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RESUMEN

La provisién continua de osteoblastos para e normal mantenimiento del hue-
0, asl como para su remodelacion y regeneracion durante la reparacion de fractu-
ras est asegurada por las céulas madre mesenquiméticas (M SCs) osteopr ogenitoras
delamédula ésea (BM). La diferenciacion y maduracion de células osteopr ogenito-
ras en osteoblastos se cree que estd modulada por factores de crecimiento transfor-
mantes-heta (TGF-p1y TGF-$2) y por proteinas morfogenéticas de hueso (BMPs)
pertenecientes a la misma familia. ASmismo, los componentes de la matriz extrace-
lular (ECM) son importantes en la diferenciacion osteogénica, bien por su accion
moduladora directa sobre las célulasimplicadas, o por su carécter de intermedia-
rios entre ciertas citoquinas'y los precur sores ogteohlésticos. Con € fin de conocer
larespuesta delas M SCsa varios factores de crecimiento (GFs), hemos cultivado c&
lulasde BM en geles de coldgeno con 05% de suero fetal bovino durante tiempos de
cultivo prolongados. Bajo estas condiciones, la supervivencia de las M SCs de BM
fue dependiente de la presencia de GFs. El factor recombinante humano TGF-p1-
F2 (rhTGF-$1-F2), una proteina de fusion disefiada con € factor Von Willebrand
(VWF) como dominio auxiliar de union a colégeno, asi como los factoresrhBMP-7
y rhBMP-2, demostraron su capacidad para mantener €l crecimiento de las células
que sobrevivieron, asi como la formacion de colonias, mientras que factor comer-
cial equivalente ("\TGF-p1) no lo hizo.

Hemos demostrado que una nueva proteina de fusion, rhTGF-p1-F2, en com-
binacién con una matriz de col4geno tipo |, es capaz de capturar, amplificar y esti-
mular la diferenciacion de una poblacion de células, con caracterigticas de células
osteoprogenitoras primitivas, presentesen laBM derata. Posteriormente, cuando
estas células fueron implantadas en ratas de edad avanzada, dentro de cAmaras de
matriz 6sea desmineralizada e inactivada (iDBM), 0 en cdmaras de difusion, fueron
capaces de producir grandes cantidades de cartilago y hueso. Este procedimiento ex-
perimental permitira en un futuro inmediato la aplicacion clinica de etos resulta-
dos. Células ogteoprogenitoras procedentes de BM de pacientes afectados por pato-
logias esqueléticas podran ser cultivadas, amplificadas e inducidas hacia el linaje
ogteobléastico, para posteriormente ser reimplantadas en los mismos pacientes, diri-
gidas hacia una reparacion 6sea determinada. Las técnicas de ingenieria genética
permitiran la transfeccion de las cdulasin vitro, paraintrodudir algin caréacter gené
tico determinado que, una vez reimplantadas en e huésped, posibilite su expresion.

Palabras dave: Céula osteoprogenitora, metriz de colageno, factor de crecimiento trans-
formante-beta (TGF-3), proteina morfogenética de hueso (BMP), matriz 6sea desmine-
ralizada (DBM), camara de difusion, osficacion ectdpica.
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ABSTRACT

A continuous sour ce of osteoblagtsfor normal bone maintenance, aswell asre-
modeling and regeneration during fracture repair, isensured by the osteoprogeni-
tor mesenchymal stem cells (M SCs) of the bone marrow (BM). The differentiation
and maturation of osteoprogenitor cellsinto osteoblasts are thought to be modula-
ted by transforming growth factor sheta (TGF-p1 and TGF-2) and TGF-p related
bone mor phogenetic proteins (BMPs). Furthermore, the extracdlular matrix (ECM)
components areimportant in the osteogenic differentiation, either by ther direct mo-
dulator action on the evolved cells, or by their mediator behaviour exerted between
some citokines and the ogteobladtic precursors. To define the responses of MSCsto
define growth factors (GFs), we cultured BM cellsin medium containing 0.5% fetal
bovine serum for prolonged periods of time. Under these conditions, survival of BM
M SCswas dependent on the addition of GFs. Recombinant hTGF-p1-F2, a fusion
protein engineered to contain a von Willebrand'sfactor-derived (WVF) collagen-bin-
ding domain, rhBMP-7 and rhBMP-2 all demonstrated the ability to support colony
formation and growth of the surviving cells wher eas commercial hTGF-p1 did not.
Initially, cellswere selected from awhole BM cell population and captured inddea
collagen network, in response to exogen ous GFs added to the low-serum media.

