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1. Introducción. 

1.1 Funciones del hueso. 

El hueso humano está constituido por un tejido peculiar que cumple una 

serie de funciones esenciales para la vida1, 2: 

- Protección de órganos y aparatos (tórax, pelvis, columna, cráneo). 

- Sostén mecánico para dichos aparatos y sistemas. 

- Función de movimiento: los huesos actúan como palancas sobre las 

que ejercen su acción los músculos. 

- Función hematopoyética. 

- Almacenamiento de minerales (calcio fundamentalmente). 

- Regulación de la respuesta inmune. 

 

1.2 Composición del tejido óseo. 

Existen dos elementos fundamentales que constituyen el tejido óseo: 

- Componente celular. 

- Componente extracelular o matriz, que a su vez se compone de 

fracción orgánica y fracción inorgánica o mineral. 

En total, el componente orgánico del hueso supone el 30% del peso en 

seco del mismo. Dentro de él podemos incluir los elementos celulares (2%) y la 

fracción orgánica de la sustancia intercelular (98%)3, 4. 

1.2.1 Componente celular. 

A) Osteoblastos. 

Estas células derivan de una célula de origen mesenquimal 

llamada “preosteoblasto” que se halla en el periostio y el endostio. Su 

función principal consiste en producir hueso generando una sustancia 

osteoide5 (matriz orgánica) que posteriormente se mineraliza. Los 

osteoblastos que quedan incluidos dentro de esta matriz mineralizada se 

transforman en osteocitos, los cuales tienen un protoplasma rico en 

fosfatasas alcalinas. También intervienen en la regulación del proceso 

de resorción6. 
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B) Osteoclastos. 

Derivan de precursores hematopoyéticos que dan lugar también a 

los monocitos y macrófagos7. Son células redondeadas y voluminosas 

con numerosos núcleos (3-20). Tienen un protoplasma rico en fosfatasas 

ácidas y colagenasa, las cuales son importantes para desempeñar una 

actividad catabólica8. 

Los osteoclastos se encargan de destruir el tejido óseo en 

equilibrio con la formación de éste. Realizan esta función resortiva en 

unas cavidades llamadas “lagunas de Howship”. Lo hacen bombeando 

protones y acidificando el medio para disolver el mineral y que las 

enzimas proteolíticas puedan degradar la matriz orgánica9.  

Estas células son sensibles a la actuación de la PTH y la 

calcitonina por lo que intervienen en la regulación de la calcemia. 

C) Osteocitos. 

Proceden de la transformación de algunos osteoblastos que 

quedan incluidos dentro de la matriz mineralizada y pierden parte de sus 

orgánulos.  

Son las células maduras del tejido óseo y suponen el 90% de las 

células del hueso maduro8. Ocupan unas cavidades que les sirven de 

lecho llamadas “osteoplastos” o “lagunas osteocitarias”. De éstas salen 

los conductos calcóforos que son canalículos a través de los que los 

osteocitos extienden sus prolongaciones para conectarse entre sí y con 

células del ribete. 

Los osteocitos intervienen sobre todo en la transmisión de señales 

mecanosensitivas y en el intercambio entre las células y el 

microambiente10. 

D) Células del ribete. 

Revisten las superficies óseas en fase de reposo. Son células 

aplanadas cuya principal función es comunicar la superficie con los 

osteocitos y el microambiente. 
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1.2.2 Componente extracelular o matriz. 

1.2.2.1 Sustancia intercelular orgánica. 

Se constituye por un entramado proteico que representa el 98% del 

componente extracelular4. Distinguiremos dos grandes grupos de proteínas: 

- Colágeno (90-95%). 

- Proteínas no colágenas (5-10%). 

A) Colágeno. 

Es de tipo I y está constituido por dos cadenas de polipéptidos 

con posibilidad de mineralizarse.  

Todas las fibras de colágeno de cada laminilla ósea se orientan 

de forma paralela aunque esta orientación varía de una laminilla a otra. 

Esto proporciona al hueso su estructura laminar junto con la resistencia 

a la tracción11.  

B) Proteínas no colágenas. 

Son sintetizadas por los osteoblastos. Una de las mas características 

es la “osteocalcina” que va ligada a la mineralización y se utiliza como 

marcador de la actividad osteoblástica. 

El 1% de todas las proteínas no colágenas son los factores de 

crecimiento que actúan como principales reguladores del metabolismo 

de las células óseas12. Destacan entre estos factores: 

o BMP  

o TGF-β 

o FGF  

o PDGF  

o IGF  

Existen múltiples aplicaciones clínicas para estos factores13: 

o Aceleración del proceso de consolidación ósea. 

o Tratamiento de la pseudoartrosis. 

o Tratamiento de defectos óseos. 

Las BMP actúan favoreciendo la diferenciación de las células madre 

mesenquimales hacia osteoblastos o condroblastos14, 15 y abundan en la 

fase precoz de la consolidación de las fracturas16, 17. Existen estudios 

acerca de la eficacia de la BMP-2 para acelerar la consolidación y 

disminuir la tasa de infección incluso en fracturas abiertas18. 
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C) Sustancia fundamental o amorfa. 

Rodea a las células y al sistema colágeno. Contiene 

proteoglicanos, mucopolisacáridos y glucoproteinas.  

Los mucopolisacáridos se presentan en subunidades compuestas 

por moléculas de condroitín y keratán sulfato unidas a un núcleo 

proteico. Dichas subunidades se unen a su vez a una cadena central de 

ácido hialurónico19. 

1.2.2.2 Fracción inorgánica o componente mineral. 

La porción no orgánica de la matriz proporciona al hueso su resistencia y 

rigidez constituyendo además, una gran reserva de mineral. De hecho el 99% 

del calcio, el 85% de fósforo y el 40-60% del sodio y magnesio en el ser 

humano se hallan en el hueso en forma de cristales20. 

La mayor parte del mineral óseo se encuentra en forma similar a la 

hidroxiapatita: 

- 80% fosfato tricálcico. 

- 10% carbonato cálcico. 

- 10% impurezas. 

Los cristales de HA tienen forma hexagonal aplanada y se rodean por 

una capa hidratante de agua e iones (sodio, cloro, potasio y magnesio) 

constituyendo una especie de cemento que rodea y se une a una serie de vigas 

formadas por las proteínas colágenas. Esta unión es lo que confiere al hueso 

sus propiedades mecánicas21. 

1.3 Estructura ósea. 

De modo general los huesos se pueden clasificar por su forma o aspecto 

macroscópico, encontrando así huesos cortos, largos, planos e irregulares. En 

la mayoría de ellos se diferencia una zona externa compacta denominada 

cortical y una interna trabecular denominada esponjosa, tapizadas por tejido 

conjuntivo (periostio y endostio). 

1.3.1 Hueso compacto o cortical. 

El hueso cortical constituye cerca del 80% del esqueleto adulto y posee 

mayor densidad y menor porosidad que el hueso esponjoso. Se compone por 

la aposición de sistemas concéntricos de láminas en número de 8 a 15. Cada 

uno de esos sistemas recibe el nombre de “osteona o sistema haversiano”, el 



Introducción 

6 
 

cual es la unidad funcional fundamental del hueso cortical. En el centro de las 

osteonas se halla el “conducto de Havers”, por el que discurren los vasos y 

nervios. Dichos conductos se intercomunican a través de los “conductos de 

Volkmann”. Entre las propias osteonas existen mas sistemas laminares 

intersticiales.  

Los osteocitos se hallan colocados sobre los sistemas haversianos y se 

intercomunican con los de su propio sistema estableciendo prolongaciones. 

1.3.2 Hueso esponjoso o trabecular. 

Se constituye por una red tridimensional de trabéculas óseas que se 

orientan en función de las cargas que reciben, proporcionando la resistencia 

adecuada según las demandas funcionales. 

El hueso esponjoso tiene un metabolismo 8 veces superior al del hueso 

cortical, reaccionando mucho mas rápido a los cambios en las cargas 

mecánicas que recibe. 

1.3.3 Periostio. 

Es un elemento anatómico importante constituido por una capa de tejido 

conjuntivo que tapiza exteriormente los huesos, uniéndose a ellos a través de 

las fibras de Sharpey. 

El periostio participa en el crecimiento a lo ancho del hueso y en el callo 

de fractura. Se encuentra muy desarrollado en individuos jóvenes, perdiendo 

grosor con la edad. 

La superficie interna del hueso cortical también se halla tapizada por una 

capa de tejido conjuntivo que se denomina endostio y que es mucho menos 

activa que el periostio. 

 

1.4 Microscopía: variantes del tejido óseo. 

1.4.1 Hueso primario, inmaduro o plexiforme. 

El tejido óseo se dispone de manera arbitraria1, sobre todo las fibras 

colágenas y no colágenas. Posee un mayor número de células y mayor 

contenido en agua, lo cual le hace más flexible y deformable17. 

Este tipo de hueso abunda en el feto y el recién nacido, desapareciendo 

progresivamente hasta los 4 años. Posteriormente persisten restos de hueso 

inmaduro en inserciones tendinosas y ligamentarias, alveolos dentarios, 

suturas craneales y huesos del oído. También podemos encontrarlo en la 
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primera fase de formación del callo de fractura, en la enfermedad de Paget, 

osteogénesis imperfecta, hiperparatiroidismo y metástasis óseas. 

1.4.2 Hueso secundario o maduro. 

Organizado en sistemas laminares, en él, las fibras colágenas se 

ordenan en función de las cargas que soportan. En general se puede ver de 

forma sistemática en el esqueleto a partir de los 4 años. 

 

1.5 Formación del hueso: osteogénesis u osteoformación. 

1.5.1 Osificación endomembranosa. 

Afecta a un número reducido de huesos. Existe una producción “directa” 

de hueso sobre una membrana primitiva o maqueta mesenquimatosa19.  

Comienza con un aumento de la vascularización en la zona central de la 

membrana. A continuación se genera una sustancia osteoide que se calcifica 

siguiendo un patrón centrífugo (Ej: bóveda craneal, maxilar inferior, clavícula). 

1.5.2 Osificación endocondral. 

Es el tipo de osificación de la mayor parte de los huesos del cuerpo. 

Sobre un molde mesenquimatoso previo existe una transformación a tejido 

cartilaginoso rodeado por pericondrio. En el centro de esta estructura, donde la 

osificación primaria comienza, los condrocitos se vuelven hipertróficos, 

mineralizan la matriz y se liberan señales para la migración de los 

condroclastos y formación de vasos sanguíneos (factor de crecimiento vascular 

endotelial). 

Los vasos sanguíneos facilitan la llegada de células hematopoyéticas 

que interaccionan con el estroma formando la futura medula ósea. Las células 

del pericondrio responden a señales para convertirse en osteoblastos y 

producir una matriz rica en colágeno tipo I, formando un collarete alrededor de 

la estructura. 

Posteriormente los condrocitos hipertróficos sufren una apoptosis y son 

reemplazados por osteoblastos, encargados de formar la matriz ósea. A 

continuación se desarrollan centros de osificación secundaria en las zonas 

distales de la estructura cartilaginosa, donde de nuevo los condrocitos dejan de 

proliferar, se hipertrofian y producen señales para la formación de vasos 
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sanguíneos y llegada de los osteoblastos. Entre medias de los centros de 

osificación primarios y secundarios, existen zonas de osteoblastos proliferando 

(conocidas como placas fisarias o de crecimiento) que permiten el crecimiento 

en longitud del hueso19, 22. 

1.6 Modelado y remodelado óseo. 

1.6.1 Modelado óseo. 

Permite la formación ósea durante la vida embrionaria e infancia hasta la 

madurez esquelética, adquiriendo su forma definitiva. Consta de dos procesos: 

osificación endocondral y la membranosa. 

1.6.2 Remodelación ósea. 

Es el proceso que sufre el hueso durante toda la vida y que permite 

conservar las propiedades mecánicas y la homeostasis mineral23-25. 

La remodelación se hace a través de las unidades funcionales básicas 

del hueso:  

- Osteonas (hueso cortical). 

- Unidades estructurales elementales (BSU) en el hueso esponjoso. 

En todo momento existe alrededor de un 5% de hueso cortical y un 20% 

de hueso esponjoso en proceso de remodelación. La duración media del 

proceso de remodelado completo son aproximadamente 4-6 meses y consta de 

diferentes fases26, 27. 

1.6.2.1 Fase de activación. 

La remodelación se inicia en zonas que se hallan en reposo, recubiertas 

por células del ribete. Dichas células son capaces de reaccionar ante señales 

de activación de tipo hormonal, mecánicas, etc. 

La activación provoca una degradación de una fina capa de matriz no 

mineralizada situada justo debajo de las células del ribete. Esto permite que los 

osteoclastos entren en contacto con la matriz mineralizada28, 29. 

1.6.2.2 Fase de resorción. 

Se inicia con la diferenciación de precursores osteoclásticos que se 

transforman en osteoclastos maduros8. Estas células modulan su actividad en 

base a estímulos como estrógenos, PTH, citocinas6, etc. 

Una vez adherido a la matriz mineral, el osteoclasto genera un 

microambiente ácido que disuelve la fracción inorgánica. Esto permite que el 
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arsenal enzimático del osteoclasto degrade la matriz orgánica30, obteniendo así 

una laguna de resorción llamada “laguna de Howship”. Esta fase dura unos 30 

dias27. 

1.6.2.3 Fase de reversión. 

Supone el acoplamiento entre la resorción y la formación ósea31. 

Durante 1-2 semanas se produce un reclutamiento de  células 

osteoprogenitoras32. Se ha sugerido que durante la resorción se liberan 

factores estimuladores de la formación ósea incluidos en la matriz como el IGF, 

FGF, TGF-beta, BMP, PDGF33. 

1.6.2.4 Fase de formación. 

Se inicia con la proliferación de las células osteoprogenitoras que 

tapizan el fondo de las lagunas de Howship. Los osteoblastos inician la síntesis 

de la matriz ósea proteica (sustancia osteoide). 

Aproximadamente a los 10-15 días después de este inicio, comienza la 

mineralización, mediante el depósito de cristales de HA en los espacios 

interfibrilares de colágeno. Esta fase dura unos 4-5 meses27. 

1.6.2.5 Fase de reposo. 

En esta fase los osteoblastos son sustituidos por las células del ribete 

que revestirán la superficie ósea hasta una nueva activación de los 

osteoclastos. 

