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DE PORCINO PARA LA EVALUACION DE UN BIOMATERIAL
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Resumen

El objetivo del presente trabajo fue establecer un cultivo de células osteoprogenitoras de porcino
para el estudio de la diferenciacion de osteoblastos en un material hibrido de apatita carbonatada,
CAp (patente en proceso No. PI 20042321 preparado en AMREC-SIRIM Berhad) y células
autélogas, que en el futuro pueda ser empleado como un material para injertos 6seos. A partir
de la digestion enzimatica de periostio de huesos de fetos porcinos se obtuvieron células que
se cultivaron con y sin factores de diferenciacion y para verificar formacion de tejido osteo-
geénico, se realizaron pruebas bioquimicas y moleculares. Se sembraron células sobre CAp de
sintesis himeda y seca y sobre Thermanox (Th) como control. Por microscopia electrénica de
barrido (SEM) se determiné la adherencia y la disposicion celular a los materiales utilizados,
observandose adherencia y crecimiento celular en los tres soportes utilizados, sin diferencias
significativas al comparar los tratamientos y controles. Para confirmar la presencia de calcio en
la matriz extracelular se realizo difractometria de rayos X. Los resultados obtenidos indican que
estos cultivos expresaron marcadores bioquimicos y moleculares de la linea osteogénica, lo que
nos hace pensar que este es un modelo adecuado para estudiar la funcionalidad de un material
hibrido de CAp sintética y células osteoprogenitoras autdlogas derivadas de periostio.

Palabras clave: biomateriales, células madre, periostio, apatita carbonatada

OSTEOGENIC CELL CULTURE FROM PORCIN PERIOSTEUM
FOR BIOMATERIAL EVALUATION

Abstract

Culture and characterisation of porcine osteoprogenitor was established in order to study the
differentiation of osteoblast in a hybrid material of carbonated apatite (CAp) (patent under
process No PI 20042321) and autologous cells that can be used later as an advanced bone
graft material. Osteoprogenitors were obtained from enzymatic digestion of fetal porcine
periosteumn, and were cultured with or without differentiation factors. Biochemical and mo-
lecular markers of osteogenesis were obtained. Cells were culture onto CAp of wet and dry
synthesis and onto Thermanox (Th) as control substrate. SEM analyses revealed the indistinct
adherence and grow of cells cultured on the materials when compared with those cultured on
the Th. X-ray diffraction analysis revealed the calcium content of the extra cellular matrix of
the cultures. Positive alkaline phosphatase activities and other bone related biochemical and
molecular markers were found in time course culture experiments. An animal model for the
osteogenesis of periosteal cells was established which demonstrated its use in the evaluation
of CAp, indicating that this model is useful to study the functionality of a hybrid material of
synthetic CAp and autologous osteoprogenitor cells derived from periosteum.
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Introduccion

La capacidad normal para reparar las fracturas 6seas
se encuentra alterada con frecuencia en diversas pato-
logias (osteoporosis, fracturas especialmente dificiles,
enfermedad periodontal, etc.), al igual que en el enve-
jecimiento. La cirugia reconstructiva para la reparacion
y correccion de tejido 6seo perdido ha llevado a la
busqueda de métodos que faciliten la recuperacion
de los pacientes que sufren estas afecciones. En ese
sentido, la ingenieria de tejidos -o ingenieria celular-
aplica los principios de la ingenieria, de la ciencia de
materiales y de las ciencias biolégicas, en la obtencién
de sustitutos bioldgicos que puedan restaurar, mantener,
o mejorar la funcion tisular. Este nuevo campo permite
también el disefio de biosoportes para células activas,
que controladas con factores de crecimiento, puedan
generar nuevos tejidos como cartilago y hueso para la
restauracion de tejidos dafiados. El objetivo principal es
buscar células sanas, no inmunogénicas, faciles de aislar,
con alta sensibilidad y rapida respuesta a las sefiales del
ambiente que se puedan inducir in vitro al linaje celular
que se requiera y que puedan ser trasplantadas con éxito
al paciente; también busca moléculas bioactivas que
conduzcan procesos de diferenciacién y de maduraciéon
celular (1). Una de las estrategias més atractivas trata de
conocer el procedimiento de reclutamiento de células
progenitoras a partir de células madre pluripotenciales y
su posterior amplificacion y diferenciacion in vitro hacia
los distintos tipos de células mesenquimales.