Wefurther report that a novel rhTGF-$1-F2 fusion protein combined with a
type | collagen matrix, is able to capture, amplify, and stimulate the differentiation
of apopulation of cellspresent in rat BM with characterigtics of primitive osteopro-
genitor cells. When those cellswereimplanted in old rats, either into inactivated de-
mineralized bone matrix (iDBM) or diffusion chambers, they produced large
amounts of cartilage and bone. This experimental procedure will allow the clinical
applications of these resultsin a near future. Ogteoprogenitor cdlsfrom BM of pa-
tients with skeletical pathologies, could be cultured, amplified and induced toward
the osteobladtic lineage, in order to beremplanted in to the same patients for an spe-
cific osseous reparation. The genetic engineering techniques will allow thein vitro
cdll transfection toingert a particular genetic character, which it coud be expressed
oncethetransfected cellsarereimplanted into the hogt.

Key words: Osteoprogenitor cell, collagen matrix, transforming growth factor-beta (TGF-
), bone mophogenetic protein (BMP), demineralized bone metrix (DBM), diffusion cham:
ber, ectopic ossfication.
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INTRODUCCION

La capacidad normal para reparar las fracturas
Oseas se altera con frecuencia por diversas pato-
logias (osteoporosis, fracturas especialmente difi-
ciles, enfermedades periodontales, distintos trau-
matismos, etc.), asi como por el envejecimiento.
Hasta el momento se desconoce, en general, cual
es el mecanismo afectado, siendo diversas las li-
neas de investigacidén que tratan de profundizar
en el mismo. Una de ellas, quiza la mas activa, tra-
ta de conocer el procedimiento de reclutamiento
de células progenitoras a partir de células madre
pluripotenciales y su posterior amplificacion y di-
ferenciacion in vitro hacia los distintos tipos celu-
lares mesenquimaticos.

Si bien existe la posibilidad de cultivar directa-
mente células cartilaginosas u 6seas que, a su vez,
podrian ser usadas para reparaciones de cartila-

Captacion de células osteoprogenitoras

gos o huesos, hoy dia esta mas extendida la es-
trategia experimental que trata de buscar las cé-
lulas madre mesenquimaticas (MSCs), susceptibles
de diferenciarse en los distintos tipos celulares de
origen mesodérmico, cuales son: osteoblastos,
condroblastos, adipocitos, células musculares y
los distintos tipos de fibroblastos pobladores de
los diferentes tejidos conectivos, tendones y liga-
mentos. Este proceso diferenciador, denominado
frecuentemente mesengénesis, es muy poco co-
nocido, y la mayoria de la informacién disponible
esta referida a la osteogénesis, sin que se conoz-
ca, ni siquiera medianamente, si cada linea de di-
ferenciacion mantiene tipos celulares precursores
independientes, o si son muchos los precursores
compartidos. La Figura 1 representa una simplifi-
cacion de lo que hoy se conoce, sin que se repre-
senten todos los estadios intermedios y, mucho
menos, las interrelaciones entre los diferentes ca-
minos de diferenciacion.
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Figura 1. El proceso mesengénico. Las MSCs tienen la capacidad de diferenciarse en una variedad de tejidos mesenquima-
ticos, tales como hueso, cartilago, musculo, médula 6sea, tendén/ligamento, grasa, dermis, etc. En cada uno de los caminos
intervienen determinados GFs especificos que, principalmente, afectan a procesos proliferativos y diferenciadores. (Adaptado
de la referencia bibliografica 2, con permiso del autor).
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Aunqgue el hueso de animales viejos puede re-
generar tras una lesion, lo hace mas lentamente
y esto a pesar de que la actividad de los osteo-
blastos decrece con la edad (1). Caplan (2) ha de-
mostrado en humanos que, mientras el nimero
de células madre hematopoyéticas varia muy po-
co con la edad, el de MSCs lo hace enormemen-
te; si en el recién nacido se encuentra una MSC
por cada 10.000 células de médula 6sea (BM), a
los 80 anos de edad sdlo se puede encontrar una
por cada dos millones. Los osteoblastos proce-
dentes de donantes humanos de edad avanzada
(superior a 70 anos) responden a los nutrientes en
cultivo, pero su capacidad proliferativa y biosinté-
tica es menor que la de células dseas fetales (3).
Nimni y col. (4) han demostrado que la respuesta
a la implantacion de matriz 6sea desmineralizada
(DBM) decrece en ratas viejas, siendo estimulada
por la administracion de células osteoprogenito-
ras singénicas. Becerra y col. (5) han demostrado
recientemente que las células de BM de ratas de
edad avanzada cultivadas muestran un descenso
en la expresion de fosfatasa alcalina (ALP), un en-
zima necesario para la mineralizacion esquelética,
comparada con la obtenida en los cultivos de cé-
lulas de ratas mas jovenes. En estos casos, la adi-
cion de DBM en polvo estimula la sintesis de ALP
so6lo en algunas células, que son, probablemente,
las que proceden de las pocas madres osteopro-
genitoras que quedaban en la médula de los ani-
males de estas edades (Figura 2). Por tanto, el
descenso de la actividad anabolica observada en
huesos de individuos mas viejos no puede ser de-
bida solamente a la incapacidad de los osteo-
blastos y sus progenitores a progresar, puesto
que éstos lo hacen en cultivo (6). Es decir, con la
edad disminuye enormemente el nimero de cé-
lulas susceptibles de diferenciacion osteblastica,
ademas de apreciarse una cierta dificultad de pro-
greso, por falta de factores o por incapacidad de
las propias células.