1.6.3 Envejecimiento óseo. 

El equilibrio entre formación y resorción garantiza el mantenimiento de la 

masa ósea. Este equilibrio desaparece con el envejecimiento, debido a una 

disminución progresiva del grosor de las unidades estructurales elementales34, 

35. Durante la menopausia, la disminución de estrógenos provoca una 

aceleración en la remodelación ósea36. Este proceso hace que las trabéculas 

se adelgacen, deteriorándose la microarquitectura y aumentando el riesgo de 

fractura37-40. 

 

1.7 Importancia de la regeneración ósea. 

En la actualidad estamos asistiendo a un incremento considerable en la 

utilización de tejidos y células humanas en la práctica clínica habitual, además 

de en programas de investigación clínica. El tejido óseo es el segundo mas 
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trasplantado y junto con los derivados hematológicos son de lejos los mas 

comunes. 

Mas de 500.000 procedimientos con injerto óseo se realizan anualmente 

en los Estados Unidos y aproximadamente 2.2 millones en todo el mundo con 

el fin de reparar defectos óseos en ortopedia, neurocirugía y odontología41. 

El tratamiento de complicaciones secundarias a patología ósea 

postraumática como retardos de consolidación, seudoartrosis o 

consolidaciones viciosas, suponen actualmente un reto para los profesionales 

sanitarios.  

Las técnicas de regeneración ósea también son importantes en otros 

procedimientos como las fusiones espinales, tumores óseos o deformidades 

congénitas. 

Actualmente el patrón oro en la terapia de los defectos óseos es la 

utilización de injerto corticoesponjoso autólogo de cresta iliaca. La obtención de 

este tipo de injerto se caracteriza por una disponibilidad limitada de hueso y la 

posibilidad de ocasionar morbilidad en el sitio donante. Estas circunstancias 

entre otras, han propiciado el desarrollo de nuevas técnicas de regeneración 

ósea a través de sustitutos naturales o sintéticos, moléculas inductoras y/o 

células con capacidad osteogénica como las células madre mesenquimales. 

Este enfoque ha contribuido en parte al desarrollo de la ingeniería tisular 

ortopédica42. 

 

1.8 Tratamiento de los defectos óseos en la práctica clínica. 

En general el hueso presenta una gran capacidad para la curación, por 

lo tanto suele ser suficiente con obtener una alineación tolerable y una fijación 

estable a la hora de la reconstrucción ósea después de un traumatismo o una 

enfermedad. Incluso existen defectos óseos relativamente grandes que pueden 

ser reparados por mecanismos naturales, como el callo óseo o la producción 

de hueso inmaduro. El injerto o puenteado del defecto óseo puede realizarse 

de forma aguda (por ejemplo relleno del defecto mediante sustitutos óseos)43, o 

de forma continua mediante una distracción del callo con un alargamiento de la 

diáfisis44. Desafortunadamente estas técnicas de puenteo o relleno óseo están 

limitadas a determinados segmentos que permiten una fijación rígida y que 

presentan un adecuado aporte vascular. La mayor de sus desventajas son las 
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limitaciones técnicas y el elevado tiempo necesario para la formación de hueso 

estructural que permita la carga completa. Sin embargo en determinadas 

situaciones clínicas la reparación ósea natural puede ser demasiado lenta o 

inadecuada, por lo tanto se requiere algún tipo de técnica de reconstrucción45.  

El hueso esponjoso se suele utilizar cuando existe únicamente 

necesidad de rellenar un defecto y permitir o favorecer la formación ósea. El 

hueso cortico-esponjoso en bloques se utiliza en los casos que precisan un 

soporte estructural. El hueso esponjoso autólogo presenta las mejores 

propiedades en cuanto a favorecer la formación ósea y además constituye un 

injerto seguro y barato de obtener, aunque presenta algunos inconvenientes 

como son la morbilidad de la zona donante y la disponibilidad limitada de stock 

óseo. 

Un tipo especial de injerto estructural es el que se realiza con peroné 

vascularizado, y que requiere procedimientos de microcirugía para 

anastomosar los vasos. Este tipo de operación provoca una elevada morbilidad 

en el sitio donante, y su uso está limitado fundamentalmente a las 

reconstrucciones tumorales46. Una solución alternativa para el tratamiento de 

los defectos es el hueso homólogo de donantes humanos. En este caso todas 

las células del injerto son destruidas durante el procesado y almacenamiento 

en los bancos de hueso. Éste hecho reduce el riesgo de transmisión de 

enfermedades y reacciones inmunológicas. Sin embargo únicamente posee 

propiedades osteoconductora y osteoinductora, además de necesitar mayor 

tiempo para ser sustituido por hueso nativo comparado con el autoinjerto.  Para 

solventar esta circunstancia se suelen mezclar ambos tipos de hueso y así 

mejorar la capacidad de formación ósea. Otra forma de disminuir el riesgo de 

transmisión de enfermedades es utilizar el hueso homologo en forma de matriz 

ósea desmineralizada la cual presenta las mismas limitaciones de uso que la 

forma mineralizada.  

La osteointegración y revascularización de grandes injertos corticales es 

limitada y frecuentemente se puede hallar como secuestros o fragmentos de 

hueso desvitalizado47. 
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1.9 Ingeniería tisular ortopédica. 

1.9.1 Concepto. 

La ingeniería tisular es un área de conocimiento que ha evolucionado 

mucho en los últimos años. Se han publicado éxitos en la obtención 

crecimiento in vitro de diferentes tejidos como hueso, cartílago, ligamentos, 

músculos y vasos sanguíneos. Estos logros son debidos a un enfoque 

multidisciplinar en el que tiene gran relevancia el rápido avance que ha 

experimentado la biología celular en los últimos años en cuanto al mejor 

conocimiento de las células madre y sus interacciones con el microambiente en 

el que se hallen. Uno de los objetivos claves de la ingeniería tisular ortopédica 

es favorecer o potenciar la diferenciación de las células madre hacia una línea 

osteogénica, para así dentro de un soporte tridimensional, obtener tejido óseo 

in vitro aplicable a la práctica clínica47. 

La ingeniería tisular ortopédica trata de regenerar tejido óseo perdido a 

partir de traumatismos o enfermedades. Para lograr este objetivo se utilizan 

diferentes métodos y técnicas encaminadas hacia la regeneración de tejido 

óseo dinámico con sus diferentes tipos celulares, matriz extracelular y fracción 

mineral48. 

Inicialmente, la respuesta celular ante los biomateriales utilizados es 

estudiada en medios de cultivo in vitro. Posteriormente se comprueba si existe 

regeneración satisfactoria en modelos in vivo, y por último se procede al 

estudio sobre humanos bajo una serie de condiciones éticas previamente 

fijadas49, 50. 

Actualmente no existen guías aceptadas que recojan los requerimientos 

mínimos para la producción de sustitutos o injertos óseos. Esto es en parte por 

la gran variabilidad de materiales disponibles y de defectos óseos que se 

pueden presentar en la práctica clínica. 

Hasta la actualidad, la ingeniería tisular se ha centrado 

fundamentalmente en conseguir injertos que promuevan la osteogénesis en el 

lugar del defecto óseo. Se pueden obtener dichos injertos de dos formas, bien 

mediante la implantación celular sobre estructuras biodegradables 

tridimensionales in vitro, o bien mediante el cultivo de tejido similar al hueso 

normal pero realizado in vitro. Se han empleado gran variedad de formas de 
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cultivo, utilizando señales bioquímicas (factores de crecimiento y citocinas) y 

sistemas de cultivo dinámicos (biorreactores).  Estos sistemas favorecen el 

crecimiento tisular homogéneo mejorando el aporte de nutrientes (en ausencia 

de red vascular) y aportando estímulos mecánicos. Recientemente ha habido 

algunos intentos de obtención de hueso inmaduro o plexiforme junto con una 

red vascular que asegure la pervivencia de injertos voluminosos una vez 

implantados in vivo51, 52 . 

1.9.2 Consideraciones ortopédicas. 

El objetivo fundamental de los profesionales implicados en la 

regeneración tisular ósea es la rehabilitación del paciente que ha sufrido una 

lesión o enfermedad. Para ello se pretende lograr un tejido con integridad 

estructural y un balance adecuado entre formación y reabsorción. En la práctica 

clínica ortopédica habitual nos encontramos a menudo con algunos problemas: 

 El aloinjerto procedente de bancos de tejidos carece de células 

viables, presenta la posibilidad de transmisión de enfermedades o 

reacción inmune, aunque evita la extracción de hueso del propio 

paciente53, 54. 

 El injerto autólogo presenta también limitaciones como la posibilidad 

de ocasionar morbilidad sobre el sitio donante y la cantidad limitada 

de hueso que se puede obtener55. 

 La utilización de injertos artificiales como polímeros56-58 o 

cerámicas48-50, 57 presenta el problema de la carencia celular y un 

limitado soporte estructural. 

El tratamiento quirúrgico de los defectos óseos utilizando auto y 

aloinjerto ha demostrado mejorar la capacidad de reparación de defectos óseos 

en mayor o menor medida. Aunque en la actualidad ninguno de los injertos 

utilizados presenta todas las características ideales: alto potencial 

osteoconductivo y angiogénico, seguridad biológica, escasa morbilidad para el 

donante, diferentes tamaños, fácil acceso u obtención, durabilidad, bajo coste 

etc47, 59. Lo que la ingeniería tisular puede aportar en este sentido es combinar 

los avances en el campo de los biomateriales y de la biología celular, a fin de 

conseguir reunir la mayoría de estas características en un injerto60, 61. 
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El objetivo fundamental de la ingeniería tisular ortopédica es aportar un 

injerto que cumpla en la mayor medida posible las propiedades biomecánicas 

del hueso normal. Los tejidos obtenidos por ingeniería proporcionan las señales 

físicas y biológicas necesarias para estimular el remodelado óseo, 

encaminándose así hacia una integración y reemplazamiento por tejido nativo. 

Los injertos que presentan propiedades mecánicas adecuadas se pueden 

utilizar en sitios de carga, aunque también se pueden utilizar injertos con 

peores propiedades siempre que favorezcan la rápida formación de hueso 

mecánicamente competente. Debido a que el proceso de sustitución por hueso 

sano es bastante largo (1-2 años en ocasiones), se necesita un equilibrio 

perfecto entre la degradación progresiva de injerto y la construcción de hueso 

nativo52. 

1.9.3 Técnicas de andamiaje con biomateriales. 

Los sistemas de andamiaje diseñados para regenerar tejidos deben 

cumplir una serie de características para ser útiles en la práctica49, 57, 58, 62 . 

Deben ser biodegradables y biocompatibles, tener una resistencia mecánica 

adecuada y permitir  un microambiente favorable para la regeneración de 

tejidos a través y alrededor de los mismos. 

La eficacia de la regeneración tisular está relacionada con la estructura 

del injerto, influyendo la porosidad del mismo, el diámetro de poro, la 

interconectividad y la permeabilidad63. La rugosidad de la superficie del injerto y 

las propiedades químicas del mismo influyen en la capacidad de adherencia 

celular al mismo y en la expresión génica de dichas células. 

Se ha investigado con una amplia gama de sustitutos naturales y 

sintéticos para lograr una regeneración ósea aplicable en la práctica clínica. 

Estos materiales se pueden dividir genéricamente en tres categorías: 

polímeros, cerámicas y materiales compuestos. 

En los últimos tiempos se han introducido una nueva clase de materiales 

médicos denominados “polímeros degradables” como el ácido poliglicólico 

(PGA), el ácido poliláctico (PLA), o la mezcla de ambos formando co-polímeros, 

etc. Una ventaja de estos materiales es que son capaces, en semanas o 

meses, de degradarse a dióxido de carbono y agua, permitiendo que los tejidos 

nativos rellenen el espacio que ocupaba el implante. Sin embargo, los 
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polímeros disponibles en la actualidad suelen perder fuerza antes de 

reabsorberse y de que comience el rellenado por tejido nativo y además 

desencadenan reacción inflamatoria local al degradarse64. 

Existe una tendencia actual a diseñar injertos compuestos encaminados 

a mejorar las propiedades mecánicas64-73  (como por ejemplo con las 

cerámicas) o para facilitar la liberación de factores de crecimiento con la 

degradación del material. En este sentido ha supuesto una notable mejora la 

adición de nanofibras de hidroxiapatita a un compuesto de fosfato tricálcico 

beta consiguiendo así un injerto con propiedades mecánicas mejoradas para 

huesos de carga69. 

La función primaria de los injertos óseos es servir como vehículo 

conductor de la formación de nuevo hueso a partir del huésped. Como función 

añadida a ésta, es deseable que tengan una capacidad osteoinductora, 

liberando sustancias (BMP, TGF, IGF…) capaces de atraer células precursoras 

hacia el foco donde se pretende regenerar hueso. Se puede obtener una 

propiedad osteogénica sembrando el injerto con células, ya sean osteoblastos 

o células madre mesenquimales, capaces de producir nuevo hueso. Un buen 

injerto tridimensional debe favorecer la adherencia celular, el crecimiento, la 

diferenciación, la angiogénesis49 y la osteointegración, siendo sustituido 

progresivamente por hueso del huésped74. Además debe adaptarse al contorno 

del defecto para cumplir la función mecánica requerida. Una situación a tener 

en cuenta es que dicho injerto debe ser capaz de mantener todas estas 

propiedades incluso después del proceso de esterilización75. Para lograr esto 

se puede realizar la mezcla del propio injerto con los factores de crecimiento y 

células en el propio foco. 

La modificación de la morfología y propiedades químicas de la superficie 

de contacto de los materiales se ha mostrado efectiva a la hora de mejorar la 

biocompatibilidad. Se ha demostrado que una aumento en la microporosidad 

conlleva un descenso en la proliferación celular y un aumento en la 

diferenciación. La morfología de la superficie de contacto puede ser utilizada 

para inhibir la actividad osteoclástica76. Las superficies hidrofílicas y que 

contienen proteínas han demostrado que favorecen la adhesión y proliferación 

celular77, 78. Una de las formas más frecuentes para obtener estas propiedades 

es el tratamiento con gas plasma (oxígeno, helio y nitrógeno). 
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1.9.4 Terapia celular e ingeniería tisular para reparación ósea. 

Aunque mas adelante se dedicará un capitulo para mejor conocimiento 

de las células madre mesenquimales, es importante mencionar en este 

apartado el rol que desempeñan las mismas dentro del marco de la ingeniería 

tisular. 

Se pueden obtener células que favorezcan la regeneración ósea de 

diferentes fuentes como la médula ósea79, la sangre periférica80, tejido 

adiposo81 y sangre de cordón umbilical82. Para aplicaciones en Cirugía 

Ortopédica, las células madre mesenquimales se pueden obtener a partir de la 

médula ósea y las células progenitoras de la capa más interna del periostio, 

además de las otras fuentes celulares indicadas. De forma alternativa también 

se pueden cultivar osteoblastos obtenidos a través de la médula ósea.  