La ingenieria de tejidos surgié en parte como res-
puesta a probleméticas que se presentan en implantes
de diferente tipo y basicamente pretende desarrollar
materiales hibridos, compuestos de sustratos natura-
les o sintéticos y de ceélulas especificas del tejido en
cuestion (1). Las células osteoprogenitoras derivadas
de las células madre, ubicadas en la capa interna del
periostio, pueden ser responsables de la generacion
de nuevo tejido 6seo cuando se diferencian a osteo-
blastos. El cultivo de estas células puede ser utilizado
para evaluar la viabilidad, osteoconductividad, osteo-
genicidad vy la citotoxicidad de los biomateriales de
uso en ingenieria tisular (2).

Entre los tratamientos empleados para la recons-
truccion 6sea estan los implantes con biomateriales,
definidos como aquellas sustancias que al ser implan-
tadas al tejido adyacente, favorecen e incrementan la
formacion del tejido 6seo (3-5). Los fenémenos deter-
minantes en el proceso de integracién de un implante
al hueso ocurren en la superficie de contacto entre el
implante y el tejido adyacente, denominada laminae

limitantes. Se ha observado que cuando se recubre
dicha zona de unién con periostio autdlogo o alogéni-
co, hay una aceleracion en el proceso de reparacién, e
integracion del implante en el tejido 6seo (6,7).

Entre los materiales sintéticos utilizados como
soportes de tejido 6seo estan aquellos fabricados
con fosfatos de calcio, entre ellos la hidroxiapatita
cristalina, el fosfato tricéalcico, el vidrio ceramico,
los cuales son una forma impura de hidroxiapatita
(Ca,,(PO4),(OH),), que incluye carbonato en el cristal
como mayor contaminante (2% al 8% en peso) y se
asemejan al mineral de huesos y dientes. Se sabe que
el carbonato puede ubicarse en dos lugares dentro de
los cristales de hidroxiapatita: sitio A, donde substitu-
ye iones OH ~y sitio B, donde reemplaza iones PO%*#,
denominéandose apatita carbonatada (8).

Dada su mayor similitud con el mineral del hueso,
la apatita carbonatada es una de las ceramicas mas
prometedoras para el reemplazo 6seo, ya que al
incluir el carbonato dentro del cristal se mejoran,
tedricamente, las propiedades de osteoconducciéon
y osteogénesis de las hidroxiapatitas puras que se
usan actualmente. La importancia de la presencia del
carbonato en el cristal radica en que el material se
hace mas reactivo con soluciones de fluidos simula-
dos, facilita la formacién de material amorfo sobre la
ceramica y por consiguiente, facilita la infiltracién de
los diferentes tipos celulares que residen en el tejido
6seo, principalmente osteoblastos y osteoclastos, lo
que genera una mejor integracién del implante por
parte de dicho tejido (5,9).

El proposito de este trabajo fue establecer el cultivo
in vitro de células provenientes del periostio de fetos
porcinos y probar su capacidad osteogénica, para
tratar de proporcionar un conocimiento basico que
pueda ser aplicado en el disefio de materiales hibridos
y especificamente en la caracterizacion biologica de
una apatita-carbonatada (CAp) para futuras aplica-
ciones en ortopedia y en odontologia.

Este trabajo se realiz6 en la Facultad de Medicina de
la UMNG (Universidad Militar Nueva Granada), en
convenio con AMREC (Advanced Materials Resear-
ch Centre) -SIRIM Berhad (Standard and Industrial
Research Institute of Malaysia).

Materiales y métodos

Obtencion y cultivo de células de periostio. Los
procedimientos para la obtencion y el cultivo de las
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células de periostio de fetos porcinos (suministrados
por Frigorificos San Martin de Bogoté) de cuatro a
doce semanas de gestacion, fueron aprobados por el
comiteé de Etica de la Universidad Militar Nueva Gra-
nada. Los procedimientos de extraccion de huesos
y periostio se basaron en los protocolos reportados
en la literatura (10 -16). Luego de la extraccion de
los huesos (himeros, fémures, omoplatos y craneos)
se hicieron cortes bajo el estereoscopio para extraer
el periostio. Los segmentos de periostio se lavaron
con solucién de sales balanceadas de Hank (HBSS)
mas estreptomicina (10 mg)-penicilina (10.000 U)
(Sigma cat No P3539 ) v su digestion se hizo con
colagenasa tipo II (100 U por ml en HBSS) (Gibco
cat No 17101-015) en agitacion a 37° C durante
una 6 dos horas. Como control se utilizaron células
obtenidas de los segmentos de periostio a los que se
les realizd el mismo tratamiento pero sin colagenasa.
Este procedimiento se repiti6 seis veces.