CELULAS MADRE OSTEOPROGENITORAS

Aungue carecemos de pruebas formales de la
existencia de células madre estromaticas, esta hi-
potesis, sin embargo, proporciona base concep-
tual util desde la que investigar el potencial me-
sengénico del tejido estromatico de la BM. Se han
identificado células precursoras estromaticas en
numerosas especies por su capacidad para formar
colonias morfolégicamente parecidas a fibroblas-
tos (7, 8). El progenitor clonagénico responsable
de la formacion de colonias en estas condiciones
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es conocido como unidad fibroblastica formado-
ra de colonias (CFUF) (9). Basado en estos y otros
datos, Owen (10) propuso la hipdtesis de las cé-
lulas madre estromaticas (stromal stem cells).
Células de BM cultivadas en condiciones que per-
miten el desarrollo osteogénico (L-ascorbato, de-
xametasona, dex, y p-glicerofosfato, p-GP) expre-
san un fenotipo osteoblastico (5, 11).

La mayor concentracion de células madre en
el adulto se ha encontrado en BM (12). Aunque to-
davia no se tienen datos directos sobre su estruc-
tura, evidencias indirectas las asimilan a linfocitos,
aunque algunos investigadores han evitado en el
pasado el uso de este término y preferian llamar-
las «células madre candidatas» (13). La proporcion
de células madre en suspensiones de BM puede
incrementarse destruyendo las células hemato-
poyéticas susceptibles de tratamiento con agen-
tes tales como la vincristina, ya que las células
madre se dividen menos. Puesto que estas célu-
las progenitoras progresan a través de una serie
de tipos intermedios del linaje osteoblastico (14,
15), los anticuerpos que reconocen proteinas es-
pecificas superficiales de membrana, han ayuda-
do en parte a caracterizar los distintos estados de
desarrollo (16, 17). Asimismo se ha encontrado to-
da una serie de mediadores fisiolégicos de la di-
ferenciacion osteoblastica, tales como factores de
crecimiento (GFs), paratohormona, estrégeno y
1,25-dihidroxivitamina Ds. El uso de northern blot,
hibridacion in situ, e histoquimica, ha permitido
mapear la expresion secuencial del crecimiento
celular y de los genes tisulares especificos duran-
te el desarrollo progresivo del fenotipo de célula
6sea (18, 19). En un principio ocurre la prolifera-
cioén, que asegura la expansion de la poblacion y
la sintesis de colageno tipo | de la matriz ésea. En
este momento, se expresan los genes necesarios
para la activacion de proliferacion, progresién por
el ciclo celular, proteinas de adhesién celular, bio-
sintesis de matriz extracelular y citoesqueleto. Pos-
teriormente ocurre la expresion de genes asocia-
dos a la maduracién y organizacion de la matriz
6sea, como los de la ALP. Finalmente, la expre-
sion de osteopontina y osteocalcina (OC), protei-
nas especificas de osificacion, es maxima, a la vez
que ocurre la organizacion tipica del tejido 6seo.