Se ha demostrado a través de ensayos clínicos que resulta eficaz la 

combinación de aspirado medular o cultivos de células progenitoras con 

polímeros biodegradables62 o cerámicas57 y con factores de crecimiento para 

obtener propiedades de osteoconducción junto con osteogénesis y 

osteoinducción en un injerto. Es importante conocer los genes, proteínas y 

moléculas secretadas por las células ya que pueden influir sobre el 

microambiente del injerto para inducir una adhesión, proliferación y 

diferenciación celular además de la producción de matriz ósea repercutiendo 

en la naturaleza del hueso regenerado83. Por ejemplo, el TGF-β influye sobre la 

diferenciación osteoblástica in vivo y participa en la regulación del remodelado, 

la estructura y las propiedades biomecánicas del hueso84. 

Conviene recordar que la edad es un factor relevante en la capacidad de 

regeneración ósea puesto que mientras los individuos más jóvenes poseen 

células madre mesenquimales en médula ósea en una proporción aproximada 

de 1:10.000, los individuos ancianos poseen una proporción menor 

(1:1.000.000)85. 

Es ampliamente reconocida la necesidad de usar el fenotipo celular 

adecuado para la ingeniería tisular pero no siempre están bien definidas estas 

características fenotípicas. Para la regeneración ósea, las características 

deseables incluyen una alta actividad biosintética (crítica para el desarrollo e 

integración en el huésped), expresión de marcadores osteogénicos y 



Introducción 

17 
 

estabilidad fenotípica (no permitiendo el crecimiento de tejidos inespecíficos o 

no deseados). 

 

1.9.5 Factores de crecimiento y expresión génica. 

Se puede estimular el crecimiento de nuevo tejido a través de la 

liberación por parte del injerto de factores que promuevan la migración, 

proliferación y diferenciación celular86. Se han identificado numerosos factores 

capaces de participar en dicho proceso, como PDGF, IGF, TGF, BMP, IL, IFN y 

G-CSF14, 87. Generalmente los factores de crecimiento se pueden incorporar en 

el injerto, a fin de ser liberados en una zona concreta88, o formar una unión 

covalente con la superficie de contacto del injerto para mejorar la 

osteointegración. Para el tratamiento de problemas de consolidación de 

fracturas se ha diseñado una matriz compuesta de PLGA-HA capaz de liberar 

BMP266.  

Se ha demostrado crecimiento óseo evidente en defectos tibiales 

segmentarios a través del injerto con una matriz modificada por ingeniería 

genética89 utilizando un vector plasmídico que codifica para proteínas que 

favorecen la regeneración ósea. Dicho vector codificaba para la producción de 

BMP2 y fue aplicado a una matriz de fosfato cálcico y colágeno, comparando 

los resultados con la utilización de la misma matriz sin el vector plasmídico. La 

matriz con activación génica se demostró superior en la regeneración ósea de 

defectos tibiales, comparando resultados radiológicos, histológicos y 

mecánicos. Se ha comprobado también la eficacia produciendo nuevo hueso, 

de un injerto compuesto por una matriz biodegradable de fumarato de 

polipropileno y TCP-β con células a las cuales se aplica un vector que codifica 

para BMP790. 

En conclusión, existen evidencias que sugieren que la combinación de 

técnicas de diseño estructural de los injertos con técnicas de terapia génica 

proporcionan, en estudios in vivo, la mayor fuente de hueso entre los injertos o 

implantes evaluados91. 
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1.9.6 Cultivo in vitro. 

El potencial para producir tejidos similares al hueso a partir de células 

madre mesenquimales fue ensayado primero en condiciones estáticas in vitro92, 

93, evaluando diferentes parámetros como la densidad de siembra celular, 

propiedades del sistema de andamiaje, etc. Existen estudios en condiciones de 

cultivo estáticas con diferentes fuentes de células osteogénicas y materiales 

biodegradables incluyendo polímeros naturales y sintéticos94-98, cerámicas99 e 

injertos compuestos95, 100-102. Estos estudios han revelado la importancia de los 

sistemas de andamiaje en 3D para favorecer la comunicación intercelular y 

estimular la osteogénesis, aunque también han puesto de manifiesto las 

desventajas de los sistemas de cultivo estáticos sobre todo en lo que a difusión 

de nutrientes y oxigeno se refiere. 

Para lograr una proliferación celular homogénea y un crecimiento tisular 

en sistemas de andamiaje de gran tamaño se han desarrollado equipos de 

cultivo especiales llamados biorreactores. Éstos son conocidos genéricamente 

como dispositivos en los que se pueden controlar las condiciones de diferentes 

procesos biológicos y bioquímicos como por ejemplo la temperatura, el pH, la 

presión, el aporte de nutrientes y la eliminación de detritus103. La adición de 

células a un injerto estructural en condiciones estáticas tiene como resultado la 

distribución de dichas células por la periferia104 influyendo así en la forma en la 

que el tejido se regenera. Para evitar este fenómeno se han introducido medios 

de cultivo dinámicos usando biorreactores de perfusión directa. De este modo 

se obtienen distribuciones celulares mas homogéneas que cuando se realiza la 

mezcla agitando el contenido de un matraz aumentando así las interacciones 

célula/biomaterial105. El siguiente objetivo es la aplicación mecánica de cargas 

controladas sobre el injerto a fin de obtener una situación en la que la nutrición 

celular sea la adecuada103. La aplicación de una fuerza hidromecánica 

intermitente a un injerto de células estromales de línea osteoblástica de médula 

ósea implantadas en un soporte de fosfato cálcico, contenido todo ello en un 

sistema rotatorio, favorece la diferenciación celular y expresión precoz de 

marcadores osteoblásticos, especialmente la fosfatasa alcalina y el colágeno 

tipo I106.  
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Goldstein107 comparó el crecimiento de células madre mesenquimales 

de médula ósea murina en 4 medios de cultivo diferentes. Concluyó que el 

crecimiento y distribución celular es mas homogéneo en los biorreactores 

rotatorios que en otros medios de cultivo estáticos o matraz agitado. En un 

seguimiento a largo plazo108 también observó que la formación ósea es mayor 

en los biorreactores. Diferentes estudios han demostrado también los efectos 

positivos de los medios de cultivo con flujo continuo para el crecimiento óseo in 

vitro109-115. Se piensa que el movimiento continuo de un medio líquido a través 

de los poros del injerto se aproxima al microambiente que existe en el hueso en 

condiciones normales. Mas recientemente se ha sugerido que una alta tasa de 

flujo junto con un diseño adecuado del recipiente pueden favorecer el 

desarrollo de grandes fragmentos, incluso preconformados, de tejido óseo in 

vitro116. 

1.9.7 Modelos in vivo y ensayos clínicos. 

Uno de los problemas de la ingeniería tisular es predecir la 

reproductibilidad in vivo de los resultados obtenidos in vitro. Para comprobar la 

capacidad osteogénica del injerto, éste se ha implantado en diferentes zonas 

entre las que se incluye tejido no óseo (por ejemplo en el tejido subcutáneo).  

Esto pretende evaluar la capacidad osteogénica, osteoinductora y 

osteoconductora del propio injerto implantado en un lugar donde recibirá 

señales sistémicas y vascularización procedente de los tejidos vecinos.  

Para la evaluación de injertos compuestos con células madre humanas 

se han utilizado modelos animales murinos inmunodeprimidos 

principalmente117-120. Con esto se ha comprobado la capacidad osteogénica de 

este tipo de células interespecie y también se han observado diferencias en la 

formación ósea de dichas especies121. 

La implantación de injertos en lecho óseo sea en zona de carga o no, 

también ha sido evaluada. Se ha encontrado que la maduración del injerto in 

vitro antes de su implantación arroja mejores resultados que la implantación sin 

células o con siembra de éstas en el momento de la misma97, 98. Asimismo se 

conoce que el número de células madre implantadas se correlaciona con el 

potencial osteoformador del injerto122. Esto podría ser utilizado en la práctica 

para predecir los resultados clínicos. 
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Una de las principales ventajas de utilizar ratones como modelo animal 

es el pequeño tamaño del defecto óseo por lo tanto del injerto necesario para el 

estudio (se puede producir in vitro fácilmente). Además se pueden utilizar 

células madre humanas.  Los ensayos con animales de mayor tamaño se han 

realizado también con implantación en hueso, pero sin embargo se han limitado 

a la utilización de células autólogas de la misma especie animal.   

Los ensayos en humanos en su mayoría se limitan a casos clínicos 

aislados y a pequeños ensayos fase I y II123, 124 en los que se usan injertos 

obtenidos por ingeniería genética, habitualmente compuestos por cerámicas 

bioabsorbibles combinados con células madre obtenidas de médula ósea. Los 

resultados confirman la factibilidad y seguridad del procedimiento y la 

capacidad de integración de los injertos. Se prevé obtener mas información con 

ensayos clínicos aleatorizados (fase III). 

 

1.9.8 Vascularización del injerto. 

La vascularización después del implante es de vital importancia para la 

supervivencia, integración y funcionalidad del injerto125. En pequeñas distancias 

(menos de 200-300 micras) el aporte de oxígeno y nutrientes se puede realizar 

por difusión pero en caso de distancias mayores no es posible la supervivencia 

celular. 

1.9.8.1 Pre-vascularización in vivo. 

Los injertos óseos pueden ser implantados en zonas con un rico aporte 

vascular como el tejido subcutáneo, muscular o peritoneo donde pueden ser 

invadidos por una red vascular a través de su superficie de contacto. De todos 

modos, la trama vascular que se forma sigue un patrón desorganizado y es 

inevitable lesionarla al extraer el injerto para trasplantarlo al lugar de interés. 

Se han intentado vías alternativas de pre-vascularización, por ejemplo 

utilizando un vaso sanguíneo (carótida, yugular, safena…) como eje central del 

injerto sembrado con células madre. De esta forma se produce una 

vascularización con neoformación ósea. Posteriormente se recupera el injerto 

vascularizado para implantarlo en el lugar definitivo126. También se ha intentado 

la vascularización configurando una fístula arteriovenosa en un modelo bovino 

donde se implanta el injerto sembrado. En este caso se observó mayor 

supervivencia de las células aunque no se obtuvo hueso neoformado127.  
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1.9.8.2 Factores angiogénicos. 

La vascularización de un injerto implantado se puede acelerar a través 

de la liberación local de factores angiogénicos (VEGF, FGF, PDGF)128. Estos 

pueden incorporarse al injerto de dos formas: mezclando los factores 

directamente con el polímero del injerto (liberación rápida), o bien 

encapsulándolos en microesferas que propician una liberación mas 

controlada129.  

La liberación de VEGF en injertos de PLGA implantados en defectos 

craneales en modelo murino mostró un incremento en la vascularización y en la 

producción de tejido mineralizado130. La combinación de factores angiogénicos 

con factores osteoinductores (BMP4) y con células estromales de médula ósea 

es capaz de promover la osteogénesis en lugares ectópicos e incrementan la 

cantidad de hueso neoformado comparado con cualquiera de los factores solo 

o combinación de dos de ellos131. 

 

1.9.8.3 Pre-vascularización in vitro. 

El cultivo in vitro de tejidos obtenidos por ingeniería genética con células 

osteogénicas y angiogénicas a la vez constituye una técnica con resultados 

esperanzadores132. Como fuente de células angiogénicas se pueden utilizar 

células endoteliales adultas, o como se ha sugerido mas recientemente, células 

madre mesenquimales133-135. Estas células generan  una trama vascular dentro 

del injerto y tienen la capacidad de anastomosar estos vasos con los del 

huésped. Las células endoteliales no solo son importantes para la formación 

vascular sino también para la diferenciación e interacción con las células 

osteogénicas136. Se ha comprobado que el co-cultivo de ambos tipos celulares 

alarga la vida de las células endoteliales137 y acelera la expresión de un 

fenotipo osteogénico en las células osteoprogenitoras138, 139. A pesar de ello 

algunos ensayos han informado de la posibilidad de que las células 

endoteliales puedan inhibir la diferenciación de las células madre 

mesenquimales a osteoblastos maduros140. Esto último puede deberse a las 

condiciones del cultivo o que los tipos celulares se hallasen en diferente estadio 

de maduración pero deja entrever que se necesitan más estudios para 

comprender mejor el funcionamiento del co-cultivo celular.  
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1.10 Células madre. 

Existe cierta confusión a la hora de definir lo que es una célula madre, en 

parte debido a las referencias que se hacen en la literatura a la hora de 

describirlas. Se pueden encontrar términos como “inmortales”, “ilimitadas” o 

“capaces de proliferar de forma contínua”141. 

Las células madre son aquellas que tienen tres características 

fundamentales: a) Capacidad de proliferación, b) Capacidad de diferenciación 

hacia distintos tipos celulares y c) Capacidad de auto-renovación. Debido a 

éstas características, juegan un papel esencial en la organogénesis durante el 

crecimiento embrionario y en la regeneración tisular142. 

Basándonos en la capacidad de diferenciación, es posible clasificar las 

células madre en los siguientes tipos143: 

 Células totipotenciales: Pueden dar lugar a células de todos los 

tejidos embrionarios y la placenta. El cigoto es el mejor ejemplo.  

 Células pluripotenciales: Pueden formar células de distintos tejidos 

embrionarios (ectodermo, endodermo y mesodermo). Las células 

madre embrionarias (ESC) son un ejemplo de este grupo. 

 Células multipotenciales: Se diferencian únicamente hacia células de 

una única línea embrionaria o un tejido concreto. Ejemplos de este 

grupo son las células mesenquimales y la célula madre 

hematopoyética respectivamente 

El uso terapéutico de las ESC es aún controvertido, no solo por los 

problemas éticos y legales144 sino también por el desarrollo de neoplasias 

(teratomas)145. 

A diferencia de ellas, las células madre adultas no producen teratomas y 

pueden obtenerse en cantidades adecuadas para la terapia regenerativa 

autóloga o alogénica. En contrapartida, estas células presentan una capacidad 

de diferenciación y proliferación limitada146. 

Recientemente se ha producido un notable aumento en el interés 

científico por un tipo específico de célula madre que se halla en la médula 

ósea, denominada célula madre mesenquimal (MSC)147 debido a sus 

propiedades únicas aplicables a la regeneración tisular y que conoceremos 

posteriormente. 
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1.10.1 Nicho de células madre: estructura y función. 

