso en enfermedades dOseas complejas
como el cancer de tejidos 6seos, el tratamiento de infecciones, defectos 6seos y la
osteoporosis, con el uso combinado de nanoparticulas de silice mesoporosas con

distintos farmacos y moléculas bioactivas (339).

Miembros de nuestro equipo de investigacién han realizado estudios, a lo largo
de mas de 10 anos, investigando el uso de la osteostatina cargado en biovidrios
mesoporosos de base de silicio para el tratamiento de grandes defectos 6seos
(167,172-174,320). Se ha podido comprobar, de forma experimental, que se
conseguian cargas de OST de 0.9 pg/g en un scaffold de composicion similar (80%
SiO2; —15% Ca0-5% P,0s conteniendo en 4% de ZnO) al de biovidrio utilizado en
nuestro estudio, y se conseguia la completa liberacion de la OST a las 96 horas (167).
Resultados similares fueron corroborados durante la caracterizacién del implante que
hemos utilizado (316), quedando con ello demostrado su viabilidad como vehiculo en
el transporte de la OST. En dicho estudio, también se demostré de forma in vitro el
efecto sinérgico del zinc y la osteostatina en potenciar el crecimiento y la
diferenciacion osteogénica de las células mesenquimales, por lo que el siguiente paso

ha sido su demostracion in vivo en nuestro trabajo actual.
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5. Analisis histolégico de la implantacion del biovidrio

Analisis macroscopico

En el estudio macroscépico realizado durante la necropsia se observd, en
todos los grupos (scaffold, scaffold + OST, scaffold + MSC y scaffold + OST + MSC),
como el defecto éseo en el céndilo femoral externo estaba recubierto por tejido éseo
neoformado. En ninguno de los especimenes se objetivo la persistencia macroscépica
del defecto. En cambio, si se habia podido observar en otros de los trabajos realizados
con grupos control en los que el defecto se dejaba sin relleno, la ausencia de curacion
del mismo o incluso la presencia de pseudoartrosis (58-60,63,322). En los estudios
realizados por Xie en defectos diafisarios de hasta 15 mm, no se observd
macroscoépicamente el relleno completo del defecto en los casos en los que se utilizé
el scaffold sin carga de BMP-2, en cambio si que se pudo observar dicho relleno en

aquellos en los que el BMP-2 se encontraba adicionado al implante (324).

En otros estudios realizados con un seguimiento menor de tiempo desde la
implantacién hasta el sacrificio de los animales, pudo verse a las 2 semanas como los
biovidrios mesoporosos con y sin osteostatina, se encontraban dentro del defecto
creado intactos y encapsulados por un tejido fibroso (174), sin encontrar el
recubrimiento de tejido 6seo presente en nuestro estudio. De forma similar en este
trabajo se observaba biovidrios mesoporosos con y sin OST a las 4 y a las 8 semanas,
existiendo a las 8 semanas una neoformacién ésea sobre el defecto similar a la
observada en nuestro proyecto, que no se encontraba presente a las 4 semanas
(320).

La composicién del material con la inclusion de iones como el zinc o su
enriquecimiento con factores de crecimiento, también parecen influir en los resultados

macroscopicos. Estudios en los que se han utilizado vidrios bioactivos que no
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contenian zinc, aunque el resto de su composicién era similar a nuestro scaffold,
mostraban partes del implante todavia visibles y con una cobertura de tejido 6seo
parcial, tras 4 (63) y 6 meses de la implantacion del material (58). Xie llegd a encontrar
que los defectos rellenos de un biovidrio sin zinc en su composicion mostraban una
cobertura parcial por tejido 6seo, que llegaba a ser casi completa cuando se asociaba
con la carga de BMP-2 (324). Sin embargo, en aquellos materiales en los que se
utilizaba zinc en su composicién, se consiguidé la cobertura completa del implante
(174,320,323), tanto en los grupos que asociaban la carga con factores de crecimiento
en el implante, como en los grupos en los que el implante no asociaba elementos

adicionales, al igual que lo observado en nuestro trabajo.

Una caracteristica macroscopica observada en nuestro estudio fue la presencia
de coloracion marronacea subyacente al hueso neoformado que parecia delimitar la
zona de implantacién. No se ha encontrado en los demas trabajos revisados que
utilicen BMP-2 (323,324) u osteostatina (174,320); no obstante en uno de ellos se
menciona que existen diferencias en la cicatriz entre los grupos con y sin OST, si bien
su seguimiento fue de solo 2 semanas y no menciona la coloracion marronacea (174).
De forma similar, se encontré en nuestros grupos que tenian células mesenquimales
prominencia 6sea semiesférica que delimitaba el area circular de implantacién, sin

describirse como tal este hallazgo en otros estudios (65).

Aunque el numero de casos perdidos es similar al encontrado en otros
proyectos realizados por nuestro grupo (58—64), el numero de fracturas encontrado,
37,5% (9 fracturas en 24 fémures), es algo superior al visto en otros de nuestros
estudios, si bien un 33% de estas fracturas fueron marginales o sin desplazamiento.

Este numero de fracturas es superior a la descrita en la serie de Katthagen,
que se encuentra en torno al 1,2% (321) y a los observado en proyectos anteriores

realizados por nuestro grupo que oscila entre el 7,6% y el 0% (59,60,63,174,320). La
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explicaciéon de la presencia de fracturas en este modelo, esta relacionada con la
destruccién de mas del 50% del tejido 6seo en la zona metafisaria distal del fémur al
crear el defecto 6seo de tipo critico, asociada a la ausencia de descarga de la
extremidad tras la intervencion, ambos factores contribuyen a aumentar el riesgo de

fractura.