Aungue no existe un marcador Unico para las
células del linaje osteogénico, las células produci-
das en estas condiciones muestran caracteristicas
de células dseas; por ejemplo, elevada expresion
de ALP, produccion de matriz 6sea mineralizada
y sintesis de OC dependiente de 1,25-vitamina Ds.
La formacidn de células parecidas a osteoblastos
con estas caracteristicas fenotipicas y funcionales,
normalmente depende de la presencia de L-as-
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Figura 2. Niveles de expresion de ALP esquelética (cuadrados) y total (circulos), durante 28 dias de cultivo de células estro-
maéticas de BM procedentes de ratas de 4 (a), 24 (b) y 48 (c) semanas de edad, en ausencia (linea discontinua) y presencia (linea
continua) de polvo de DBM. Junto a las graficas mostramos cultivos secundarios de células del estroma de BM, tefidos con
picrosirio-hematoxilina. (d) x100 aumentos; (e) x100 aumentos. Asteriscos, polvo de DBM. (f) x100 aumentos; (g) x50 aumentos.

corbato, dex y una fuente de fosfato inorganico
(B-GP) (20). Otros estudios (21) no han tenido éxi-
to en la identificacion de marcadores de células
osteoprogenitoras verdaderas, aunque reconocen
células del linaje osteogénico usando anticuerpos
monoclonales contra ALP.

FACTORES DE CRECIMIENTO, MATRIZ
EXTRACELULAR Y OSTEOGENESIS

La respuesta celular que el organismo dispara
ante una lesion dsea incluye la proliferacion de fi-
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broblastos o sus precursores mesenquimaticos,
la infiltracion de células inflamatorias, la diferen-
ciacion de condroblastos y osteoblastos a partir
de células progenitoras y la formacion de hueso
por osificacion endocondral o intramembranosa
(22-24). Esto implica quimiotaxis y diferenciacion
de precursores osteoblasticos, asi como expresion
de GFs, citoquinas y proteinas como OC, osteo-
pontina y colageno tipo |, entre otras (25, 26). La
matriz dsea contiene numerosos factores, entre
los que se incluye algun miembro de la superfa-
milia de los TGF-3, que estimulan la formacién de
hueso y parecen actuar en diferentes momentos
del linaje osteoblastico.

El TGF-B1 es uno de los factores mas abun-
dantes. Se libera en forma activa durante la re-
absorcion dsea (27), estimula la proliferacion de
osteoblastos (28), causa quimiotaxis entre osteo-
blastos e incrementa la formacion de hueso (29).
Las proteinas morfogenéticas (BMPs) pertenecen
a esta familia pero sus efectos difieren de los del
TGF-B propiamente dichos. Las BMPs realzan la
diferenciacion de células dseas in vitro (30) y pa-
recen estar implicadas en dirigir las células a lo
largo del linaje osteoblastico. Son unicas en pro-
ducir la formacién de hueso ectépico (31-33), lo
que no producen los TGF-f. Por todo ello, las
BMPs se estan ensayando con entusiasmo como
potenciales agentes terapéuticos.

Otros GFs como el fibroblastico (FGF), plaque-
tario (PDGF) e insulinico | y Il (IGF Iy Il) han mos-
trado ciertos efectos en proliferacion y diferencia-
cion de células 6seas, siendo también usados en
este campo de la investigacion (26, 34).

Aunque los GFs citados parecen ser los de
mas presencia en procesos osteogénicos, no de-
be descartarse la implicaciéon de otros, toda vez
que se conocen cientos de ellos, agrupados en
mas de 20 familias moleculares (35). Dependiendo
de la proximidad entre los lugares de sintesis y
accion, los GFs se han clasificado como endocri-
nos, paracrinos y autocrinos, usandose también
los términos yuxtacrino e intracrino para interac-
ciones a corta distancia (Figura 3).

Aunque algunos estudios recientes han em-
pezado a desenmascarar el papel que los com-
ponentes de la matriz extracelular (ECM), tales co-
mo fibronectina, trombospondina, colagenos lll y
IV y glucosaminoglucanos especificos, desempe-
nan en la proliferacién y diferenciaciéon de células
del linaje hematopoyeético (36, 37), se sabe menos
de su efecto sobre las células osteoprogenitoras
y su diferenciacion. Se ha observado (38) que cier-
tas citoquinas actuan junto a moléculas de la ECM
para anclar células madre en un microambiente y
modaular su funcion, y que ciertos rasgos osteo-
blasticos pueden ser importantes en esta cone-
xién (39).