Normalmente las células madre adultas se hallan en un microambiente 

específico denominado “nicho”, el cual, juega un papel fundamental en la 

regulación del comportamiento de dichas células madre y la homeostasis de 

diversos tejidos. 

En el caso de la médula ósea, el nicho hematopoyético contiene, entre 

otros tipos celulares, diferentes células de línea osteoblástica148 en diferentes 

fases de desarrollo como preosteoblastos, osteoblastos y osteocitos, junto con 

fibras de colágeno y depósitos minerales de calcio y fosfato149. Esta cavidad 

también contiene fibroblastos, macrófagos, células endoteliales y adipocitos. 

Hasta ahora se han identificado 2 tipos de nichos en la médula ósea, 

que intervienen en la regulación de las propiedades de las células madre 

hematopoyéticas150: el nicho osteoblástico y el nicho vascular151. Las células 

mas diferenciadas se localizan en el nicho vascular, donde existe una mayor 

cantidad de oxígeno, que permite la diferenciación y la movilización celular 

hacia sangre periférica. Las células madre mas indiferenciadas se encuentran 

cercanas al endostio, en contacto con los osteoblastos (nicho osteoblástico) y 

en una zona con menor presencia de oxígeno. Las señales producidas entre 

los osteoblastos y las células madre son cruciales en el mantenimiento y 

activación de éstas últimas149, 152, 153. Los osteoblastos producen citocinas que 

regulan la función de las células madre y entre ellas se encuentran el G-CSF, 

M-CSF, GM-CSF, IL1, IL6, etc148, 149.  
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Figura 1: Esquema del nicho hematopoyético en la médula ósea. 

 

1.10.2 Células madre mesenquimales. 

Las células madre mesenquimales son las precursoras de la mayoría de 

las células que forman el nicho hematopoyético de la médula ósea. No sólo 

están presentes en la médula ósea, sino que existen células con características 

similares en otros tejidos y órganos como la placenta, sangre de cordón 

umbilical, tejido adiposo, músculo, hígado o pulmón entre otros154. Este tipo 

celular, durante los últimos años se ha convertido en objetivo de un gran interés 

científico debido a su capacidad para diferenciarse en células de estirpe 

mesodérmica, incluyendo fibroblastos, osteoblastos, condroblastos y 

adipocitos155. También ha generado importantes expectativas debido a su 

capacidad de expansión in vitro sin comprometer su estabilidad genética156. 

Además las MSC tienen una fuerte actividad inmunomoduladora in vivo e in 

vitro, siendo incluso células inmuno-privilegiadas157, 158 ya que son capaces de 

escapar a la respuesta inmune del huésped. Esto parece ser debido a su 

escasa inmunogenicidad que obtiene a base de expresar unos niveles muy 
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bajos de moléculas tipo 2 del complejo mayor de histocompatibilidad. Las MSC 

no expresan moléculas co-estimuladoras como CD40, CD80 o CD86, las 

cuales están implicadas en la activación de los linfocitos T. Además, también 

liberan moléculas bioactivas que se ha demostrado que inhiben a los linfocitos 

T, B, células NK o células dendríticas derivadas de los monocitos, además de 

favorecer la expansión de linfocitos T reguladores159. 

Para minimizar la creciente dificultad de comparar y contrastar los 

resultados de estudios, en 2006, el Comité de Células Madre Mesenquimales y 

Tisulares de la Sociedad Internacional de Terapia Celular propuso unos 

criterios mínimos para definir a las MSC basados en características fenotípicas 

y funcionales160: 

 Deben mostrar adherencia a plásticos cuando son cultivadas in vitro 

en condiciones estándar. 

 Han de ser negativas para marcadores hematopoyéticos: CD45, 

CD34, CD14 o CD11b, CD79α o CD19 y HLA tipo II, y deben ser 

positivas para los antígenos de superficie CD105, CD73 y CD90. 

 Debe demostrar, en condiciones estándar in vitro, capacidad de 

diferenciación multilineal hacia osteocitos, adipocitos y condrocitos. 

En el nicho medular las células estromales y la matriz extracelular 

proporcionan soporte estructural y funcional para acabar formando un sistema 

tridimensional donde se regula la proliferación, diferenciación y migración 

celular a través de interacciones célula-célula o célula-sustrato161. 

Desde hace tiempo se han venido realizando estudios intentando imitar 

el microambiente de la médula ósea mediante sistemas de cultivo 3D162. Dicho 

intento se ha realizado añadiendo citocinas, factores de crecimiento y/o células 

estromales. Empleando sistemas de cultivo 3D se puede inducir un mayor 

contacto entre las células madre y las estromales, favoreciendo así un mayor 

crecimiento y capacidad de diferenciación celular en comparación con sistemas 

2D163-166. 
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1.11 Biomateriales y sustitutos óseos. 

Cuando existe la necesidad de rellenar y recuperar defectos óseos, el 

hueso autólogo se ha mostrado como el sustituto mas adecuado, aunque 

presenta una serie de inconvenientes que limitan su uso58. Es debido a esto por 

lo que se utilizan sustitutos164. Existen unas características fundamentales 

deseables para un sustituto ideal165, 166: 

 Osteogénesis: se basa en la capacidad para producir nuevo hueso 

por lo que debe aportar células capaces de hacerlo. 

 Osteoinducción: representa la estimulación y activación de las células 

progenitoras que pasan a ser osteoblastos y que es llevada a cabo 

por una serie de mediadores que pueden ser incorporados en un 

injerto o sustituto. 

 Osteoconducción: es la propiedad de actuar como andamiaje o 

soporte para el crecimiento de capilares y la invasión por células 

osteoprogenitoras. 

 Osteointegración: es la capacidad para quedar incluido formando 

parte del hueso nativo o huésped. 

Existen además una serie de características deseables para los 

sustitutos óseos como biocompatibilidad, facilidad de uso, bioabsorbible, o 

coste-efectividad. Gran número de sustitutos óseos se comercializan en la 

actualidad. Varían en la composición, mecanismo de acción y en otras 

características especiales. La siguiente tabla clasifica diferentes sustitutos 

óseos en función de su cualidad predominante. 
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OSTECONDUCCIÓN 

 

Cementos de fosfato cálcico 

Cerámicas 

Colágeno 

Polímeros sintéticos 

 

 

 

OSTEOINDUCCIÓN 

 

Matriz ósea desmineralizada (DBM) 

Proteínas morfogenéticas óseas (BMP) 

Factores de crecimiento 

 

 

OSTEOGÉNESIS 

 

Aspirado de médula ósea (BMA) 

 

 Tabla 1: Cualidades de los sustitutos óseos. 

 

1.11.1 Autoinjerto. 

El hueso autólogo es considerado el “gold estándar” en la reparación de 

defectos óseos ya que posee unas propiedades óptimas de osteoinducción, 

osteogénesis y osteoconducción166. 

La cresta iliaca del paciente es el sitio donante mas utilizado ya que 

proporciona fácil acceso a un hueso esponjoso de calidad y en cantidades 

importantes. Por otro lado, la obtención de injerto autólogo y en particular de 

cresta iliaca, presenta una serie de desventajas como el alargamiento de la 

cirugía o la disponibilidad limitada de hueso. Este proceso puede producir una 

morbilidad en el sitio donante, habiéndose descrito complicaciones en el 8-20% 

de los casos167, 168, 169: 

 Dolor crónico en la zona donante 

 Fractura pélvica 

 Lesión arterial o nerviosa 

 Herniaciones 

 Defectos estéticos 
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 Pérdida sanguínea excesiva 

 Hematoma voluminoso 

 Infección 

 Lesión ureteral 

A pesar de poseer óptimas condiciones como sustituto, el autoinjerto, 

puede fallar en la práctica clínica debido a que los elementos celulares no 

sobrevivan al proceso de trasplante.  

1.11.2 Aloinjerto. 

El injerto heterólogo o aloinjerto, es habitualmente, la segunda opción 

mas elegida por los cirujanos para el rellenado de defectos óseos. La mayor 

disponibilidad de este tipo de tejido, ha permitido la aparición de injertos 

preformados o customizados, como chips, tiras, etc. 

El hueso heterólogo tiene mayores limitaciones en cuanto a las 

características esenciales, lo cual proporciona resutados clínicos variables. Lo 

podemos encontrar preparado de diferentes formas: 

 Fresco: apenas se usa debido al riesgo de generar respuestas 

inmunes y transmitir enfermedades como el VIH, VHB, VHC, 

infecciones bacterianas, procesos malignos, o toxemias170. 

 Congelado: el proceso de conservación estándar es de 1 año a -

20ºC y posteriormente 5 años a -70ºC 

 Congelado en seco o liofilizado: el procesado comienza con un 

doble lavado en una solución antibiótica. Se completa la 

esterilización con óxido de etileno o radiación gamma. 

Posteriormente se congela a -70ºC y se deshidrata hasta el 5%. 

No se han detectado casos de transmisión de VIH con este tipo 

de injerto. Asimismo, es el menos inmunogénico de los 3 tipos de 

aloinjerto pero también es el menos osteogénico y osteoinductor  

y presenta las peores propiedades mecánicas. La rehidratación 

dentro del hueso del propio paciente ocasiona fracturas micro y 

macroscópicas con un descenso adicional de la fuerza de soporte 

de un 50%. 
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Debido al riesgo de transmisión de enfermedades, el aloinjerto se 

somete a una serie de procesos que pueden debilitar las propiedades 

biológicas y mecánicas iniciales. Durante este proceso, la congelación e 

irradiación eliminan el componente celular disminuyendo la inmunogenicidad y 

la capacidad osteogénica171, 172. 

Actualmente la posibilidad de transmitir enfermedades virales es 

sensiblemente menor que con los hemoderivados, aunque se han descrito 

casos de VIH y VHC fundamentalmente. La probabilidad de contagio de VIH se 

estima en 1 caso por cada 1.6 millones, comparado con 1 por cada 450.000 en 

la trasfusión de derivados hematológicos173, 174, 175. 

En la siguiente tabla se pueden observar una comparativa de las 

propiedades básicas de los tipos básicos de injerto176. 

  

Osteogénesis 

 

Osteoinducción 

 

Osteoconducción 

 

Soporte 

estructural 

 

AUTOINJERTO 

ESPONJOSO 

 

+ + + 

 

+ + + 

 

+ + + 

 

NO 

 

AUTOINJERTO 

CORTICAL 

 

+ + 

 

+ + 

 

+ + 

 

+ + + 

 

ALOINJERTO 

ESPONJOSO 

 

 

NO 

 

+ 

 

+ + 

 

NO 

 

ALOINJERTO 

CORTICAL 

 

NO 

 

NO 

 

+ 

 

+ + + 

 

Tabla 2: Comparativa tipos de injerto 
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Material  Injerto Osteoconducción Osteoinducción Osteogénesis Ventajas 

Hueso 

Autoinjerto +++ ++ ++ Gold standard 

Aloinjerto +++ + - 
Diferentes 

formas 

Biomateriales 

DBM + ++ - 
Suple a las 

BMP 

Colágeno ++ - - 

Vehículo 

formación 

ósea 

Cerámicas 

TCP/HA + - - Biocompatible 

Cemento 

fosfato 

cálcico 

+ - - 
Soporte 

estructural 

Injertos 

compuestos 

TCP-β 

BMA 
+++ ++ ++ 

Amplio 

suministro 

BMP 

sintéticas 
- +++ - 

Amplio 

suministro 

 

Tabla 3: Propiedades de los diferentes tipos de sustitutos 
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1.11.3 Biomateriales. 

1.11.3.1 Matriz ósea desmineralizada (DBM). 

Se puede obtener a través de la descalcificación de hueso cortical y 

posteriormente siendo procesada a fin de reducir la inmunogenicidad y riesgo 

de transmitir enfermedades. 

La matriz ósea conserva el colágeno que forma parte de la estructura 

normal del hueso e incluso conserva parte de los factores de crecimiento, 

pudiendo ser más osteoinductor que el aloinjerto no desmineralizado177. 

Aun así, los resultados clínicos no son uniformemente buenos, lo cual se 

atribuye parcialmente a las diferentes formas de procesar el DBM. Este se 

puede adquirir en diferentes formas como gel, pasta moldeable, tiras flexibles, 

cemento inyectable, etc. 

A pesar de todo lo mencionado, el DBM se utiliza más como 

complemento del injerto que como sustituto propiamente dicho178, 179. 

 

1.11.3.2 Colágeno. 

La matriz ósea extracelular es rica en colágeno, el cual presenta una 

serie de propiedades180: 

 Favorece la mineralización 

 Promueve angiogénesis 

 Producción de factores de crecimiento 

 Ambiente favorable para la regeneración ósea 

Uno de los principales problemas es que tiene cierto potencial 

inmunógeno y ofrece un soporte estructural mínimo.  

El colágeno, de forma aislada, ofrece pobres resultados como injerto, 

aunque aumenta significativamente la incorporación de otro injerto cuando se 

utiliza conjuntamente con BMP, células osteoprogenitoras o HA. Habitualmente 

lo podemos encontrar como componente de otros sustitutos óseos (gel, 

gránulos, cerámicas de HA o TCP), y aunque solos han demostrado resultados 

poco consistentes, si son efectivos como complemento181, 182. 
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1.11.3.3 Sustitutos sintéticos. 

En este campo se han producido considerables avances respecto a la 

pasada década, de modo que éstos materiales, podrían pronto alcanzar 

resultados comparables con el auto y el aloinjerto41. 

Este tipo de materiales poseen al menos 2 de las características del 

injerto ideal: osteointegración y osteoconducción. Los sustitutos sintéticos, en 

condiciones ideales, deberían ser biocompatibles, producir mínima reacción 

fibrótica y permitir el remodelado junto a la formación de nuevo hueso. 

Desde un punto de vista mecánico, deberían alcanzar la misma fuerza 

que el hueso cortical o esponjoso al que reemplaza, además de mantener un 

módulo de elasticidad similar, a fin de evitar una fractura por fatiga. Los 

compuestos que demostraron estas características, estaban formados 

básicamente por calcio, sílice o aluminio. 

Las desventajas que presentan en la práctica clínica incluyen180, 183: 

 Escasa y poco predecible reabsorción 

 Dificultad de manipulación (HA coralina) 

 Resultados clínicos pobres, con reacción inflamatoria 

ocasional tipo cuerpo extraño (polímeros degradables) 

Estos inconvenientes podrían ser superados por los nuevos compuestos 

especiales de cerámica. 

1.11.3.4 Cerámicas. 

Son sustitutos sintéticos hechos a base de fosfato cálcico (TCP y HA 

principalmente). Se han venido utilizando en Ortopedia y Odontología desde la 

década de los 80. 