Debemos considerar que, en nuestro caso, el necesario aumento del defecto
6seo critico creado (7,5 mm @), debido al aumento del tamafio inicialmente previsto
del implante que finalmente fue un cilindro de 7 mm @ por 12 mm de alto, pudo
favorecer la mayor incidencia de fracturas observada en el condilo femoral tanto en el
momento de la intervencion como de la necropsia, ya que en los estudios
anteriormente mencionados los defectos 6seos en la localizacién del fémur distal eran
entre 5-6 mm @ maximo. En los trabajos realizados con discos de 5-6 mm @ y 5 mm
de profundidad, realizando defectos de tamano 5-6 mm & y hasta un maximo de 10
mm de profundidad (60,63,172,319,320,323), la presencia de fracturas es excepcional.
En cambio, cuando se aumenta la profundidad y tamano del material implantado y del
defecto en la misma localizacion de 6 mm & y 10 mm de profundidad, la presencia de

aumenta hasta un 7,6 % (59).

Analisis microscopico

Como hemos mencionado previamente las principales caracteristicas que debe
reunir un nuevo material que pretenda cumplir una funcion de sustitutivo éseo debe
tratar de reunir las siguientes propiedades: biocompatibilidad, seguridad,
bioestabilidad, ser biodegradables, y resistencia con un diseno adecuado
(36,103,105,198,202,282,283). También son importantes los criterios de Shors, que
considera necesarios para la actividad osteoconductora de los implantes coralinos, y
para el crecimiento éseo sobre un implante bioactivo bajo condiciones ideales, que se

conoce como la “triada de osteoconduccion”: estabilidad, viabilidad y proximidad. Asi
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mismo, Shors también propuso que la formacién 6sea, se inicia sobre la superficie de
un implante si este es bioactivo, y en condiciones ideales cuando se da la triada

mencionada, este crecimiento sera de tipo membranoso (192).

La formacion de tejido 6seo alrededor del cilindro implantado es del tipo de
osificacion membranosa, con una cicatriz de tejido fibroso circundante y la ausencia de
células de tipo condral. La ceramica implantada ha demostrado su bioactividad in vivo
mediante la creacion de un marco 6seo de tejido fibroso delimitante, su mayor grosor
la alcanza en el grupo del implante sin aditivos, y este grosor disminuye en el resto de
grupos siendo el menor en el grupo del scaffold con OST y MSC, a favor de una mayor
formacion de tejido 6seo en lugar de fibroso. Esto sugiere que nuestro scaffold, se
comporta de la manera esperada segun los criterios de Shors, para la formacion ésea
alrededor del implante, indicando que se darian las condiciones de su triada de
osteoconduccion: estabilidad, viabilidad y proximidad (192). Estos hallazgos parecen
indicar que el uso de un biovidrio mesoporoso, con zinc al 4% enriquecido con MSC y
cargado con OST, mejora la regeneracion 6sea reduciendo la capa fibrosa inducida
por el scaffold, lo que aporta una visién novedosa en el campo de investigacion de la

regeneracion de defectos éseos.

Existen también signos de viabilidad, la curacién del defecto 6seo critico en
todos los grupos, demuestra la viabilidad del hueso metafisario en el que fue
implantado. La proximidad, se observd en zonas remanentes de implante en las que
se objetivd el crecimiento de tejido 6seo englobando los restos del material,
traduciéndose en un crecimiento préximo (<1 mm) en torno al scaffold. Ambas
condiciones fueron también observadas en otros proyectos del mismo equipo,
encontrando como todos los implantes distaban menos de 1 mm al lecho éseo
receptor en todas las mediciones practicadas en el estudio histomorfométrico,

cumpliendo asi el criterio de proximidad (58-60,63). En un estudio previo de nuestro
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grupo, que evaluaba el scaffold con y sin OST, se comprobd esta proximidad, de
neoformacion ésea en torno al implante, se observé desde las 4 semanas, en un
estudio previo, y como aumentaba hasta las 8 semanas, observandose como en ese
tiempo, el grupo con OST se rompia la capsula fibrosa permitiendo el contacto del

tejido osteoide con el material de forma intima (320).

Se observaron agrupaciones de células de morfologia linfoide, de macréfagos o
células redondas indiferenciadas y en otras a modo de restos celulares eosindfilos,
mezclados con células gigantes multinucleadas, compatible con estructura de medula
Osea. Estos resultados se vieron de forma mas clara en los grupos en los que se
incluyeron células mesenquimales en el scaffold, aunque en menor medida y sin
diferencias significativas también se observaron en el resto de grupos. En el estudio
que realiza el equipo de Gu, en defectos en el cubito tratados con matriz ésea
desmineralizada con y sin células madre derivas de tejido adiposo (ASC), se pudo
observar como en los casos en los que se adiciond ASC se encontré una estructura de
hueso maduro y la regeneracion de la cavidad medular, similar a la médula ésea (65).
En el trabajo, mas reciente, de Begam se comprobé como la carga de BMP-2 en
biovidrios de una composicién similar a los nuestros (también contenian zinc),
aumentaba el relleno de las cavidades medulares de células osteoprogenitoras, al
compararse con los mismos implantes sin la carga de factores de crecimiento (323).
Estos hallazgos podrian indicar la mayor regeneracion medular asociada al uso de
células y/o la carga de factores de crecimiento en los implantes, similar a lo que
hemos podido observar, si bien a nivel histolégico en nuestro estudio estas diferencias

no fueron significativas.