O L/t/w

Figura 3. Varias vias por las que los
GFs desarrollan sus actividades. Los
GFs (azul) son producidos por las cé-
lulas, pudiendo actuar en el interior
de las mismas, en su vecindad, o en
lugares mas alejados, modulando su
actividad al interaccionar con recep-
tores especificos. Estas vias pueden
ser: (1) autocrina, (2) paracrina; (3)
endocrina , (4) yuxtacrina, (5) media-
da por la ECM, (6) intracrina. (Adap-
tado de la referencia bibliogréafica 35)
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El colageno | puede promover la aparicion de
fenotipo osteoblastico en algunos sistemas celu-
lares, comprobado por el incremento de la activi-
dad ALP vy sintesis de OC y osteopontina, asi co-
mo cambios en la morfologia celular (40, 41).
También se ha observado estimulacion de dife-
renciacion osteogénica con otros componentes no
colagénicos de la ECM, como laminina y fibro-
nectina (42, 43). Usando una linea celular clonal
multipotencial (44, 45), se ha encontrado que es-
tas células pueden llegar a ser osteoblasticas en
presencia de BMP-2 y &cido retinoico. La adicion
de colageno | parece necesaria para la expresion
del fenotipo osteoblastico por células mesenqui-
maticas inmaduras (45). Recientemente, Hasega-
wa y col. (46) consiguieron producir tejido con ca-
racteristicas oseas en cultivos de células de BM de
rata, en un gel de colageno en ausencia de dex.
Una red tridimensional de colageno parece ser
esencial. Posteriormente, el mismo grupo (47) en-
contré que el TGF-p1, al anadirlo al gel de cola-
geno, realza todavia mas el proceso de diferen-
ciacion osteogénico.

Asimismo y de acuerdo con nuestros resulta-
dos, geles de colageno | suplementados con un
TGF-p1, al que se adhiere por ingenieria genética
un polipéptido de alta afinidad por el colageno |
(rhTGF-$1-F2) y minima concentracion de suero
durante los primeros diez dias de cultivo, permi-
ten seleccionar de BM de rata una poblacion ce-
lular que expresa marcadores 6seos in vitro (48,

Captacion de células osteoprogenitoras

49) (*) y es capaz de inducir formacion de cartila-
go y hueso in vivo. El procedimiento experimen-
tal seguido en este caso se ha revelado muy efi-
caz para seleccionar, amplificar e inducir la
diferenciacion condro-osteogénica, partiendo de
una mezcla heterogénea de células de BM (Figura
4). Lo que hicimos fue desarrollar un sistema pa-
ra seleccionar, amplificar e inducir una poblacién
de células osteoprogenitoras procedentes de BM
de rata, basado en la interacciéon de las mismas
con una matriz de colageno y GFs pertenecientes
a la familia TGF-g. Las células de BM se obtuvie-
ron de ratas Fischer-344 machos de cuatro sema-
nas de edad. Durante los primeros diez dias de
cultivo (periodo de seleccion, PS), los cultivos se
mantuvieron en medio con suero fetal bovino a
muy baja concentracion (0,5% FBS) con el fin de
eliminar la mayor parte de células de la linea he-
matopoyética. En el dia 11 de cultivo se inicio el
periodo de amplificacion (PA), que consistio en
cambiar a medio de cultivo completo (10% FBS)
para estimular la proliferacién de las células que
hubieran sido capturadas. En el dia 15 (periodo de
induccidn, PIl) se pone a los cultivos en presencia
de dex 108 My B-GP 2 mM, que se anadieron a

(*) ANDRADES J A, BECERRA J, SORGENTE N, HAN
B, HALL F L, NIMNI M E. A recombinant human TGF-31 fu-
sion protein with collagen-binding domain, promotes mi-
gration, growth and differentiation of bone marrow me-
senchymal cells. Exp Cell Res. (en prensa).
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Figura 4. Diagrama repre-
sentativo del procedimien-
to experimental seguido
(ver explicacion en el tex-

Toma de muestras y andlisis
to).