Utilizadas de forma aislada, las cerámicas no poseen capacidad 

osteoinductora ni osteogénica. Suponen además un escaso soporte estructural.  

Tanto el TCP como la HA pertenecen a este grupo aunque inducen un 

tipo de respuesta diferente en el huésped. El TCP poroso es reabsorbido por el 

foco a medida que el nuevo hueso crece, mientras que la HA permanece mas 

tiempo. La superficie de los sustitutos de TCP favorece la integración con el 

hueso huésped vecino y también la resorción y formación ósea184. La HA al 

tener una tasa de reabsorción mas lenta, puede generar focos de estrés 
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mecánico. Esta es una de las principales razones por la que estos materiales 

tienden a usarse de forma compuesta (HA+TCP o HA+hueso autólogo)185. 

Una cerámica con elevada porosidad y baja densidad estructural 

proporciona un gran lecho para la angiogénesis y el crecimiento óseo. Aunque 

en principio carece de fuerza de soporte, progresivamente la va adquiriendo, a 

medida que se va rellenando de hueso esponjoso186. 

El fosfato cálcico inyectable es una cerámica compuesta que actúa como 

cemento para rellenar defectos. Contiene TCP-α mezclado con carbonato 

cálcico y fosfato monocálcico monohidratado. Es preparado en forma líquida de 

manera que se puede inyectar en defectos óseos o fracturas, donde 

posteriormente fragua sin reacción exotérmica significativa. En ese momento el 

cemento ofrece una resistencia similar al hueso esponjoso normal. 

Posteriormente presenta un largo periodo de remodelado siendo en ocasiones 

completamente sustituido por hueso187.  

El TCP-β ultraporoso, fue diseñado imitando la estructura del hueso 

esponjoso y es otro sustituto cerámico compuesto por un 90% de “vacío” y por 

una estructura porosa que tiene orificios de 1-1000 micras (rango óptimo para 

osteoconductividad 150-500 micras). Esta porosidad favorece la actividad 

fagocítica y la infiltración por células osteoformadoras, nutrientes y factores de 

crecimiento188. Este sustituto está disponible en dos formas de presentación: 

gránulos y bloques. 

1.11.3.5 HA coralina. 

Deriva del coral marino, puede ser natural o sintética y está compuesta 

por una estructura porosa de fosfato cálcico similar al hueso esponjoso 

humano. Su propiedad fundamental es la osteoconducción. Presenta una 

resistencia elevada frente a la compresión pero baja frente a la tracción. 

La HA coralina ha sido utilizada en el tratamiento de fracturas de meseta 

tibial como material para rellenar defectos, arrojando resultados comparables a 

los del hueso autólogo. Recientemente se ha usado como vehículo de algunos 

factores de crecimiento y BMP189. 

1.11.3.6 Injertos compuestos (biológicos/sintéticos). 

Una de las opciones quirúrgicas emergentes mas prometedoras es el 

uso de injertos compuestos que contengan células osteogénicas y factores de 

crecimiento (ej. BMP2 y BMP7) en una matriz sintética osteoconductora. 
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En ensayos preclínicos y clínicos realizados han arrojado resultados 

comparables con el alo y autoinjerto. 

Estos compuestos, potencialmente, pueden proveer las 3 características 

fundamentales de los injertos óseos: osteogénesis, osteoinducción y 

osteoconducción. Además lo hacen en condiciones ideales puesto que no 

presentan las desventajas de los autoinjertos. 

Algunos ejemplos son: 

 DBM/compuestos sintéticos 

 TCP-β ultraporoso/BMA 

 Factores de crecimiento/compuestos sintéticos 

 BMP/PLA o PGLA 

 BMP/BMA/PGLA 

 

1.11.4 Conclusión. 

La terapia génica y la ingeniería tisular proveerán en un futuro, nuevos 

sustitutos que junto con factores de crecimiento, compondrán nuevos sustitutos 

biológicos. A éstos se les podrá incorporar células osteoprogenitoras, 

obteniendo así las mejores propiedades posibles para el tratamiento de 

defectos óseos. 
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2. Hipótesis  

 El empleo de MSC humanas sobre un soporte de TCP-β podría 

inducir la reparación de una lesión ósea crítica mediante 

regeneración en un modelo de xenotrasplante en conejos 

inmunocompetentes. 

 

3. Objetivos 

 Analizar la viabilidad y el comportamiento de las MSC en un soporte 

de TCP. 

 Evaluar macroscópicamente los efectos producidos por el implante 

de MSC y TCP-β en lesiones óseas de tamaño crítico producidas 

artificialmente en cóndilo femoral de conejo.  

 Examinar histológicamente los cóndilos femorales pasado un tiempo 

para comprobar la supervivencia, proliferación y diferenciación de las  

MSC en el nicho lesional. 

 Estudiar comparativamente los resultados entre la aplicación de TCP-

β aislado o asociado a MSC. 
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4. Material y métodos. 

 El experimento consistió en provocar un defecto óseo irreparable “per 

se” en cóndilo femoral de conejo y añadir a dicho defecto TCP-β junto con MSC 

humanas. En el fémur contralateral se realizó el mismo procedimiento pero sólo 

con TCP-β, sirviendo como control. Posteriormente se realizó un análisis 

histológico y estadístico para comprobar la capacidad de regeneración ósea 

que se obtiene con esta técnica. 

4.1 Obtención de las células mesenquimales. 

4.1.1 Pacientes. 

 Todos los procedimientos se hicieron bajo aprobación del Comité Ético 

de Investigación Clínica (CEIC) del Hospital Universitario de Salamanca y de 

acuerdo con la Declaración de Helsinki de 1975, revisada en 2000, y con la 

obtención del consentimiento informado de cada paciente incluido en el 

estudio. Durante la intervención de cirugía espinal a la que fueron sometidos 

los pacientes se extrajeron 5 ml de médula ósea mediante aspirado de la cresta 

ilíaca para la obtención posterior de las células mesenquimales. 

4.1.2 Aspirado de la cresta iliaca. 

La extracción de la médula ósea (MO) humana (5 mL) se realizó bajo 

anestesia general, durante la cirugía espinal de pacientes sometidos a una 

artrodesis vertebral, en los cuales de forma habitual se toma un aspirado de la 

cresta iliaca posterosuperior para su mezcla con un carrier y autoinjerto para 

obtener la fusión. Todas las intervenciones se realizaron en el Servicio de 

Traumatología del Hospital Universitario de Salamanca. Se utilizaron tubos 

estériles (Venoject; TerumetID) a los que se añadió heparina libre de aditivos 

(Heparina 5000Ulm/; Seromed Biochrom KG), reconstituida con agua destilada 

(Vitulia estéril; Laboratorios ERN, Sal), para su transporte al laboratorio de 

Terapia Celular del Hospital Universitario de Salamanca. 

4.1.3 Separación de las células mononucleadas. 

 Tras aspirar la MO primero en jeringa con una aguja de 25G y después 

con otra aguja de 18G para asegurar la ausencia de coágulos y restos de 
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fibrina de la muestra, se procedió a la separación de las células 

mononucleadas (CMN) mediante centrifugación en gradiente de densidad. 

 Para ello se diluyó la muestra en medio Hanks (Gibco, Invitrogen) hasta 

tener un volumen de 12 mL y se homogeneizó. Esta dilución se añadió a dos 

tubos a los que previamente se había añadido 4mL de Ficoll-Hypaque 

(Biochrom KG, Berlín, Alemania) y se centrifugó a 1500 rpm durante 30 

minutos. Tras recuperar las CMN de la interfase se realizaron dos lavados con 

Hanks (10 minutos a 1200 rpm), y se resuspendió el botón celular en 1 mL de 

DMEM (Gibco BRL, Paisley, Reino Unido), procediéndose al recuento celular 

en una cámara de Neubauer. (Figura 1). 

 

Figura 2: Separación de células mononucleadas por gradiente de densidad. A) Muestra MO. B) 
Dilución de la muestra con Hanks. C) Muestra diluida sobre Ficoll. D) Interfase en la que están 
presentes las CMN. 

 

4.1.4 Aislamiento y expansión. 

 Las CMN se plantaron a una concentración de 106 CMN/cm2 en una 

placa de cultivo que contenía DMEM con 10% de suero bovino fetal (SBF; Bio 

Whittaker, Bélgica) y 1 % de penicilina-estreptomicina, y se incubaron a 37°C 

en una atmósfera con 5% de CO2. El medio se recambió 2 veces por semana 

(Figura 2). 
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   Cultivo inicial                                       Expansión                                          Confluencia 

Figura 3: Aislamiento y expansión. 

 

 Tras alcanzar las células adherentes una confluencia mayor del 80% de 

la superficie de la placa de cultivo, se procedió a subcultivar nuevamente las 

células a una menor concentración en nuevas placas de cultivo. Este 

procedimiento se denomina "pase". Para realizar el pase del cultivo, se retiró el 

medio de expansión, se lavó con PBS y posteriormente se añadió la tripsina 

(Gibco BRL, Paisley, Reino Unido) dejándola actuar de 6 a 8 minutos en el 

incubador a 37°C. A continuación se añadió medio con DMEM y 10% de SBF 

para neutralizar la acción tóxica de la tripsina, se recogió la suspensión celular 

obtenida y se centrifugó durante 10 minutos a 1200 rpm, decantándose el 

sobrenadante, y procediendo a contar las células resultantes, para proceder a 

replantar, esta vez (y también en pases sucesivos) a una concentración de 

2.5x103 células/cm2. En todos los casos, las MSC se expandieron hasta el 

tercer pase antes de proceder a los estudios inmunofenotípicos y de 

diferenciación multilineal, y a los estudios experimentales en el modelo animal, 

pues en este momento la pureza del cultivo de MSC supera el 98%, pues las 

células hematopoyéticas residuales se han ido retirando con los sucesivos 

recambios del medio de expansión. 

4.1.5 Caracterización inmunofenotípica. 

 Tras el tercer pase, para la caracterización inmunofenotípica en el 

citómetro de flujo de las muestras obtenidas, los cultivos se tripsinizaron y se 

resuspendieron en PBS para el posterior marcaje con los anticuerpos 

monoclonales conjugados con los siguientes fluorocromos (Tabla 4) de 
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fluoresceína (FITC), ficoeritrina (PE), ficoeritrina-cianina-5(PCy5) y clorofil 

peridina (PerCP) o aloficocianina (APC) según las siguientes combinaciones: 

  

 CD90-FITC / CD73-PE / CD45-PCy5 / CD34-APC  

 CD105-FITC / CD166-PE / HLAOR-PerCP / CD19-APC  

 CD14-FITC / CD106-PE / CD45-PCy5  

 Control isotípico  

 

Los anticuerpos monoclonales empleados se obtuvieron de Becton-

Dickinson-Bioscience (BDB; San José, USA), salvo el C0105-FITC, que se 

adquirió a InmunoStep (Salamanca, España). Tras incubación a temperatura 

ambiente 15 minutos en oscuridad, se retiró el exceso de anticuerpo lavando 

con PBS. El botón obtenido fue resuspendido en 0.5ml de PBS, y la muestra 

fue adquirida en un citómetro de flujo FACSCalibur (BDB) con longitud de onda 

de 488nm, calibrado y compensado específicamente para el estudio de las 

MSC. 

 

 

 

Tabla 4: Anticuerpos monoclonales para el estudio del inmunofenotipo de las MSC 

 

                             FLUOROCROMO          CLON              ISOTIPO            CANTIDAD CEL/106  
 
CD 14                          FITC                        M5E2            Mouse IgG2b K                  10  IJL 
 
CD90                           FITC                         5E10            Mouse IgG1 K                     2  IJL 
 
CD105                         FITC                       2H6F11         Mouse IgG1                       10  IJL 
 
CD73                            PE                           AD2              Mouse IgG1 K                    10  IJL 

 

 
CD106                          PE                         51-10C9        Mouse IgG1 K                    10  IJL 

 

 
CD166                          PE                           3A6              Mouse IgG1 K                    10  IJL 

 

 
CD45                         PE-Cy5                      HI30             Mouse IgG1 K                    10  IJL 

 

 
HLA-DR                   PerCP Cy5.5               L243             Mouse IgG23 K                10  IJL 

 

 
CD19                           APC                         HIB19           Mouse IgG1 K                    3  IJL 
 
CD34                           APC                           581             Mouse IgG1 K                     3  IJL 
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Se adquirieron al menos 105 células por cada muestra. La adquisición se 

realizó utilizando el programa CellQuest y el análisis empleando el programa 

Paint-a-Gate Pro, ambos de Becton-Dickinson-Biosciences (BDB). Para cada 

antígeno se calculó el cociente entre de la intensidad media de fluorescencia 

(MFI, del inglés "Mean Fluorescence Intensity”) para ese antígeno y la 

intensidad del control isotípico correspondiente. 

 

4.1.6 Diferenciación multilineal de las MSC. 

 

 Con el objetivo de demostrar la capacidad de diferenciación de las MSC 

del aspirado medular en cresta ilíaca se indujo su diferenciación in vitro hacia 

condrocito, osteocito y adipocito según los métodos que se resumen a 

continuación. 

 De cada muestra se sembraron 4 placas de cultivo de 9,6 cm2 de 

superficie de tipo "slide fiask" (Nunc, Dinamarca), a razón de 5x103 células/ cm2 

incubándose hasta obtener una confluencia del 80%. De estas 4 placas, 2 se 

usaron para la diferenciación adipocito y 2 para la de osteocito. 

 En el caso de la diferenciación a osteocito se incubaron con medio de 

diferenciación específico (NH Osteodiff Medium, Miltenyi Biotec, Alemania), 

recambiando el medio cada 3-4 días. Transcurridos 10 días se lavaron los 

cultivos con PBS y se fijaron con una solución de etanol frío al 70% durante 10 

minutos. Tras lavarlas con PBS, se incubaron durante 20-30 minutos con 5-

bromo-4-cloro-3-indol fosfato nitro azul de tetrazolio (BCIPNBT, Sigma-Aldrich) 

en agitación. Para mejorar la visualización se contrastaron con 1 mL de 

hematoxilina durante 2 minutos. 

 Para la diferenciación a adipocito, las muestras se incubaron con medio 

de diferenciación NH Adipodiff Medium (Miltenyi Biotec, Alemania), en las 

mismas condiciones (37°C y 5% C02) durante 21 días. Para la tinción con oil-

red-o, se retiró el medio de diferenciación y se fijaron las muestras con 

formaldehído al 3.7% durante 2 minutos. Después se añadió 1ml de solución 

de oil-red-o (Merck, Darmstadt, Alemania), y se incubó durante 1 hora a 

temperatura ambiente en agitación lenta. 