El cultivo se hizo a una concentracion de 2x10* células
por cm? en el medio 60,/40 el cual esth compuesto por
60% de medio Dulbeco modificado por Eagle (DMEM)
(Gifco cat No 31600-026) y 40% (v/v) de medio com-
pleto con trazas de elementos (MCDB-201) (Sigma cat
No M6770), mas 10% de suero fetal bovino (SFB) (v/
v) y se incub6 a 37° C en atmosfera himeda y 5% de
CO,,. Al tercer dia de cultivo se eliminaron las células
no adherentes y se hicieron recambios semanales con
medio suplementado con SFB, cuya concentracién
se disminuy6 gradualmente hasta llegar al 2% (v/v).
Cuando se alcanzo una confluencia de células del 70%
se hicieron subcultivos a los que se les calcul6 la tasa
de proliferacion v la viabilidad.

Duplicacién de la poblacién. La duplicacion de la
poblacion se determiné sembrando 1,7x102 células
por cm? en placas de 24 pozos por triplicado con
medio 60,/40 suplementado con factores de diferen-
ciacion osteogénica (1 x 108 M de dexametasona
(Dex)y 50 uM de L-ascorbato-2 fosfato y con medio
60/40 sin estos factores. Su evaluacion y la determi-
nacién de la viabilidad celular se hicieron en los dias
8, 15y 23 del cultivo, con azul tripan.

La duplicacién de la poblacion (n) se calculé utilizando
la ecuacion:

n=3,32 (logNH-N1)
en donde N es el nimero de células sembradas en
el tiempo cero y NH es el nimero de células en los

diferentes tiempos (16-18). La tasa de multiplicacién
o numero de generaciones por unidad de tiempo (r),
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la cual es expresada como duplicacion de la poblacion
a las 24 horas, se calcul6 con la ecuacion:

r=n/t2-t1) (18)

Criopreservacion. El pellet de células provenientes
de cultivo se reconstituyé en una solucion de criopre-
servacion compuesta por 10% de N-Dimetil sulfoxido
(DMSO), 50% de SFB y 40% de medio 60,/40 (60%
DMEM - 40% MCDB-201). Los criotubos se dejaron
durante 24 h a -70°C y luego se almacenaron en
nitrébgeno liquido.

Diferenciacién osteogénica. Las condiciones utili-
zadas en el ensayo para determinar la diferenciacion
osteogénica se tomaron de la literatura (15,19-21) y
se modificaron en nuestro laboratorio. Se sembraron
96 pozos por triplicado con 3x102 células; 48 pozos
con medio 60/40 més 108 M de Dexy 50 uM de
L-ascorbato-2 fosfato v 48 pozos sélo con medio
60/40. Los cultivos se incubaron por 23 dias a 37°
C con cambios semanales de medio. A las células de
los dias cero, ocho, quince y 23 se les determinaron
los marcadores bioquimicos y moleculares (22-23).

Determinaciéon de marcadores bioquimicos y
moleculares. La actividad de la fosfatasa alcalina
(ALP) se midi6é cuantitativamente por el método
reportado en 1998 por Solchaga vy col. (15), que
se basa en el principio de la reaccién enzimética
cuantificable del p-nitrofenilfosfato como sustrato cro-
mogénico soluble, del cual se libera p-nitrofenol por
la acciéon de la enzima. La determinacion cualitativa
se realizo utilizando el método descrito por en 1999
por Encina y col. (24), que se basa en la observacion
de un precipitado rojo del complejo Naftol-AS-MX
y fast violet B en los cultivos positivos para la acti-
vidad enzimatica. Para determinar la mineralizacién
de la matriz extracelular se cuantifico el contenido
de calcio por colorimetria (método del complejo
calcio-O-cresolftaleina) (25, 26) y para determinar
cualitativamente los depoésitos de calcio se utilizo la
técnica de von Kossa, que se basa en la formacion de
precipitados de plata sobre areas donde se encuentra
fosfato de calcio (15,25, 27).