MAPFRE MEDICINA, 1999; vol. 10, n.° 3 195



J. A. Andrades, J. A. Santamaria, M. E. Nimni, et al.

los cultivos con cada cambio de medio. Ambas
sustancias son inductores osteogénicos in vitro
que promueven la expresion de marcadores
6seos, como es el caso de la dex que estimula la
expresion de ALP, necesaria para la mineraliza-
cion, o el B-GP, que eleva los niveles de fésforo
inorganico, necesario para la formacion de fosfa-
to célcico. Estudiamos las células cultivadas a lo
largo del camino condro-osteogénico en lo que se
refiere a expansion (proliferacion celular y sinte-
sis de ADN) y diferenciacién [actividad ALP, ex-
presidon de OC, contenido de calcio (Ca) y res-
puesta condrogénical. La induccién osteogénica
promovida en las células sometidas al procedi-
miento anteriormente descrito viene avalada por
la expresidon de marcadores osteogénicos, como
se ilustra en la Figura 5. Otros aspectos de citodi-

ferenciacién han sido ya descritos anteriormente
(48). Asimismo, y tras 16 dias de cultivo (al segun-
do dia de induccidn), desarrollamos experimen-
tos in vivo de osteogénesis ectopica implantando
las células seleccionadas en cdmaras de DBM
inactivada (iDBM) y de difusion, bajo la piel de la
espalda de ratas machos de edad avanzada (28
semanas). Cuatro semanas mas tarde, los anima-
les se sacrificaron y los implantes se extrajeron
para ser sometidos a andlisis bioquimico y estu-
dio histolégico.

Para investigar la capacidad de desarrollar ac-
tividad osteogénica in vivo por las células proce-
sadas in vitro, se ha seguido la metodologia am-
pliamente ensayada de implantar dichas células
en camaras de difusion (Figuras 6a, c) (50, 51). El
tejido formado, aunque avascular, se asemeja al

Figura 5. Morfologia de los cultivos in vitro. El rhTGF-B1-F2 selecciond una poblacion de células de morfologia cuboidal tipi-
ca de osteoblastos en el PS. (a) x150 aumentos; (b) x200 aumentos; (d) x100 aumentos; (e) x80 aumentos. La Figura (¢) mues-
tra una colonia similar a la de la Figura (b), procesada para microscopia optica convencional y tefiida con hematoxilina-eosi-

na. x200 aumentos.
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Figura 6. (a) Las células se implantaron en camaras de
iDBM (flecha), o en cdmaras de difusion (doble flecha) for-
madas por un anillo plastico (cabeza de flecha) al que por
ambos lados se le pegan (adhesivo, flecha larga) sendos
filtros de 0,45 um de tamano de poro (asteriscos). La im-
plantacion se realizé bajo la piel de la espalda de ratas
Fischer-344 machos de 28 semanas de edad (b, c). Barra,
Tcm.

6seo visto con microscopia Optica y electronica.
La expresién temporal de componentes celulares
y extracelulares es similar a la observada en los
procesos de osteogénesis (52, 53). La mezcla de
hueso, cartilago y tejido fibroso formados en las
camaras de difusion parece ser producida por un
escaso numero de células precursoras (54). Nimni
y col. (4) han experimentado el uso de camaras
fabricadas con cilindros de iDBM, sellados en am-
bos extremos con filtros porosos (Figuras 6a, b).
Nuestros resultados con el uso de estas camaras
ha permitido por vez primera formar hueso y car-
tilago con las células cultivadas in vitro en pre-
sencia de rhTGF-p1-F2 (Figura 7) (*).

PERSPECTIVAS DE FUTURO:
TERAPIA AUTOLOGA

Estudios recientes sugieren que el coldgeno
junto con el TGF- podrian mantener la supervi-
vencia y/o expresion de fenotipos osteogénicos
(46, 47), por lo que, en nuestro estudio, la matriz
de coldgeno podria estar ejerciendo un efecto si-
nérgico con el rhTGF-$1-F2 en la elaboracién de
un sistema de captura para MSCs.

A pesar de que ya han sido descritos métodos
de aislamiento de células madre hematopoyéticas
mediante condiciones de crecimiento selectivo
(55), la captura de MSCs mediante matrices cola-
génicas representa una estrategia novedosa.