 En ambos casos se mantuvo una "slide flask" con MSC únicamente con 

medio de expansión (DMEM con 10% SBF) y sin medio de diferenciación 
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específico en las mismas condiciones, que sirvió de control negativo de la 

diferenciación a osteoblasto y adipocito. Todas las muestras se lavaron y 

prepararon para su visualización en el microscopio óptico. En este caso 

utilizamos un microscopio Olympus BX41 utilizando el programa Micro DP70 

controller and manager software pack (Olympus Optical, Barcelona, España). 

 Para la diferenciación condrogénica, 5x105 células en pase 3 se 

centrifugaron en un tubo Falcon cónico de polipropileno de 15 mL (BDB). El 

botón obtenido se cultivó a 37°C y 5% CO2 en 500 microlitros de medio de 

diferenciación condrogénico (NH Chondrodiff Medium, Miltenyi Biotec, 

Alemania), siguiendo el protocolo correspondiente que acompaña al producto. 

El medio se cambió cada 3-4 días y tras 21 días de cultivo los botones 

celulares se incluyeron en parafina, para ser cortados en secciones de 5 mm 

de grosor. Para el análisis de los cortes, éstos se marcaron con anticuerpos 

monoclonales de ratón anti-colágeno tipo II humano (Chemicon International, 

Alemania) seguido de incubación con anticuerpos conjugados conCy2 (Jackson 

Immunoresearch Europe. Ud., Suffolk, Reino Unido). El análisis de la muestra 

se realizó en un microscopio de fluorescencia Olympus Provis equipado con 

epifluorescencia y con los filtros correspondientes (Olympus Europe GmbH, 

Hamburg, Alemania). Las imágenes se tomaron con una cámara digital 

Olympus Optical CO, GmbH, Hamburg, Alemania), adaptada al ordenador 

utilizando como soporte informático el programa OP Controller v.1.2.1.108 and 

the OP Manager v.1.2.1.107 software (Olympus Optical CO., GmbH, Hamburg, 

Alemania). 

 Posteriormente las células madre sin diferenciación fueron mezcladas 

con el soporte o carrier que se describe en el siguiente apartado. 
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4.2 Fosfato cálcico. 

 
 La lesión provocada artificialmente en el modelo animal fue rellenada 

con gránulos de CONDUIT, una cerámica osteoconductora en forma de TCP-β 

y que a la vez sirvió de soporte para las MSC (figura 4). 

 

 

 

Figura 4: Células mesenquimales sobre el soporte o carrier. 

 

 

Este sustituto óseo es de origen completamente sintético y posee una 

proporción de calcio y fósforo similar al hueso esponjoso natural. Presenta una 

estructura trabecular con un tamaño de poro de entre 1-600 micras, emulando 

la estructura del hueso sano (figuras 5 y 6). Una vez implantado en el modelo 

animal, se hidrata a través de la propia sangre del hueso trabecular del fémur. 
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Figura 5: Visión microscópica de gránulos de Conduit (x50). 

 

 

 

 

 

 

Figura 6: Visión microscópica con aumento x140. 
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 Además de servir de lecho para las MSC, este sustituto permite el 

crecimiento óseo a través de su estructura integrándose en el hueso del 

huésped. Posteriormente sufre un proceso progresivo de reabsorción debido a 

que es reconocido por los osteoclastos al igual que el hueso natural y 

degradado de una manera similar. 

 

4.3 Modelo animal. 

 El modelo animal elegido fue el conejo New Zealand. Se intervinieron 16 

conejos machos adultos con un peso entre 2.5 Kg y 3.5 Kg, siguiendo la 

normativa vigente sobre experimentación con animales según la directiva 

europea (DE 86/609/CEE). Los conejos se mantuvieron en cuarentena en el 

animalario del Edificio Departamental de la Universidad de Salamanca previa a 

la cirugía. 

 Se inyectó en el músculo biceps femoral una mezcla de Xilacina 5mg/Kg 

(Rompun® 2%, 25ml) y Ketamina 35mg/Kg (Ketolar® 50 mg/ml) según el peso 

de cada conejo, mediante una jeringa de 10ml ( Braun, Omnifix®) y una aguja 

intramuscular (BD Microlance® 0,8×40 mm, 21 G). Se completó el proceso 

anestésico con ventilación con oxígeno e isofluorano. 

 Una vez anestesiado cada conejo, se procedió el lavado con clorexidina 

al 4% y rasurado de la zona quirúrgico de la rodilla de cada apta. Se preparó un 

campo quirúrgico con todos los elementos necesarios para cumplir con las 

medidas de asepsia reglamentarias de todo procedimiento quirúrgico (Figura 7) 

 

 

 

Figura 7: Campo quirúrgico. 
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 La vía de abordaje consistió en una incisión en la cara anterior de la 

rodilla de las patas traseras de unos 3-4cm, realizada con un bisturí del número 

24 (B Braun®). Se realizó una disección longitudinal por detrás del vasto lateral 

y a continuación una artrotomía de la articulación de la rodilla para exponer el 

cóndilo femoral lateral. Este procedimiento se realizó de forma bilateral en 

todos los conejos. 

 Una vez expuesto el cóndilo femoral se realizó una cavidad cilíndrica con 

motor eléctrico, hasta alcanzar un diámetro de 6mm y una profundidad de 8 a 

10mm. Este es el denominado “defecto crítico”, el cual no es curado 

espontáneamente por el organismo (Figura 8). 

 

 

 

   

Figura 8: Defecto crítico 
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En el cóndilo femoral derecho se implantó el carrier (Conduit) embebido 

con las MSC en cantidad aproximada de 1x107. En el lado izquierdo se 

implantó solamente el carrier de la misma composición y cantidad que en lado 

contralateral (Figura 9). 

 

 

 

  Figura 9: Implante del carrier y MSC en el cóndilo 
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El cierre se practicó en dos planos, el primer plano cerrando la 

artrotomía con seda y aguja triangular (Ethicon ®, 0/75 cm), y el segundo 

plano, cerrando la piel y tejido celular subcutáneo con dicha sutura (Figura 10). 

 

 

Figura 10: Cierre completo 

 

 Se aplicó una dosis profiláctica para infecciones de Gentamicina 

25mg/Kg (Genta- Gobens® 2ml/80 mg). Posteriormente los conejos fueron 

devueltos a sus jaulas, monitorizándose en el postoperatorio inmediato, signos 

de dolor, infección o alteraciones en el comportamiento. 

 A los tres meses del tratamiento se procedió al sacrificio de los animales 

mediante inyección intravenosa de pentobarbital 120mg/kg (Penta- Hypnol®) . 

Las muestras para el análisis histológico y radiológico se obtuvieron mediante 

desarticulación quirúrgica de ambos extremos distales del fémur el tratado, 

derecho y el control izquierdo para su comparación. 
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4.4  Análisis histológico. 

4.4.1 Análisis macroscópico.  

 El análisis macroscópico se realizó tras una correcta disección de los 

cóndilos femorales de cada conejo, tanto en la pata caso como en la control, 

siendo analizadas por un observador, no conocedor del lugar de implantación 

de las MSC. 

4.4.2 Análisis microscópico. 

4.4.2.1 Fijación de la muestra. 

 La fijación se realizó lo más rápidamente posible y consistió en la 

inmersión en formol 4% y ácido pícrico 0,2% en tampón fosfato 0,1M pH7,3. 

Tanto la fijación como los siguientes pasos de deshidratación e infiltración se 

realizaron a 4º C. 

4.4.2.2 Deshidratación. 

 La deshidratación se realizó en series de alcohol etílico de graduación 

creciente.  

 La deshidratación se llevó a cabo a 4º C y previamente se consiguió un 

ligero vacío en los viales con el fin de evitar posibles riesgos. A su vez, se 

atemperaron los recipientes antes de cambiar las muestras de solución. 

 Procedimiento 

 Alcohol etílico 70%, 2 baños de 1-2 días.  

 Alcohol etílico 95%, 3 baños de 2 días.  

 Alcohol etílico absoluto, 3 baños de 1 día.  

 Xileno, 2 baños de 1 día.  
 
 

4.4.2.3 Infiltración 

 Para la infiltración se sumergieron las muestras en soluciones de Metil 

Metacrilato (monómero), dibutil-ftalato (plastificador) y concentraciones 
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crecientes de peróxido de benzoilo (iniciador) hasta una solución final idéntica a 

la solución de polimerización.  

 Desestabilización del metil-metacrilato. 

 El metil-metacrilato comercial (Aldrich química) se encuentra estabilizado 

con 10 ppm de hidroquinona-monometil-éter para evitar la polimerización 

espontánea durante el transporte.  

 Para la extracción de la hidroquinona se realizó el siguiente 

procedimiento: se lavó el monómero estabilizado con hidróxido sódico 5% (p/v) 

(22) en un embudo de decantación, se agitó fuertemente, y tras su reposo se 

eliminó la fracción oscura. Este procedimiento se repitió hasta que el efluente 

salió limpio. El siguiente paso consistió en eliminar los restos de hidróxido 

sódico, para ello se lavó en 100 ml de H2O(d), se agitó y se eliminó el efluente; 

repitiendo la operación 4-5 veces hasta que el efluente mostró un pH neutro. 

Posteriormente se desecó el monómero filtrándolo a través de cloruro cálcico. 

 Preparación de las soluciones de infiltración. 

 Se prepararon tres soluciones diferentes de infiltración. 

 Solución I 

 75 ml de metil-metacrilato.  

 25 ml de dibutil-ftalato.  

 0,5 ml de alfa-terpineno al 1% en Metil Metacrilato.  
 

 
Solución II 

 

 75 ml de metil-metacrilato.  

 1 g de peróxido de benzoilo.  

 25 ml de dibutil-ftalato.  

 0,5 ml de alfa-terpineno al 1% en MMA.  
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Solución III 

 

 75 ml de metil-metacrilato.  

 2,5 g de peróxido de benzoílo.  

 25 ml de dibutil-ftalato.  

 0,5 ml de alfa-terpineno al 1% en MMA.  
 

Las soluciones I y II se almacenaron a 4º C durante una semana, pero la 

Solución III se preparó el mismo día de su utilización. 

 

Procedimiento 

 

 Solución I, 3 días.  

 Solución II, 4 días.  

 Solución III, 6 días.  
 

La infiltración debe llevarse a cabo a 4º C y es conveniente mantener 

una presión de 22 mm Hg en el interior del vial mediante la utilización de una 

bomba de vacío. 

 
4.4.2.4 Polimerización.  

La polimerizaciónse realizó atendiendo al siguiente protocolo: 

 Previamente se preparó una capa polimerizada en el fondo de un vial de 

boca ancha de 30 ml vertiendo 5 ml de Solución III recién preparada.  

 Se tapó herméticamente para evitar que el 02 inhiba la polimerización, y 

se mantuvo a temperatura ambiente durante una noche.  

 A continuación se colocó el vial en un baño termostatado de agua a 38° 

C, produciéndose la polimerización en 1-3 días.  

 Posteriormente se colocó la muestra previamente infiltrada sobre la capa 

prepolimerizada del vial, se orientó de manera adecuada y se rellenó el 

molde casi completamente con Solución III reciente.  

 Se cerró y se mantuvo a temperatura ambiente durante una noche.  
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 Transcurrido este tiempo se colocó el vial en un baño termostatado de 

agua a 38° C. La polimerización suele tener lugar a los 2-3 días.  

 

4.4.2.5 Preparación de la muestra incluida. 

Los viales con la muestra incluida en la matriz de Metil Metacrilato 

polimerizada se mantuvieron a -20° C durante 1-2 horas para facilitar la 

separación del cristal. Los viales fríos se envolvieron en papel y se golpearon 

suavemente hasta romper el cristal. Los bloques para microtomía tenían un 

tamaño aproximado de 3x1cm, para lo que se utilizó una sierra con cuchilla de 

diamante (ACCUTOM-2) a una velocidad de desplazamiento de 0,8-1 mm/min 

y 2800 rpm intentando que la muestra quedase centrada en el bloque. 

 

Corte y montaje. 

Se empleó un micrótomo motorizado y de deslizamiento vertical. La 

motorización es absolutamente indispensable, ya que es necesario que durante 

el proceso de corte se mantenga constante una velocidad mínima. La cuchilla 

empleada era de tipo-D y con filo recubierto de carburo de tungsteno (Leica 

24933). 

El grosor de corte mínimo obtenido con esta técnica es de 3-5 µm para 

permitir enfoques precisos a microscopía óptica (100X, 200X). Durante el 

proceso de corte se humedeció continuamente el filo de la cuchilla y la 

superficie de corte del bloque con alcohol etílico 40% a partir del momento en 

el que comienza el corte. Se recogió la sección con unas pinzas y se colocó 

sobre un baño termostatado de H2O destilada a 60-70ºC para expandir el corte 

y evitar posibles arrugas. Posteriormente se recogieron las secciones y se 

colocaron sobre porta-objetos gelatinizados. Se colocó una lámina de teflón 

sobre el corte y se deslizó un rodillo fotográfico sobre la muestra para eliminar 

las gotas de agua que pudieran quedar atrapadas. Se colocaron los porta-

objetos separados por papel de filtro en una prensa para escurrirlos y se 

dejaron a 40-50ºC durante una noche. Posteriormente, se retiraron las láminas 

de teflón y de papel de filtro y se mantuvieron los porta-objetos a temperatura 

ambiente. 
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4.4.2.6 Tinción. 

El protocolo de tinción comienzó con la desplastificación de las 

secciones para eliminar el metilmetacrilato mediante 3 baños de 25 minutos de 

Triclorometano (cloroformo y xileno en proporción 1/1). 

Las secciones ya desplastificadas se rehidrataron pasándolas por una 

serie de etanol de graduación decreciente y se realizó la tinción. 

 

Tinción de Azul de Toluidina. 

El azul de toluidina es una sustancia colorante derivada del aminotoluol 

de uso muy común en histología. Este colorante tiñe estructuras basófilas y se 

puede comportar como colorante ortocromático (tiñe de color azul) o 

metacromático (tiñe de color violeta rojizo), dependiendo del pH y la naturaleza 

química de la sustancia teñida. En suspensión presenta un color azul, y cuando 

se expone a estructuras ricas en enlaces amínicos (heparina, condroitín 

sulfatos, etc) las moléculas de esta sustancia se ordenan tomando un color 

rojizo, por efecto de su propiedad metacromática. En nuestro caso, el azul de 

toluidina tiñe metacromáticamente las zonas de cartílago. Respecto a las 

trabéculas óseas, ofrece una tinción ortocromática de intensidad media en 

aquellas cuya matriz se encuentra mas calcificada mientras que la tinción es 

mas débil en zonas de matriz ósea de reciente generación, mas inmadura, y 

por tanto menos mineralizada. En todos los casos los osteocitos y osteoblastos 

adquieren una coloración ortocromática intensa. 