Para la deteccion de la expresion de los genes espe-
cificos de la linea osteogénica como son los de osteo-
calcina, osteopontina, runx2 y osterix (osx) se utilizd
la técnica de trascripcion inversa (iniciadores oligo-dT,
SuperScrip Il Reverse Transcriptase) y la reacciéon
en cadena de la polimerasa (RT-PCR) (21, 26, 28,
29). En la RT se siguieron las recomendaciones del
fabricante de la enzima empleada (INVITROGEN cat
No. 18064-022).




DIAZ L., VILLAMIL M., BERNAL C., TORRES M., THEVI ]., ZAKARIA E. Y MIKAN .

Para el disefio de los iniciadores usados se realizd
un alineamiento de secuencias humanas y de otros
mamiferos con el programa de alineamiento de se-

cuencias multiple “Clustal W” (biology work bench
en: http;/workbench.sdssc.edu) (Tabla 1).

TABLA 1. Secuencias de primers especificos para marcadores moleculares de osteogenicidad.

cDNA blanco SECUENCIAS DE LOS PRIMERS Ttz el jpiwslesiio gz RO
esperado
_ 5 TCCCTGTACGCCTCTGGCCG
B-Actina 305 pb
B CAGCTCGTAGCTCTTCTCCA
5; TGGCCCTGGCCGCACTTTG
oc % GAAGCGCCGATAGGCCTCCT 249 pb
5 CTGACCCATCTCAGAAGCAG
opP : 378 pb
B TAGATTTTGACCTCAGTCCA
5 TAAAACGATTTCCAGTTCAG
S 3 ATATCCCCAGCCTTCTTGGG Ziled
Runx2* 5 CAGTTCCCAAGCATTTCATCC 443 05
3 TCAATATGGTCGCCAAACAG L
One - 57 GCAGCTAGAAGGGAGTGGTG 450 oh
X & GCAGGCAGGTCAACTTCTTC P

Las secuencias 3" se reportan como complementarias reversas.

* Secuencias reportadas por Gronthos et al., 2003 (26) para humanos.

Como control positivo de la expresién de dichos genes
se uso la linea celular de osteoblastos humanos obtenida
de la ATCC referencia CRL-11372 (American Type
Culture Colection) y como control del cADN se ampli-
ficé el gen de la B-actina. La extraccién de cADN se hizo
por el método de trizol (Gibco-BRL Life Technologies cat
No.15526). Para estandarizar las condiciones de la PCR
en el laboratorio se utilizb6 el cADN de las células CRL-
11372 incubadas en condiciones de diferenciacion.

Ensayos de adhesion y proliferacion celular so-
bre apatita carbonatada (CAp). Estos ensayos se
hicieron en el Instituto de Investigaciones Médicas de
Malasia (IMR). Se utilizaron por cada pozo de 1,76
cm?, células de periostio cultivadas sobre dos piezas
de CAp de 0,4 x 0,3 x 0,1cm (patente en proceso
No. PI 20042321 preparado en AMREC-SIRIM
Berhad) fabricada por sintesis hiimeda por el método
convencional de precipitacién a partir de soluciones
acuosas (F), o por sintesis seca por reaccion del estado
solido (J), y como control, células cultivadas sobre
laminas de Thermanox® (Th) Plastic Coverslips EMS
(Catalog No 72274) (dos laminas por pozo cortadas
a las mismas dimensiones). Para la adherencia celular
se sembraron 5 x 10% células por cm? por pozo, con
medio sin factores de diferenciacién en cajas de 24
pozos y se incubaron por tres dias. Para la prolifera-
cion celular se sembraron 1 x 104 células por cm? por
pozo y se incubaron por 16 dias bajo las condiciones
ya mencionadas. Las células se separaron de los

materiales utilizados por tripsinizacion, se contaron
en camara de Neubauer y finalmente se calcul6 el
namero de células por cm? de material. Estos proce-
dimientos se repitieron cinco veces.