El proceso por el que se consiguié el crecimiento de tejido 6seo sobre la
superficie del implante en todos los grupos, parece estar en relacién con la actividad

del biovidrio utilizado, el cual pudo funcionar como estimulador de osteogénesis
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mediante el reclutamiento de células de tipo mesenquimal del lecho receptor, con
diferenciacion posterior a células formadoras de hueso sobre su superficie, 10 que
demostraria la bioactividad del implante (175). Resultados similares fueron observados
en trabajos con biovidrios implantados en modelos experimentales similar al nuestro,

obteniendo conclusiones similares respecto a lo observado (58-60,63).

Comprobamos en nuestras muestras fendmenos de neoformacién oOsea y
osteointegracién, con zonas de hueso compacto en todos los grupos y se objetivo
también la neoformacion de hueso trabecular en el grupo del scaffold con OST y MSC.
Estas zonas de hueso trabecular con contenido de médula 6sea, han sido de igual
forma identificados en los trabajos previos, tanto utilizando factores de crecimiento o
células mesenquimales, como sin su uso e incluso sin emplear implantes que
contuvieran zinc, ni ningun tipo de enriquecimiento en su composicion
(59,63,65,174,324). Solo encontramos la ausencia de hueso de tipo trabecular en el
estudio de Begam, en el que en el grupo del scaffold sin BMP-2, es en el Unico en el
que no aparece este tipo de hueso, apareciendo en el resto de grupos en el que si lo
emplean (323). Se observa también, en el estudio llevado a cabo a las 4 y 8 semanas,
como la formacion de hueso trabecular no comienza a observarse hasta las 8
semanas (320). Por todo ello, parece existir relacion entre el uso de scaffolds de
biovidrios mesoporos y la neoformacion de hueso compacto y trabecular, no

dependiendo la creacion de este ultimo tipo de hueso de los aditivos del implante.

La biocompatibilidad y seguridad del material también se comprobd en los
cortes histolégicos realizados, en todas las muestras analizadas, independientemente
del grupo estudiado, no se encontraron en signos de inflamacién o reaccion tisular
adversa alrededor de los implantes. Observaciones similares se obtuvieron en
estudios realizados con biovidrios con zinc (323), con osteostatina (174,320) o con

células mesenquimales (179,186,340). Al no observar signos adversos en nuestras
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muestras se confirma la seguridad tanto del material testado como de sus
combinaciones con osteostatina, células mesenquimales o ambas, sin que estas

modifiquen su perfil de seguridad y compatibilidad.

La resistencia del material, dando soporte estructural al defecto durante el
proceso de curacion inicial, se comprobd, dado que la estructura 6sea se ha
conservado tras su implantacién, cubriéndose de hueso el orificio de creacion del
defecto 6seo. Asi mismo, coexisten zonas de degradacion del implante, en todos
grupos en las zonas de transicion entre el biomaterial y el tejido éseo donde se
observan procesos de degradacion, con zonas de reabsorcién incompleta de los
implantes y zonas de inclusion de residuos procedentes de la bioceramica en el
espesor de hueso neoformado Estos hallazgos sugieren actividad d6sea y de
reabsorcion en relacién con la biodegradacion del implante. Esto ultimo es un factor
importante de acuerdo las condiciones propuestas por Bauer, para la remodelacién
6sea en torno a un sustitutivo 6seo sintético, permitiendo el crecimiento de tejido
neoformado, a la vez que va desapareciendo el implante (75). Estos hallazgos son
similares y concuerdan con lo ya observado in vivo en otros trabajos de nuestro grupo
(59,60,174,320), confirmando las propiedades de biodegradaciéon y resistencia del

material.

Una de las debilidades del presente estudio, fue que el analisis histolégico no
ha permitido en ocasiones comprobar las diferencias entre los distintos grupos,
consideramos que es debido a la destruccidon de la parte mas delicada del corte (el
implante y su entorno inmediato) durante el procesado (pulido y lijado). Para la
preparacion de las muestras histologicas se utilizo el sistema de corte EXAKT vy las
tinciones de Hematoxilina/Eosina y Tricromico de Masson-Goldner, lo que permitié
obtener unas muestras satisfactorias para su analisis con escasos artefactos. Las

ventajas principales de la técnica EXAKT, para la preparacion de muestras de tejido
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6seo, son que permiten trabajar con muestras sin que sea necesaria su
descalcificaciéon y observar procesos con la interfase entre el hueso y el implante o la
aposicion de tejido 6seo neoformado. Es por ello que se considera idonea para la
investigacion en la regeneracién 6sea relacionada con el uso de implantes (350),
como fue nuestro caso. Se observaron restos del material implantado en los
especimenes 0seos incluidos en los bloques en metil metacrilato, si bien en los cortes
histolégicos se aprecid la ausencia completa del scaffold en algunos especimenes,
que puede atribuirse a las técnicas de corte y pulido empleadas en la preparacion de
las muestras. Aparte de las posibles alteraciones producidas por la preparacion de las
muestras histoldgicas, el pequefio tamafio muestral en cada grupo, que se exige
actualmente buscando la reduccidon, al maximo, del nimero de animales
experimentales para el estudio in vivo, han podido condicionar estas observaciones y

no encontrar por ello diferencias significativas histolégicas entre los grupos.
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6. Analisis radiolégico de la implantacién del biovidrio

Analisis micro-TAC

Se decidié el uso del micro-TAC como prueba de evaluacién de los resultados
obtenidos por las ventajas que aporta respecto a otros medios tradicionales como la
radiografia simple convencional, que se habia utilizado en otros estudios previos por
nuestro equipo (58—60,63). Si bien, en estudios del grupo de investigacién realizados
sobre el biovidrio con zinc y enriquecido con OST, ya se habian realizado
evaluaciones de los resultados con micro-TAC (320), y en otros grupos es cada vez
mas frecuente su uso para el estudio de biomateriales en el tratamiento de defectos

0seos, quedando relegada la evaluacion con radiografia simple (65,324,329,351).