Para realizar esta tinción seguimos el siguiente protocolo: 

1. Las secciones de 7 µm obtenidas en el micrótomo y colocadas 

sobre el portaobjetos se cubrieron con una solución de 

toluidina/bórax, manteniéndose sobre una placa calefactora a 60º 

unos minutos (hasta que la solución colorante comienzó a emitir 

vapores). 

Solución de azul de toluidina/Bórax 

 Azul de Toluidina 4g 

 Bórax (tetraborato sódico) 5g 

 Agua destilada 500ml 

2. Lavado las secciones en agua corriente 

3. Secado en estufa a 37ºC. 
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4. Paso rápido por etanol absoluto (1x2min), aclarado en xilol 

(2x5min) y montaje en Entellán (Merck) y cubreobjetos. 

 

4.4.2.7 Resultados. 

En las laminillas óseas preexistentes la matriz ósea aparece teñida 

ortocromáticamente con intensidad media, mientras que son visibles los 

cuerpos celulares de los osteocitos/osteoblastos, teñidos de azul intenso, 

inmersos entre ellas. La matriz de las zonas de osteogénesis reciente aparece 

con el mismo tipo de coloración pero de menor intensidad. 

 

4.4.2.8 Obtención de las imágenes microscópicas. 

Las secciones fueron examinadas en un fotomicroscopio (Zeiss 

AxioScope A.1) conectado a una cámara digital (Zeiss HRc), la cual, a su vez, 

estaba acoplada a un soporte informático con el software adecuado (Zeiss 

AxioVision 4.8) a través de la cual se capturaron las imágenes digitales. En 

todos los casos, estas imágenes digitales fueron procesadas con el software 

Adobe Photoshop CS2 (v. 9.0) con el que se realizaron únicamente ajustes de 

resolución y ligeras modificaciones de brillo y contraste para unificar las 

características de las imágenes. 

 

4.4.2.9 Inmunofluorescencia. 

Principio. 

Con el objeto de identificar la presencia y participación de las MSC 

humanas en el tejido regenerado, se procedió a la detección de las mismas 

mediante inmunofluorescencia. El fundamento consistía en identificar en las 

secciones de tejido una proteína glicosilada de 60 KDa que aparece 

específicamente en la membrana de las mitocondrias humanas. 

La detección se realizó mediante el uso de un anticuerpo monoclonal 

específico frente a esta proteína, generado en ratón (MAB1273 Millipore). 

Método. 

El método de inmunofluorescencia se desarrolló del siguiente modo: 

1) Los portaobjetos que contenían las secciones, previamente 

desplastificadas e hidratadas, se sumergieron durante 20 min, en 

agitación constante, en una solución de borohidruro sódico 



Material y métodos 

56 
 

(NaBH4) al 1% en tampón fosfato 0.1M y con pH 7.4. El 

borohidruro sódico es un agente reductor que actúa sobre los 

grupos aldehído presentes en el tejido y los reduce a grupos 

hidroxilo, eliminando así la autofluorescencia propia de los grupos 

aldehído. 

2) Se realizaron cinco lavados de 10 min en tampón fosfato 0.1M, 

pH 7.4 a temperatura ambiente para eliminar completamente los 

restos de borohidruro sódico. 

3) A continuación se preincubaron las secciones durante 60 min a 

temperatura ambiente en una solución de preincubación 

constituida por Tritón X-100 al 0.2% y suero normal de cabra al 

5%. El Tritón X-100 (p-isooctilfenoxi-poli-etoxietanol) disuelve 

moderadamente las membranas lipídicas favoreciendo la 

penetración de los anticuerpos así como de los demás 

componentes involucrados en la reacción inmunofluorescente. El 

suero normal hace que disminuyan las uniones inespecíficas de 

los anticuerpos. 

4) Seguidamente se realizó la incubación con el anticuerpo primario. 

La solución de incubación está constituida por los mismos 

componentes que el medio de preincubación, en el que fue diluído 

el anticuerpo primario (antiproteína mitocondrial humana) 1:100. 

La solución se añadió cuidadosamente sobre los portaobjetos que 

contienían las secciones y éstos se introdujeron en una cámara 

húmeda durante 48 horas a 4ºC. 

5) A continuación se realizaron tres lavados de 10 min cada uno con 

tampón fosfato 0.1M, pH 7.4 y temperatura ambiente, destinados 

a eliminar los restos de anticuerpo primario no unido al tejido. 

6) Se incubó durante una hora y media a temperatura ambiente, en 

un medio de incubación que contenía un anticuerpo secundario 

diluído 1/500 en tampón fosfato 0.1M, pH 7.4. El anticuerpo 

secundario era una IgG de cabra anti-IgG de ratón conjugada con 

el fluorocromo cianina 3 (Cy3) (Jackson Inmunoresearch) que 

reconoce específicamente el anticuerpo primario utilizado. 
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7) Se realizaron tres lavados de 10-15 min en tampón fosfato 0.1M, 

pH 7.4  a temperatura ambiente y en oscuridad para evitar la 

pérdida de fluorescencia. 

8) Finalmente los portaobjetos que contenían las secciones se 

cubrieron con un medio adecuado para preservar la fluorescencia 

(Gel Mount, G0918, SIGMA). Se colocaron los cubreobjetos y se 

sellaron los bordes para maximizar la conservación de las 

muestras. Después se almacenaron en oscuridad y a 4ºC. 

 

Resultados. 

Las células stem humanas se identificaron por mostrar en el interior 

citoplasmático, fluorescencia de color rojo que se corresponde con la presencia 

de la proteína mitocondrial humana. 
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5. Resultados. 

5.1 Análisis macroscópico. 

No se observaron datos clínicos, a nivel de la herida o la situación 

general de los animales que indicaran un posible rechazo o respuesta del 

huésped frente al injerto con MSC. 

Se observaron 2 casos de infección en patas en las que se implantó el 

TCP aislado. 

 

5.2 Análisis anatomopatológico. 

5.2.1 Características generales de la tinción con azul de toluidina 

en animal control. 

La tinción con azul de toluidina pone de manifiesto las estructuras que 

conforman el cóndilo femoral, obteniendo diferentes grados de tinción orto y 

metacromática de los tejidos, en función de las características químicas de la 

matriz. 

La totalidad del cartílago articular (hialino) apareció marcadamente 

metacromático, adquiriendo una coloración violeta-rojizo. Se observó la capa 

tangencial o superficial de condrocitos con aspecto fibroblástico. Bajo ella, la 

capa transicional, se encontraba formada por grupos de grandes condrocitos 

esféricos. La mayor parte del cartílago articular se veía representada por la 

capa profunda o radial en la que  se hallaban los condrocitos sin un orden 

definido. 

 La siguiente capa se componía de un grupo de condrocitos hipertróficos 

y matriz calcificada, que adquirió un tono tintorial mas intenso. Esta capa 

asentaba directamente sobre una capa transicional de tejido óseo que 

separaba el cartílago articular del hueso subcondral y que se distinguía por su 

carácter basófilo ortocromático en tono violeta.  

La siguiente capa ya era el hueso trabecular como tal. En ella se 

distinguían las trabéculas óseas con moderada-baja apetencia por el colorante 

y entre ellas destacaban los cuerpos celulares, intensamente basófilos, de los 

osteocitos. 

 

 

 



Resultados 

60 
 

 

 

 

Figura 11: Características generales de la tinción con azul de toluidina. 

 

5.2.2 Animales experimentales. 

 En todos los animales experimentales, tanto en los tratados con TCP-β 

solo como en los tratados con TCP-β+MSCs, pudo apreciarse, tras el tiempo de 

supervivencia, una neoformación de tejido óseo. No obstante tras realizarse un 

análisis “doble ciego” se diferenciaron claramente dos niveles de regeneración 

ósea cualitativamente distintos.  

 

5.2.3 Grupo tratado con TCP-β. 

 En este grupo de animales, tras el periodo de supervivencia, se 

continuaba evidenciando claramente el lugar de la lesión en el 100% de los 

casos. En esta zona lesionada se evidenciaban depósitos de TCP-β en tonos 

pardos (Fig. 12). Si bien, el relleno de TCP-β aplicado durante la cirugía, se 

perdía en gran medida por el denominado “efecto lavado” al realizar las 

secciones histológicas. Esto se debe a su escasa integración con el tejido 

circundante, dejando así los huecos que se muestran en la imagen, entre el 

tejido óseo (Fig. 13). Este fenómeno implica que aunque el TCP-β es bien 

tolerado por parte del huésped, por sí solo, no favorece una reparación ósea de 

forma aislada. 
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25x

Zona de lesión 
con  TCP-β en 

tono pardo

 

Figura 12: Zona lesionada con depósitos de TCP. 

 

 

 

 

Figura 13: Fenómeno de lavado 
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 En la siguiente imagen se aprecia con mayor claridad la formación de 

trabéculas óseas pero sin llegar a rellenar la zona lesionada. Las nuevas zonas 

de osificación se desarrollaron en torno al TCP-β pero no existía generación 

ósea suficiente para restaurar la lesión y sólo se mantenían restos del mismo 

en contacto con las zonas de osificación. El resto del TCP-β no integrado se 

había perdido al realizar la sección histológica por el efecto lavado. 

 

 

50x

Hay formación de hueso alrededor del TCP-β pero no hay integración

 

 

 Figura 14: Formación ósea sin integración del TCP. 
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  Junto a las trabéculas óseas cuya matriz se encontraba 

calcificada (tinción más intensa), se podían apreciar zonas de nueva 

generación ósea, siempre en relación con partículas de TCP-β, con 

coloración menos intensa. 

 

100x

Zonas de 
neoformación

 

 

Figura 15: Zonas de neoformación ósea. 
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  En las áreas de neoformación ósea se observaban claramente 

cuerpos celulares inmersos en la matriz, presentando una morfología 

acorde con la de los osteoblastos. 

 

200x

Detalles de la 
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Figura 16: Cuerpos celulares en la zona de neoformación. 
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La siguiente imagen nos muestra en detalle una zona de neformación 

ósea, en cuyos bordes se distinguen los cristales del TCP-β. También se 

diferencia la orientación de las laminillas óseas y los cuerpos de los 

osteocitos/osteoblastos. El resto del TCP-β a la que no ha llegado el frente de 

osificación se ha perdido. 

 

100x 200x

 

 

 Figura 17: Laminillas óseas y cuerpos celulares. 
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5.2.4 Animales tratados con TCP-β y células madre humanas. 

En este caso, apenas se producía el fenómeno del efecto lavado, y no 

se observaron datos microscópicos de respuesta inmune o fenómenos 

inflamatorios en contra de las MSC. 

En los especímenes tratados con TCP+MSC el grado de recuperación 

de la lesión, aunque no es total, era notablemente superior al del otro grupo 

experimental. Podía apreciarse una mayor cantidad de tejido óseo de nueva 

formación (asteriscos amarillos), zonas en las que la matriz aparecía mas 

débilmente teñida debido a un menor grado de calcificación. 

Además se observaban cristales de TCP-β completamente integrados en 

esa nueva matriz ósea (asteriscos rojos). 

También se descubrieron zonas de mayor grado de osificación dispersas 

entre las zonas de nueva generación, claramente diferenciables por presentar 

una tinción mas intensa. 
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Figura 18: Neoformación en el grupo de las células madre 
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Frentes de osificación en 

los especímenes con MSC

 

 

Figura 19: Frentes de osificación. 
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Las siguientes imágenes ofrecen detalles de neoformación ósea con 

cristales de TCP-β perfectamente integrados en la matriz, aunque en algunas 

regiones puede observarse que la regeneración ósea no se ha producido al 

completo, quedando aún algunas zonas sin regenerar. 

 

100x

 

 

 Figura 20: Regeneración con pequeñas zonas de vacío. 
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 En las áreas de nueva generación ósea podían apreciarse células con la 

típica morfología de osteocito, justo en las regiones mas lejanas al  frente de 

osificación. En cambio, en regiones próximas al frente, se veían células con 

morfología diversa, inmersas en la matriz ósea, que no se corresponden 

exactamente con una morfología osteocítica. 

 

Células con 

morfología

“no 

osteocito”

TCP-β
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”típica 

morfología”

 

Figura 21: Osteocitos en la zona de regeneración. 
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Junto a las células que no presentaban morfología de osteocito, y que se 

hallaban cercanas al frente de osificación, se observaron acúmulos celulares 

intensamente teñidos y con cuerpos celulares mas o menos esféricos. Estos 

acúmulos se encontraban rodeados de cristales de TCP-β y podrían 

corresponderse con colonias de células mesenquimales humanas añadidas en 

proceso de diferenciación hacia osteocito. 

 

Células con 

morfología

“no osteocito”
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TCP-β

 

Figura 22: Acúmulos de células no osteocitarias. 
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 En la siguiente imagen vemos en detalle la situación anterior, con los 

osteocitos de contorno ovalado y con expansiones citoplasmáticas 

extendiéndose por los conductos calcóforos entre las laminillas óseas. 

 

 

TCP-β

Células con 

morfología

“no osteocito”

Osteocitos

”típica morfología”

Células

Humanas 

Añadidas?

 

  

Figura 23: Osteocitos y células no osteocitarias. 
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Dadas las imágenes que se obtuvieron, con acúmulos celulares no 

típicos para el hueso, quisimos comprobar si podría tratarse de las propias 

MSC humanas añadidas al injerto. Esto significaría que dichas células, gracias 

a sus propiedades de inmunoprivilegio, habrían podido contribuir a la 

neoformación ósea y además, pervivir más allá de las 12 semanas en un 

animal inmunocompetente. El estudio inmunohistoquímico de las piezas, con 

anticuerpos antimitocondriales humanos marcados proporcionó las siguientes 

imágenes. 

 

 

 

Figura 24: Comparativa entre especímen sin MSC añadidas (izquierda) y especímen 
con MSC añadidas al carrier (derecha) 

 

 

En la figura 24 se puede observar una comparativa entre una pieza  a la 

que  no se añadió MSC humanas y una pieza con las células incorporadas. En 

la imagen de la derecha se identifican MSC humanas que han pervivido en el 

modelo animal durante los 3 meses. 