Microscopia electrénica de barrido. Se realizo
microscopia electrénica de barrido a las células de
periostio de fetos de porcino por el método reportado
por Hing y col. (30).

Espectrometria de rayos X. Para la espectrometria
de rayos X se utilizb el microscopio electrénico LEO
1525-12-95, que permite la determinacion de la
composiciéon quimica del material prueba (la matriz
extracelular de las células que crecieron sobre apatita
carbonatada), en areas de aproximadamente 1 nm?.

Andlisis estadistico. Los anlisis se realizaron emplean-
do el programa R© version 2.1.1. Se realiz6 anélisis de
varianza (ANOVA) y andlisis de varianza para estructuras
factoriales, utilizando un intervalo de confianza de p+1-
ao/Vn), para un a.del 0,05. En los casos de significancia
se aplico el test de comparacién multiple de Tukey.

Resultados
Obtencion vy cultivo de células de periostio. En los
cultivos de células provenientes de los fetos de diferen-

tes semanas de gestacion se observaron diferencias
en la cantidad de células extraidas, en la morfologia
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y en el porcentaje de viabilidad. Se obtuvo un mayor
numero de células a las dos horas de digestion y no
se observaron diferencias en su morfologia entre los
dos tiempos utilizados.

La poblacién celular obtenida presenté heteroge-
neidad en cuanto a morfologia, tamario y capacidad
de adhesion a los platos de cultivo. Se observd ad-
hesion de células a las 24 horas de cultivo, pero la
homogeneidad en tamario y morfologia se alcanzoé a
los siete dias de cultivo. En los primeros subcultivos
(pasaje uno al tres) la morfologia de las células fue
fibroblastoide. Después del tercer subcultivo, con més
de dos semanas de incubacién en la misma placa, se
observé un cambio de la morfologia fibroblastoide a
semicuboidal, triangular o estrellada, caracteristica de
células en diferenciacion.

La viabilidad de las células obtenidas de los explantes
fue 77% y la de los cultivos establecidos fue del 93%
al 98%, datos que concuerdan con otros reportes (16).
Las ceélulas obtenidas de craneo formaron colonias a
los siete dias de cultivo, con morfologia menos agu-
zada que la de los otros huesos. Con el fin de trabajar
con células de caracteristicas homogeéneas, sélo se
emplearon células de himero, fémur y omoplato en
los ensayos de diferenciacion. La viabilidad promedio
en el momento de la congelacion fue de 97,5%, a los
siete dias de congeladas de 92,5% y a los 120 dias
de 89%. No se observaron cambios en la morfologia
de las células después de la congelacion.

Duplicacién de la poblacién. Los valores obteni-
dos de la duplicacién de la poblacion y de la tasa de
multiplicaciéon fueron de 3,6 y 0,01 respectivamente,
a los 15 dias de cultivo. Aunque se observé una ten-
dencia de aumento en la poblacién control, esta no

fue significativa (P=0,3691), como tampoco lo fue en
los indicadores de la edad de los cultivos in vitro.

Ensayos de diferenciaciéon osteogénica. En los
dias uno a ocho del ensayo se observé una pequena
monocapa en el centro de cada pozo de cultivo, tanto
en el control como en el tratamiento. Después de este
tiempo las células tratadas empezaron a formar colo-
nias alrededor de la monocapa inicial y en el control,
ésta continu6 aumentando homogéneamente desde
la periferia (Figuras 1A y 1B). Después del dia quince
se formaron otras capas de células sobre la monocapa
inicial en los dos cultivos (Figura 1B). La morfologia
celular en los dos cultivos cambié gradualmente a tra-
vés del tiempo, de fibroblastoides a semicuboidales.

Andlisis de marcadores bioquimicos
v moleculares

Fosfatasa alcalina

La determinacién cuantitativa del promedio de activi-
dad ALP mostré una diferencia significativa entre el
control y el tratamiento a través del tiempo (analisis
de varianza P = 0,002). Se observé que la expresion
de ALP es mucho menor en los dias cero y ocho que
en los dias quince y 23 para el tratamiento (prueba de
Tukey). La cinética de la expresion de ALP durante 23
dias mostr6 una actividad maés alta en el tratamiento
que en el control en los dias 15 y 23 (Figura 2).