Las pruebas de imagen radiolégicas permiten la evaluacion de la formacién de
tejido 6seo nuevo de una manera no invasiva, evitando la destruccion de las muestras
si se comparan con técnicas como las histologicas. Las técnicas mas tradicionales
como la radiografia, presentan limitaciones a la hora de evaluar la formacion 6sea,
cuando se utilizan implantes con una densidad alta similar a la del hueso cortical,
como es el caso de algunos biomateriales utilizados como sustitutivos 6seos (351).
Los primeros estudios realizados con TAC convencionales, como el dirigido por Nolf,
compararon el TAC estandar con las radiografias tradicionales. Se realizé un defecto
de 25 mm en mandibulas de 10 ovejas y se reconstruyeron con una placa y un
biomaterial poroso radiopaco, cada una de las lesiones. Para su evaluacion, a las 16
semanas tras la necropsia del animal, se les realizé a las piezas un estudio de TAC
convencional y un estudio radiografico. Se determiné que el TAC no permitian la
adecuada diferenciacién entre el implante y el tejido éseo neoformado, o la interfase
entre ambos materiales, ademas de tener una resolucion insuficiente para diferenciar

materiales segun su microestructura (trabecular, compacta o porosa) (352).

192



El micro-TAC es otro avance respecto al TAC convencional, ya que ademas de
la adquisicion de imagenes clasicas, permite el estudio de la microestructura de los
materiales, con un uso amplio en la ingenieria de tejidos actualmente (353). Permite
proporcionar informacién cualitativa y cuantitativa de la morfologia y arquitectura
tridimensional del material y espécimen a estudio, siendo la cuantificacién de
parametros mas facilmente comparable entre distintas grupos o estudios, y una
ventaja respecto a la informacion cualitativa obtenida por la radiografia simple. Esta
prueba se puede realizar in vivo como estudio de seguimiento seriado, aunque
presenta el inconveniente de que precisa sedacién de los animales, o puede hacerse
también sobre especimenes de necropsia al término del estudio una vez ya sacrificado
el animal. Roshan-Guias realizé un estudio monitorizando la formacion de hueso en
defectos de 3 mm de diametro en fémures de ratas, a los que se les implanté un
scaffold. De forma seriada, se realizé su escaneado por micro-TAC en 7 ocasiones
desde su implantacion hasta las 35 semanas. Con ello pudo obtener informacion
acerca de la relacion entre el tamano, microestructura y la porosidad del biomaterial, y
la formacion de hueso, u obtener informaciéon acerca del tiempo requerido para la
mineralizacion del scaffold, que con medios como la radiografia no podria haberse
obtenido (329).

Otra ventaja importante es que, tras el escaneado de las piezas, estas
permanecen intactas y pueden ser utilizadas para otros estudios contribuyendo con
ello a reducir el problema de la limitacion de muestras, como fue en algunos
especimenes de nuestro estudio, que se realizé su estudio histolégico posterior. Como
principales desventajas encontramos el coste econdémico superior, el tiempo de
adquisicion del estudio y en caso de realizar el estudio in vivo la necesidad de
sedacién del animal. No se recomienda su utilizacién en scaffolds de tipo metalicos,

ya que los rayos X pueden ser atenuados por estos metales y crean artefactos (354).
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Por todo lo anteriormente explicado, en nuestro estudio se decidid
complementar la valoracién histolégica, con la realizacion previa de un estudio por
micro-TAC con cuantificacion volumétrica asociada. Se decidio realizar tras el sacrificio
del animal, por minimizar el numero de pruebas a realizar, tanto por su coste
econdmico como en tiempo, asi como por evitar la radiacién, sedacion y traslado de
los animales para la realizacion de la prueba, con el consiguiente estrés para los

animales.

En los estudios previos, realizados por nuestro grupo en el tratamiento de
defectos 6seos con biovidrios, en un modelo animal similar, y monitorizados por
estudio radioldgico, se pudo observar la estabilidad del implante y la ausencia de
migracion del mismo en la mayoria de ellos. La estabilidad, como hemos mencionado
anteriormente, es uno de los criterios de Shors de su triada de la osteoconduccion, la
cual contribuye a la formacion ésea (192). También se observo que en la mayoria de
materiales testados se producian el crecimiento de tejido 6seo desde la periferia, y
posteriormente el remodelado del hueso neoformado alrededor del defecto 6seo,
pudiendo observar distintas fases al realizarse de forma seriada las radiografias, y
como en los grupos de control sin material persistia el defecto, dando validez al

modelo de defecto critico éseo (58—-60,63).