En las siguientes imágenes podemos ver con más detalle acúmulos de 

MSC en diferentes patas de los conejos. 
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Figura 25: Acúmulos de MSC humanas que pervivieron 12 semanas
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6. Discusión. 

6.1 Modelo animal. 

 En el presente estudio optamos por un modelo animal pequeño (conejo 

New Zealand) por varias razones que desarrollaremos a continuación. Estos 

animales, son utilizados en el 35% de los ensayos de investigación médica en 

cuanto al sistema musculoesquelético se refiere167. Su pequeño tamaño, 

implica una facilidad de manejo y almacenaje que no proporcionan animales de 

gran tamaño. Además el conejo New Zealand es un animal relativamente fácil 

de obtener para estudios científicos, hecho que propicia una fácil 

reproductibilidad de estos estudios. 

 Una propiedad interesante de los conejos para experimentación animal 

es que poseen un metabolismo mas rápido que otros animales. Esto facilita 

que el periodo postoperatorio hasta la obtención de resultados sea mas corto 

ayudando además a una contención de costes. Además, el conejo es 

considerado, en ocasiones, y de forma errónea como un animal frágil, cuando 

en realidad posee una gran capacidad de reparación de los tejidos en 

condiciones patológicas. De hecho posee una resistencia similar a la del cerdo, 

lo que le convierte en una opción idónea para estudios científicos en este 

campo168. 

6.2 Regeneración ósea y TCP-β. 

 En la práctica clínica, el cirujano ortopédico, se enfrenta ocasionalmente 

a grandes defectos óseos propiciados por múltiples etiologías, como 

traumatismos, infecciones, tumores, defectos congénitos, etc. Estos defectos 

hacen que se trate de pacientes de manejo complicado. 

 Como es bien sabido, el patrón oro para tratar defectos óseos es el 

injerto autólogo. Debido a una serie de limitaciones, que hemos descrito en la 

introducción de este trabajo, se han ido desarrollando otras opciones como el 

injerto alogénico o los compuestos sintéticos. Estos últimos intentan imitar la 

estructura ósea para permitir un crecimiento del hueso huésped a través de sí 

mismos. 
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 Los biomateriales empleados en ingeniería tisular constituyen un campo 

de investigación muy prolífico. Las características deseables para poder utilizar 

un biomaterial o sustituto sintético en un estudio son169: 

 Biocompatibilidad 

 Osteoconductividad 

 Estructura porosa interconectada 

 Resistencia mecánica aceptable 

 Biodegradabilidad 

 Permitir invasión vascular 

Las cerámicas de fosfato cálcico son sustitutos sintéticos que se han 

venido utilizando en el tratamiento de defectos óseos des de hace décadas. 

Existen diferentes tipos de éstas cerámicas aunque la HA y el TCP-β son las 

mas comúnmente utilizadas. El TCP existe en dos formas, α y β, dependiendo 

de la temperatura y la humedad con la que se fabrique. Ambas formas son 

solubles y susceptibles de resorción celular, pero el TCP-β es mas estable y 

menos soluble. En contrapartida, la HA no es reabsorbible, a no ser de que se 

trate de moléculas muy pequeñas. Dado que estos compuestos cerámicos no 

tienen una gran capacidad de soportar cargas mecánicas, el éxito en el 

tratamiento de defectos óseos con estos sustitutos, depende en gran medida 

de su capacidad para alcanzar una óptima tasa de degradación y reabsorción. 

Estos fenómenos deben de ir acompasados con una neoformación ósea170. 

El TCP-β es particularmente apto para estudios de regeneración ósea 

debido a que posee todas las características que se mencionaron 

anteriormente y además, su estructura 3D le confiere una gran superficie de 

contacto. Esto último es ideal para la siembra de células osteoformadoras y 

para el fenómeno de resorción ósea171, 172. 

En nuestro trabajo, decidimos utilizar el TCP-β por los motivos que se 

han expuesto anteriormente y además por presentar características idóneas 

para el diseño concreto de nuestro estudio. Estas son, unos niveles de 

reabsorción y neoformación ósea adecuados para los 3 meses de seguimiento, 

momento en el cual fueron sacrificados los conejos. En ensayos realizados con 
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una mayor duración (26 semanas), se ha comprobado que el TCP-β sufre 

proporcionalmente una mayor reabsorción que la neoformación ósea 

observada170, 173. 

6.3 Regeneración ósea y terapia celular. 

 La ingeniería tisular representa una opción prometedora en el campo de 

la regeneración de tejidos dañados83. Las MSC son particularmente atractivas 

porque constituyen una fuente de precursores osteogénicos174 y porque 

pueden obtenerse y expandirse in vitro fácilmente. Además, puede guiarse su 

diferenciación in vivo a través de determinados estímulos como los factores de 

crecimiento175-177. 

 Existen básicamente dos grandes grupos de células madre que se 

pueden utilizar en estudios de terapia celular e ingeniería tisular. Células 

derivadas de tejidos embrionarios y células derivadas de tejidos adultos. Las 

primeras, a pesar de su mayor potencial regenerativo, presentan una serie de 

inconvenientes éticos y legales así como una probabilidad mayor de generar 

neoplasias (teratomas principalmente). Por estos motivos, existe un 

conocimiento práctico mucho mayor de las células madre obtenidas de 

individuos adultos. 

 Las células madre multipotenciales dan lugar a las células progenitoras 

que tienen una capacidad de autorrenovación mas limitada. Se puede decir que 

estas células son un escalón intermedio entre las células madre y las células 

diferenciadas. Presentan como característica, la plasticidad (o versatilidad), ya 

que pueden diferenciarse hacia fenotipos celulares aunque éstos no 

pertenezcan específicamente al tejido del que derivan178. 

 Se utilizan distintos tipos de células madre en función del tejido o de los 

tipos celulares que se pretendan estudiar. De este modo, se sabe que los 

osteoclastos derivan de las células madre hematopoyéticas (HSC), mientras 

que los osteoblastos y osteocitos provienen de las MSC situadas en la médula 

ósea. Una importante característica de las MSC es su capacidad para 

diferenciarse en múltiples tipos celulares, que dan lugar a tejidos como: hueso, 

cartílago, tendones o grasa179-181. 



Discusión 

78 
 

 Otra propiedad clave de las MSC es su capacidad para expandirse 

rápidamente in vitro sin perder sus características progenitoras182. 

 En la práctica clínica, la fuente de MSC mas empleada es el aspirado de 

cresta iliaca, que es un procedimiento simple y con poca morbilidad183. 

 Se han utilizado diferentes fuentes de células osteoprogenitoras en los 

ensayos de regeneración ósea, siendo en la mayoría de los casos las MSC la 

primera opción184-186. Esta elección se basaba principalmente en la facilidad 

para inducir una diferenciación hacia células osteoformadoras en las MSC, y en 

su bajo potencial inmunogénico, que limita una teórica respuesta inmune en el 

huésped, además de tener capacidad inmunomoduladora187. 

6.4 Xenotrasplante y regeneración ósea. 

 La terapia con células madre mesenquimales constituye un enfoque 

prometedor gracias a la gran capacidad de renovación de estas células y su 

capacidad de diferenciación multilineal modulable por las condiciones 

adecuadas. Como hemos indicado, son interesantes otras propiedades de las 

MSC a la hora de utilizarlas en ensayos, como es su capacidad 

inmunomoduladora, siendo capaces de inhibir la maduración y funciones de 

células como las NK, linfocitos T y B, células dendríticas, etc. Han mostrado 

además tener capacidad de eludir el reconocimiento y respuesta inmune de los 

linfocitos T y NK cuando se implantan en un huésped188. Estas propiedades 

permitieron su empleo en modelos experimentales xenogénicos, como en el 

presente trabajo. 

 Existen numerosos estudios en los que se han trasplantado MSC 

humanas en huésped animales inmunodeprimidos, pero aún está por 

determinar, de forma clara, si dichas células se pueden utilizar con éxito en 

animales inmunocompetentes. 

 Se ha observado que el trasplante de MSC de rata en cuádriceps de 

ratones inmunocompetentes producía una respuesta inmune, la cual dificultaba 

la formación de nuevo hueso, aunque en la semana 11 aún se detectaban 

células en el lugar de implantación189. 



Discusión 

79 
 

 Un ensayo en el que se implantaron MSC humanas en médula espinal 

de ratas, reveló una larga supervivencia de las mismas, pero bajo condiciones 

de inmunosupresión190. Sin embargo se han observado datos de pervivencia de 

MSC humanas cuando se inyectan en ratas con una lesión de médula espinal 

incluso sin inmunosupresión. Se comprobó además que ayudaron a la 

recuperación funcional parcial191. 

 Wei et al, han comunicado datos de supervivencia a largo plazo de MSC 

humanas implantadas en el disco intervertebral de ratas sin tratamiento 

inmunodepresor192. Otros autores como Haddad-Mashadrizeh et al han 

encontrado una supervivencia de 90 dias de MSC de origen adiposo 

implantadas en humor vítreo de ratas sin inmunosupresión193, y Koellensperger 

et al, encontraron MSC humanas hasta 1 año después de ser implantadas en 

piel de ratón194. 

 Jin-Young et al, obtuvieron una regeneración ósea aceptable de un defecto de 

4mm en cráneo de ratas inmunocompetentes tratadas con TCP-β/HA 

sembrado de MSC humanas a las 8 semanas195. A pesar de esto, en la 

mayoría de los estudios con xenotrasplante de células humanas, lo habitual es 

encontrar una aceptable supervivencia de las mismas durante 

aproximadamente las primeras 4 semanas. Para obtener una supervivencia 

posterior, incluso con una regeneración ósea efectiva, suele ser necesaria la 

inmunosupresión. Estos hallazgos son a grandes rasgos los obtenidos por 

Jager et al en cóndilos femorales de ratas196 y por Kim et al en artrodesis 

espinales en conejos197. 

 A pesar de la pervivencia durante semanas de las MSC en los tejidos de 

los animales, el resultado mas habitual de los ensayos publicados, a pesar de 

ser satisfactorio, no llegaba a consistir en una regeneración ósea del 100% a 

las 12 semanas198. 

6.5 Nuestros resultados. 

 En ambos grupos de estudio pudimos comprobar que existía algún tipo 

de regeneración ósea, si bien, los dos grupos tenían una cantidad de hueso 

nuevo muy diferente. Observamos que en el grupo tratado con TCP-β y MSC 
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se obtenía una reparación mucho mayor de la lesión que en el grupo del TCP. 

A pesar de ello la regeneración en el grupo de las MSC no era completa, y a 

las 12 semanas persistía aún cierta cantidad de defecto sin reparar. Esto 

concuerda en gran medida con la mayoría de estudios similares que hemos 

consultado en la búsqueda bibliográfica, si bien es cierto que la mayoría de 

estos estudios se realizaron en animales inmunodeprimidos, hecho que los 

diferencia de nuestro trabajo.  

Basándonos en la situación de inmuno-privilegio de la que gozan las 

MSC, quisimos comprobar si éstas eran capaces de favorecer la reparación del 

defecto óseo en un animal inmunocompetente, cosa que finalmente logramos 

demostrar. Es mas, durante el análisis histológico a las 12 semanas, se pudo 

observar células sin morfología de células óseas y que probablemente 

correspondan a MSC humanas (positivas al marcaje con anticuerpos 

específicos anti-mitocondria humana) aún viables y en proceso de 

diferenciación a osteoblastos u osteocitos. En la mayoría de los estudios que 

hemos consultado, para lograr una pervivencia de las células 

xenotrasplantadas, a partir de la cuarta semana recurren a la inmunosupresión. 

Otro hecho que pudimos comprobar es que la adición de MSC al soporte 

o carrier, favorecía la integración del mismo a medida que se formaba nuevo 

hueso. 

6.6 Perspectivas de futuro de la ingeniería tisular. 

 La utilización de MSC, factores osteoinductores y sistemas de andamiaje 

en el contexto de la ingeniería tisular ofrece grandes expectativas en el 

desarrollo de estrategias para reparar grandes defectos óseos. A pesar de ello, 

sólo una pequeña fracción de los hallazgos en ensayos clínicos es aplicable a 

la práctica clínica habitual. En parte, este hecho se puede deber a que 

diferentes áreas necesitan ser mejoradas199-201: 

 Obtener una mejor liberación de factores de crecimiento, en 

cuanto a dosis y momento de liberación se refiere. 
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 Mejor control de la expresión génica, utilizando vectores 

celulares mas seguros, efectivos y predecibles (a poder ser sin 

utilizar virus). 

 Optimización del cultivo celular, que acorten el tiempo 

requerido para la expansión de las MSC. 

 Desarrollo de nuevas técnicas de aislamiento que permitan la 

inmediata implantación in vivo de las MSC, sin necesidad de 

cultivarlas previamente. 

 Desarrollo de soportes estructurales biomiméticos. 

 Proceso de obtención, cultivo, implantación, etc con costes 

viables para la práctica clínica habitual. 

 Realización de ensayos clínicos con un mayor tamaño 

muestral y con sujetos control, especialmente ensayos en fase 

III. Hay que tener en cuenta también el hecho de que muchos 

de los pacientes que se someten a terapias novedosas o en 

desarrollo, suelen ser casos mas complejos o con varias 

cirugías previas fallidas. 

 Avanzar en el conocimiento de los problemas éticos, legales y 

técnicos, incluyendo el uso de células de origen embrionario, y 

derivadas de células reprogramadas (iPS). 

A pesar de estos retos, actualmente, el conocimiento y la tecnología, 

brindan una excepcional oportunidad para trasladar los hallazgos de los 

estudios preclínicos a terapias viables para la regeneración ósea en la clínica 

habitual.
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7. Conclusiones.  

7.1 Respecto a la hipótesis de trabajo. 

El empleo de MSC humanas sobre un soporte de TCP-β es capaz de 

inducir la reparación de una lesión ósea crítica mediante regeneración en un 

modelo de xenotrasplante en conejos inmunocompetentes, aunque no lo 

consigue al 100%. 

7.2 Respecto a los objetivos del trabajo. 

Las MSC humanas son capaces de sobrevivir y permanecer viables 

cuando se siembran en un soporte de TCP-β. 

La asociación de TCP-β y MSC produce una regeneración ósea del 

defecto óseo a nivel macroscópico y microscópico, observándose una 

proliferación y diferenciación de las MSC hacia estirpe osteogénica. 

La asociación TCP-β y MSC es superior al TCP-β aislado en cuanto a 

regeneración ósea. 

Las MSC humanas obtenidas de MO, son capaces de pervivir durante 

12 semanas y contribuir a la integración del injerto cuando son implantadas en 

conejos New Zealand inmunocompetentes. 
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