Ademas, el TGF-$ no habia sido demostrado has-
ta ahora como GF capaz de mantener viva una
poblacion celular cultivada en condiciones extre-
mas (bajo suero). El disefio del rhTGF-1-F2 con
un dominio de unidn al colageno, le atribuye pro-
piedades que no se encuentran en la forma natu-
ral del TGF-p (56). Esta nueva proteina podria de-
sarrollar un papel importante en la captura de
células progenitoras blastoideas, que responden
a un factor cuya estabilidad estd mejor preserva-
da gracias a su anclaje a la matriz colagénica, lo
que ademas le permite ser liberado lentamente al
medio de cultivo alargando notablemente su vida
media (*).

Hay pocas dudas de que, segun progresen
nuestros conocimientos, los trastornos de la for-
macion de hueso podran ser remediados con la
aportacion de los GFs apropiados. La administra-
cion sistémica de GFs de hueso, tales como las
BMPs o TGFs-f3, podra ser util para tratar enfer-
medades tales como la osteoporosis, si aquéllos
pueden ser dirigidos al hueso. Una alternativa a
la administracion sistémica o local podria incluir
la recoleccion de BM para ser cultivada siguiendo
el modelo experimental in vitro de la Figura 4.
Esto es, se realizaria una seleccién y posterior am-
plificacion de las células progenitoras del pacien-
te, mediante GFs y matrices colagénicas in vitro.
Estas células podrian seguir luego, al menos, tres
caminos segun las necesidades: a) podrian ser
congeladas para que sirvieran de almacén de cé-
lulas para posteriores aplicaciones; b) podrian ser
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1207 Camaras iDBM

Control hTGF-p1

thTGF-p1-F2
a Condiciones experimentales

rhBMP-7 rhBMP-2

Figura 7. (a) Niveles de ALP (U/ug ADN) (barra rayada), OC (ng/ug ADN) (barra punteada) y Ca (ug/mg peso seco) (barra lisa)
en las camaras de iDBM implantadas con células cultivadas bajo las distintas condiciones experimentales. La histologia mues-
tra formacioén de hueso (H) por las células tratadas con el rhTGF-$1-F2 (¢, tincion de hematoxilina-eosina) y abundante carti-
lago (C). Las cdmaras que contenian células tratadas con rhBMP-2 (d, tincion de azul alciano) estaban repletas de hueso (H),
mientras que las que contenian células cultivadas en ausencia de GF (b, tincion de hematoxilina-eosina) sélo presentaban un
tejido fibrilar (F). Asterisco, pared de las cdmaras de iDBM. x50 aumentos.

sometidas a un Pl osteogénico, de manera simi-
lar al realizado con dex y 3-GP para, seguidamen-
te, ser reimplantadas en pacientes con problemas
de reparacion 6sea. Las situaciones pueden ser
las debidas a fracturas que no sueldan (por ejem-
plo, pacientes de edad avanzada), donde podrian
inyectarse directamente las células capacitadas en
las fracturas, solas o convenientemente vehiculi-
zadas, o como consecuencia de pérdidas masivas
de masa dsea (por ejemplo, traumatismos, asi-
metrias de huesos largos, etc.), donde las células
inducidas se absorberian a vehiculos porosos, ta-
les como la hidroxiapatita (HA), de demostrada
utilidad osteogénica (57), para ser implantados en
los defectos del hueso. Ademas c), las células os-
teoprogenitoras capturadas pueden ser modifica-
das por técnicas de transferencia génica para se-
gregar citoquinas o cualquier otro factor que

198 MAPFRE MEDICINA, 1999; vol. 10, n.° 3

module la cicatrizacion de heridas y los procesos
osteoinductivos que, en enfermedades dseas in-
curables como la osteogénesis imperfecta, estén
impedidos. En esta tercera via, por ingenieria ge-
nética las células amplificadas serian transfecta-
das con retrovirus que contengan un gen desea-
do (gen X). A continuacion, estas células serian
inyectadas intravenosamente en el paciente que,
previamente, habria sido sometido a irradiacion o
quimioterapia de su BM, con el fin de asegurar la
eliminacién de las células deficientes y que las cé-
lulas transfectadas colonicen rapidamente la mé-
dula deprimida. La representacion esquematica
de la Figura 8 explica el procedimiento experi-
mental general que estamos desarrollando y que
posibilitara en un futuro no muy lejano la aplica-
cidn clinica de nuestros resultados obtenidos en
los ultimos anos.
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Figura 8. Estrategias experimentales propuestas para la regeneracion osea.
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