En un trabajo realizado en el afo 2010, en el que se utilizaron scaffolds
cargados con OST en un modelo experimental similar, gracias al estudio con micro-
TAC se pudo comprobar como existia también neoformacion ésea que parecia ser
entorno al implante, y se observé también la zona de interfase entre el hueso formado
y el material como una zona bioactiva. En el mencionado estudio, se realizaron
mediciones por micro-TAC a las 4 y a las 8 semanas, y en ambas mediciones se
comprobd una mayor actividad osteoformativa en los implantes que contenian OST

(320). Los resultados vistos por Xie, también utilizando técnicas de micro-TAC van a
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favor de una mayor formacion de hueso y curacion del defecto, en los implantes
enriquecidos con BMP-2, respecto a los que no tenian aditivos (324). El uso de células
en implantes para tratar defectos 6seos, ha sido también evaluado por micro-TAC, en
el estudio de Gu, realizado en diafisis cubitales de conejos con un defecto segmentario
de 15 mm. En dicho estudio, a las 12 semanas de la implantacién, pudo observarse
como los defectos tratados con el scaffold y células progenitoras derivadas de tejido
adiposo (Adipose-derived stem cells: ASC) presentaban una reparacion completa, por
tejido compacto, y se encontraban estructuralmente conectados al tejido éseo, por el
contrario en los casos en los que no se utilizaron dichas células la reparacion fue

incompleta y no se observé dicha conexion estructural (65).

En el trabajo de Roshan-Ghias anteriormente mencionado, se propone que la
formacion de hueso se inicia en la proximidad del scaffold y que este crecimiento
puede predecirse. Se observd como existian patrones de crecimiento 6seo a lo largo
del tiempo, en las zonas alejadas del implante existian un periodo de latencia
prolongado con un crecimiento inicial muy bajo, y en cambio en las zonas préximas al
material no existia casi periodo de latencia con un crecimiento inicial rapido, que luego
disminuia (329). Este modelo de crecimiento, también concuerda con las
observaciones realizadas por Sengers prediciendo la expansién de células estromales
de la médula ésea (Human bone marrow stromal cell: HBMSC) en estructuras
trabeculares o6seas, tras el sembrado de HBMSC en hueso trabecular obtenido de

cabezas femorales, y su posterior escaneado por micro-TAC (355).

Los resultados obtenidos en nuestro estudio por micro-TAC, parecen confirmar
este patron de crecimiento, ya sugerido por los trabajos previos y concordando con lo
observado en los cortes histologicos. Se ha demostrado la presencia de una zona de
transicion entre el hueso y el implante en su periferia que parece corresponder a la

zona de bioactividad reabsorcion-formacion oésea, apareciendo trabéculas oéseas
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contorneando los limites del implante. Esta zona de mayor actividad, aparece como un
marco de densidad 6sea en torno al material, y se observa con claridad en todos los
grupos, aunque algo menos definida en el grupo del scaffold sin aditivos, esto
concuerda con las observaciones histologicas, donde el marco fibroso era mayor en
este grupo y disminuia a favor de la formacion ésea en el resto. Por otro lado, se pudo
comprobar en la zona periférica del implante, fendmenos de reabsorcion, que seria de
tipo centripeto, lo cual se demuestra por una menor densidad en la zona periférica de
los implantes. En el estudio de Mifo-Farifia, realizado en un modelo experimental
similar , utilizando como material un cemento éseo macroporoso de fosfato calcico,
mediante estudio radiografico, pudo objetivarse un resorcidon de la zona periférica del
implante mayor a la observada en otras zona, siguiendo dicho patrén centripeto (64).
De igual forma, en otro trabajo de nuestro grupo de investigacion, pudo verse durante

el estudio radioldgico dicho patron de reabsorcion y crecimiento (59).

Analisis volumétrico

Ademas del micro-TAC de alta resolucion, se realizé el analisis cuantitativo
mediante el uso de software (Vivoquant 2.0°) de procesado de los datos obtenidos por
esta prueba, con el que se cuantificd el porcentaje de volumen éseo respecto al
volumen total alrededor del scaffold (Bone volumen / Total volumen: BV/TV). Esto se
realizé, principalmente, para obtener no solo un estudio de imagen cualitativo, sino
resultados cuantitativos que permitiesen la comparacién entre los grupos y entre otros
posibles materiales. Esta informacién cuantitativa, a pesar del incremento del coste, no
podia obtenerse mediante la radiografia simple tradicional, o el TAC convencional, que

habian sido utilizados en estudios previos (58—60,63).

Hounsfield, galardonado con el premio Nobel por su descubrimiento de la
tomografia axial, describe la calibracién cuantitativa de esta prueba en unidades

Hounsfield. El valor de 0 Hu corresponde al agua, 40 Hu corresponde a tejido
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muscular, el aire son -1000 Hu y el hueso va de 50 Hu a 2500 Hu, en funcion del tejido
6seo estudiado. Con lo que se permite valorar la densidad 6sea mediante un TAC de
forma objetiva y cuantitativa (318,356). El desarrollo de técnicas mas avanzadas de
tomografia y el analisis de las imagenes obtenidas, mediante herramientas de
software han permitido medir de forma cuantitativa, el volumen de un tejido,
permitiendo con ello el estudio volumétrico dseo, siendo utilizado incluso en estudios
con en humanos (357). Con las técnicas de computacién volumétrica (VCT), se
determind que se conseguia una resolucién entre 8 y 16 veces superior a la del TAC

estandar (358).

Su utilizacion en el campo de la ingenieria de tejidos permite la cuantificacion y
comparacion entre estudios y materiales distintos, asi como poder cuantificar el
proceso de formacion Osea si se realizan mediciones en distintos momentos, como
realizd6 Roshan-Ghias en el estudio mencionado anteriormente (329). Utilizo la fraccidn
de volumen 6seo (Bone volumen fraction: BVF), para esta cuantificaciéon, la cual
demostré que dependia de la porosidad y del area de superficie del implante. Con esto
no solo consiguié una forma de medir los resultados de formacién 6sea de forma
objetiva, sino también valorar como caracteristicas del implante influian en la
osteoformacion. En el unico estudio realizado con micro-TAC y calculo volumétrico por
nuestro grupo, se obtuvo informacién acerca del BV/TV en un modelo experimental
similar y un scaffold con y sin carga de osteostatina. En dicho estudio se pudo
cuantificar y confirmar el mayor efecto osteoinductor de la OST (320), lo cual esta en

relacion con nuestros hallazgos.

En nuestro estudio aparte del escaneado por microtomografia de rayos X de
alta resolucién, las imagenes obtenidas fueran tratadas para realizar dicho analisis.
Mediante el célculo volumetrico porcentual: BV/TV, se obtuvo una mayor actividad

respecto al scaffold no enriquecido (15% BV/TV), si al scaffold se cargaba osteostatina
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(28 % BV/TV) o CMH (26% BV/TV) y todavia aumentaba mas si se afiadia ambos dos
(35% BV/TV), siendo estas diferencias estadisticamente significativas. Estos
resultados estan en concordancia, con lo ya comentado sobre los resultados obtenidos
tanto a nivel histolégico como en el estudio del micro-TAC, y permiten plasmar de una

manera cuantitativa, las observaciones cualitativas.

Con estos datos, se puede confirmar los estudios in vitro, ya realizados en
nuestro scaffold (biovidrio tridimensional meso-macroporoso enriquecido con zinc),
donde se observé que al ser cargados de osteostatina y células progenitoras
mesenquimales humanas, se aumenta el efecto que podian tener la OST y las hMSC
por separado. Pudo comprobarse como mejoraban el desarrollo y diferenciacién
osteogénica, y abrir la puerta para el estudio, mas amplio, de la relacién de sinergia
del zinc y la OST al potenciar el efecto de las hMSC en el crecimiento éseo (316). Los
resultados obtenidos in vivo en el presente trabajo, permiten confirmar y cuantificar
ese efecto de potenciacion, y contribuir a estimular su desarrollo en el campo de la
ingenieria de tejidos. Como ya se ha mencionado anteriormente, una debilidad del
presente estudio, radica en el pequefio tamano muestral en cada grupo, que se exige
actualmente buscando la reduccidon, al maximo, del numero de animales

experimentales para el estudio in vivo, lo que puede condicionar estas observaciones.
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1. La combinacién del vidrio bioactivo mesoporoso (MBG) con la composicién
(mol %) 82.2Si02-10.3Ca0-3.3P205-4.2Zn0O, enriquecido con células humanas
mesenquimales (MSC) y cargado con osteostatina (OST), formando un scaffold 3D, ha
demostrado tener una biocompatibilidad adecuada en el modelo experimental

desarrollado.

2. El scaffold cargado con OST y enriquecido con MSC es capaz de generar la
curacion y regeneracion 6sea cuando se implanta en un defecto éseo critico como el

del modelo experimental desarrollado.

3. La reparacion oOsea del defecto éseo critico creado en este estudio

experimental es superior con la implantacion del scaffold con MSC y OST, que con la

implantacién del scaffold de forma aislada, y también superior a su implantacion en

combinacion unica con osteostatina o con células mesenquimales humanas.

4. El scaffold utilizado resulta adecuado para su manejo quirdrgico.
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1. Resumen

La ingenieria de tejidos constituye actualmente un campo prometedor, para el
desarrollo de nuevas estrategias que permitan la creacion de sustitutivos 6seos y
puedan ser utilizados para el tratamiento de defectos 6seos. El uso de andamiajes
para la creacion de estos materiales ha experimentado grandes avances en las
ultimas décadas, pudiendo convertirse en una alternativa al gold standard actual que
sigue siendo el injerto autélogo de hueso, con las limitaciones que ello implica. El
sustitutivo 06seo ideal debe tener capacidad osteogénica, osteoinductora y

osteoconductora.

Las ceramicas han sido utilizadas, durante décadas, en el campo de la
traumatologia y la ortopedia por sus adecuadas capacidades de biocompatibilidad y
osteoconduccion, si bien no poseen per se la capacidad osteogénica y su capacidad
osteoinductora es limitada. Por otro lado, los factores de crecimiento y en concreto la
osteostatina, poseen capacidad osteoinductora contribuyendo a la diferenciacion
celular hacia lineas osteoformadoras, existiendo estudios en los que se demuestra
como mejoran los resultados, tanto in vivo como in vitro, cuando se incorporan a
distintos materiales que buscan la regeneracion dsea. De forma similar, el uso en la
ingenieria tisular de células mesenquimales de origen variado, ha demostrado aportar
la capacidad de osteogénesis, si bien al igual que los factores de crecimiento carecen
de funcién estructural. Por todo ello, la creacién de un biomaterial, que reuna los 4
vértices del diamante propuesto por Giannoudis (osteogénesis, osteoinduccion,
osteoconduccién y soporte mecanico), en los que se basa la regeneracion 6sea,

podria convertirse en un sustitutivo 6seo ideal.
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En el presente estudio, describimos la utilizacion de vidrios mesoporosos
bioactivos con la siguiente composicion, 82.2%Si0O>—10.3%Ca0-3.3%P>05—4.2%Zn0O
(mol %). Fueron sintetizados utilizando la técnica de autoensamblaje inducido por
evaporacion (evaporation induced self-assembly: EISA), y los scaffolds
tridimensionales, creados a partir de dicho material, mediante técnicas de prototipado
rapido de 7 mm @ x 12 mm de altura. Creandolos con una microestructura y
arquitectura porosa controlada, y la forma macroscépica deseada para el tratamiento
del defecto. Las células mesenquimales elegidas para su sembrado en estos
andamiajes y su posterior implantacion en el modelo animal, fueron células
mesenquimales humanas (MSC). Se cargo el implante con osteostatina (OST), que se
corresponde con el grupo de las proteinas relacionadas con la hormona paratiroidea.
Ya se habian realizado trabajos in vivo, estudiando el uso de este material enriquecido
con OST en el tratamiento de los defectos 6seos, con prometedores resultados.
Igualmente se habia comprobado de forma in vitro, la actividad sinérgica del implante

con zinc cargado con OST y las MSC, para la regeneracién ésea.

Para comprobar el potencial de regeneracion ésea in vivo del scaffold, se
realizé un defecto dseo critico de 7,5 mm @ y 12 mm de profundidad en la cara
externa del condilo de ambos fémures en 12 conejas adulta de raza Nueva Zelanda. El
defecto se realizd, mediante el abordaje lateral del fémur, con una broca motorizada
se cred el defecto y posteriormente se rellend con el scaffold a estudio. Se hicieron 4
grupos: scaffold sin aditivos, scaffold + MSC, scaffold + OST, scaffold + MSC + OST.
Los animales fueron mantenidos en estabulamiento controlado y sacrificados a los 3
meses de la intervencion. Tras la cual, se extrajo el tercio distal de ambos fémures

para su estudio histoldgico y radiolégico mediante micro-TAC y calculo volumétrico.

Una vez analizados los resultados obtenidos, pudimos comprobar el relleno del

defecto 6seo de forma completa en todos los casos. En todos ellos se comprobod la
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formacion de un marco alrededor del implante y la creacion de hueso neoformado en
torno al mismo, lo cual pudo observarse tanto de forma histolégica como radioldgica.
Queddé demostrada también su biocompatibilidad y capacidad de osteointegracion, al
crecer el hueso sobre su superficie, y la capacidad de degradacion controlada del
implante. Por ultimo, pudo comprobarse como mejoraban el desarrollo y
diferenciacion osteogénica, debido a la relacion de sinergia del zinc y la OST al

potenciar el efecto de las hMSC en el crecimiento 6seo.

Finalmente, se puede concluir que el scaffold estudiado constituye un material
adecuado para el desarrollo de sustitutivos 6seos y que cumple con los requisitos para
ello. Los resultados obtenidos in vivo en el presenta trabajo, permiten confirmar y
cuantificar el efecto sinérgico de la OST y las MSC de potenciacion de la regeneracion

0sea, y contribuir a estimular su desarrollo en el campo de la ingenieria de tejidos.

2. Summary

Tissue engineering is currently a promising field for the development of new
strategies that allow the creation of bone substitutes and can be used for the treatment
of bone defects. The use of scaffolds to create these materials has undergone great
advances in recent decades, being able to become an alternative to the current gold
standard that continues to be the autologous bone graft, with the limitations that this
implies. The ideal bone substitute should have the properties of osteogenicity,

osteoinductivity and osteoconductivity .
Ceramics have been used for decades in the field of traumatology and

orthopedics due to their adequate biocompatibility and osteoconduction capabilities,

although they do not have osteogenic capacity per se and their osteoinductive capacity
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is limited. On the other hand, growth factors, and specifically osteostatin, have
osteoinductive capacity, contributing to cell differentiation towards bone-forming lines,
and there are studies that show how results improve, both in vivo and in vitro, when
they are incorporated into different materials that seek bone regeneration. Similarly, the
use in tissue engineering of mesenchymal cells of varied origin has been shown to
provide the capacity for osteogenesis, although, like growth factors, they lack structural
function. Therefore, the creation of a biomaterial that brings together the 4 vertices of
the diamond proposed by Giannoudis (osteogenesis, osteoinduction, osteoconduction
and mechanical support), on which bone regeneration is based, could become an ideal

bone substitute.

In the present study, we describe the use of bioactive mesoporous glasses with
the following composition, 82.2% Si02-10.3% CaO — 3.3% P205-4.2% ZnO (mol%).
They were synthesized using the evaporation induced self-assembly (EISA) technique,
and the three-dimensional scaffolds, created from said material, using rapid prototyping
techniques 7 mm @ and 12 mm height. Creating them with a controlled porous
microstructure and architecture, and the desired macroscopic shape for the treatment
of the defect. The mesenchymal cells chosen to be seeded in these scaffolds and their
subsequent implantation in the animal model were human mesenchymal cells (MSC).
The implant was loaded with osteostatin (OST), which corresponds to the group of
proteins related to parathyroid hormone. In vivo work had already been carried out,
studying the use of this OST-enriched material in the treatment of bone defects, with
promising results. Likewise, the synergistic activity of the implant with zinc loaded with

OST and MSCs for bone regeneration had been verified in vitro.

To check the scaffold's potential for bone regeneration in vivo, a 7.5 mm @ and
12 mm deep critical bone defect was made on the external face of the condyle of both

femurs in 12 adult New Zealand breed female rabbits. The defect was made during a
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surgical intervention, by means of the lateral approach of the femur, with a motorized
drill the defect was created and later it was filled with the scaffold under study. 4
groups were made: scaffold without additives, scaffold + MSC, scaffold + OST, scaffold
+ MSC + OST. The animals were kept in controlled housing and sacrificed 3 months
after the intervention. After which, the distal third of both femurs was extracted for

histological and radiological study using micro-CT and volumetric calculation.

Once the results obtained were analyzed, we were able to verify the
regeneration of the bone defect completely in all cases. In all of them, the formation of
a frame around the implant and the creation of newly formed bone around it was
verified, which could be observed both histologically and radiologically. The
biocompatibility and capacity for osseointegration, as the bone grows on its surface,
and the capacity for controlled degradation of the implant were also demonstrated.
Lastly, it was possible to verify how osteogenic development and differentiation were
improved, due to the synergy relationship between zinc and OST by enhancing the

effect of A(MSC on bone growth.

Finally, it can be concluded that the studied scaffold constitutes a suitable
material for the development of bone substitutes. The results obtained in vivo in the
present work allow us to confirm and quantify the synergistic effect of OST and MSC to
enhance bone regeneration, and contribute to stimulate its development in the field of

tissue engineering
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1. Histogramas
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Imagen 57: Histograma que corresponde al scaffold solo, sin haber sido implantado.

Se observan dos areas de densidades, la primera hasta los 1500 HU y otra de los

1500 a los 6000, con un pico maximo en las 3000 HU.
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Imagen 58: Histogramas que corresponden a las piezas a los que se les implanto el

scaffold sin aditivos, en a los fémures distales izquierdos de los animales 5,6 y 7. Se

observa, en ambos, un area de maxima densidad préoxima a las 1000 HU.
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Scaffold + MSC

vra v
pos— o
Histogram: 01-CT: CT Reconstructed Slices_Rotate ROI Histogram: 01-CT: CT Reconstructed Slices_Rotate ROI
- - y
: -
= —
now Pl ol
ane Otpine -
== =
. o
e -l
oo
=
o
o
-
o]
s |
o
™ o . - 2 o o < -
UNKC
A Hikagrim ¥4
Deta Controls Hatogran Pt
uta et |01-CT) CT Recoratrucied Sk v Histogram: 01-CT: CT Reconstructed Slices_Rotate ROI
Mo bew 100 7 ®,000 T T B e ) L N B S P 0 T Ty o 1o e ) i N TR P T R A 103 BEE P T A
Mn 1000
Max o0 )
Fie Controks 20,000 -
& e Q Update
W 0% | oox
ROt Controls
25,000
RO1 W scatold M
20,000
15,000 1
10,000
5,000
0
bd T
6,000

Imagen 59: Histogramas que corresponden a las piezas a los que se les implanto el
scaffold con MSC, en a los fémures distales izquierdos de los animales 1,2 y 3. Se
observa, en todos ellos, dos areas de mayor densidad préxima a las 1000 HU y a las

2000 HU.
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Imagen 60: Histograma que corresponde al volumen del scaffold con MSC analizado

de forma detallada, calculando un volumen estimado de 195,858 mm®. Se observan

unas areas de mayor densidad en 1000 HU y en 2500 HU.
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Scaffold + OST
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Imagen 61: Histogramas que corresponden a las piezas a los que se les implanto el
scaffold con OST, en a los fémures distales izquierdos de los animales 9 y 10, y en el
fémur derecho del 1. Se observa, en todos ellos, un area de mayor densidad préxima

a las 1000 HU y una segunda area de menor densidad proxima a las 2000 HU.
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Imagen 62: Histograma que corresponde al volumen del scaffold con OST analizado
de forma detallada, calculando un volumen estimado de 116,801 mm®. Se observan

unas areas de mayor densidad en 500 HU y en 1750 HU. Corresponde al fémur

izquierdo del animal 9.
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Imagen 63: Histograma que corresponde al volumen del scaffold con OST analizado
de forma detallada, calculando un volumen estimado de 69,688 mm?®. Se observa un
area de mayor densidad entre 1000 HU y las 2500 HU. Corresponde al fémur derecho

del animal 1.
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Scaffold + MSC + OST

G s vre
= . oz
Histogram: 01-CT: CT Reconstructed Slices Histogram: 01-CT: CT Reconstructed Slices
o ——
.
o A ] |
o ==
== ==
— X o
oo o
e o
-----------------------------------
i e P = i o 8 = m s 5T =
e e
- .
| & Histogrm Y=
I Deta Controks oy o P
l Oato set |0-CT: CF Recoretructed 5b ~ Histogram: 01-CT: CT Reconstructed Slices_Rotated ROI
| No. bve 100 $ 40,000 9 - -
| Mn 1000 -
i 3
Ma 000 -
l 35,000 1
" Pl Controls
' & FOF O Lpdate 1
Dats Q@ Cose
L) 30,000 4
ROT Controks
ROl W caod -
25,000 1
20,000
5,000
10,000
S,000

| 1,000 200 3,000 4000 5,000 6,000
| UNK

|

i

Imagen 64: Histogramas que corresponden a las piezas a los que se les implanto el
scaffold + MSC + OST, en a los fémures distales derechos de los animales 5,10 y 12.
Se observa, en todos ellos, un area de mayor densidad préxima a las 1000 HU y una

segunda area de menor densidad proxima a las 2000 HU.
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Imagen 64: Histograma que corresponde al volumen del scaffold + MSC + OST
analizado de forma detallada, calculando un volumen estimado de 371,955 mm?®. Se
observa un area de mayor densidad entre 1000 HU y las 2500 HU. Corresponde al

fémur derecho del animal 12.
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