En la determinacién cualitativa, en el dia cero la
coloracién fue negativa para los dos cultivos. En los
otros tiempos la coloracién fue positiva y en mayor
proporcion para el tratamiento. Las células positivas
para ALP generalmente estaban agrupadas en colo-
nias y su morfologia era semicuboidal o estrellada
(Figura 3).

IS ANRERS:

P R CT T e = T Nty R sl ki

FIGURA 1. Proliferacién celular en el cultivo control y en el tratamiento. A). Monocapa del control en el centro de los pozos
a los ocho dias de cultivo. B). Agrupaciones (c) en la periferia de la monocapa (M) en las células inducidas a diferenciacién
después a los 15 dias de cultivo y crecimiento en multicapas (MC). Barra indicadora de amplificaciéon 100um.
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LAFR

il 4

Nanocatales de p-nitrofenol

Tiempo (dias)

FIGURA 2. Expresién de la cinética de la actividad ALP de las células de periostio cultivadas in vitro durante 23 dias. Los puntos
representan el promedio de la actividad enzimdtica (nanocatales) +/- error estandar de tres replicas.

FIGURA 3. Deteccién citoquimica de ALP en un periodo de 23 dias. Expresién negativa a los 5 dias de cultivo (A) y positiva
a los 10 dias (B), a los 15 dias (C), a los 20 dias (D) y a los 23 dias (E). Barra indicadora de amplificacién 200um.
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Mineralizacion de la matriz extracelular. Se obser-
varon precipitados negros, correspondientes a plata
precipitada sobre depoésitos de calcio solamente en
el dia 23 en los dos cultivos (Figura 4). La presencia
de dichos precipitados se dio en pocos lugares de
cada pozo de cultivo y sélo fueron visibles microsco-
picamente. No se hallaron diferencias significativas
en el nimero de puntos negros contados en diez
areas distintas de las placas entre el control y el tra-
tamiento (P=0,57), pero si en los diferentes tiempos
(P=0,0082), lo que demuestra que en las células con
tratamiento hubo un aumento del contenido de calcio
a través del tiempo (Figura 5).

Trascripcion revesa y reaccion en cadena de la
polimerasa (RT-PCR). La expresion del gen runx2
se detect6 en los tiempos 8, 15y 23 en los culti-
vos tratados y no tratados con factores (Figura 6B),
mientras que la del gen osterix solo se observd en
el dia ocho del cultivo con tratamiento (Figura 6D).
En cuanto a los genes que codifican proteinas de la
matriz 6sea, se detecté mARN para osteopontina en
todos los tiempos en los dos cultivos (Figura 6C) y de
osteocalcina, en los dias cero, 15y 23 en las células
inducidas (Figura 6E). En la figura 6A se observa la
amplificacién de la B-actina.

FIGURA 4. Deteccién citoquimica de ALP (células positivas coloracién roja) y Calcio (precipitados negros) a los 23 dias de
cultivo de células con tratamiento. Las flechas sefialan precipitados de calcio por el método de von Kossa. Barra indicadora

de amplificacién 100um.

[
5 18
§

14 .
‘§ ==« Control
B 124 ;
S += Tratamienlo
&y
Q
< ¥
8 0% 1
b1 [
E ihih 4
S e
<} £ i
g baq Shgan: i._
© ]
4 i3+

.
ol . =
i 5 i

B oEeeo e B s
.
P S

Tiempo (dias)

FIGURA 5. Determinacién colorimétrica de calcio en las células de periostio cultivadas in vitro durante 23 dias. Los datos
representan el promedio de la cantidad de calcio (ug/500ul) +/-desviacién estandar de tres replicas.
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305 pb

249 pb

443 pb

378 pb

FIGURA 6. En A. Expresion de B-actina (305pb): M, marcador de peso molecular (50pb); 1, Control positivo (osteoblastos
humanos ATCC); 2, dia 0; 3, control-dia 8; 4, tratamiento dia 8; 5, control dia 15; 6, tratamiento-dia 15; 7, control-dia 23; 8,
tratamiento-dia 23. En B. Expresién de runx2 (443pb). En C. Expresion OP (348pb). En D Expresion de osx (359pb): 1, Con-
trol negativo de la PCR; 2, Control positivo (osteoblastos humanos ATCC); 3, dia 0; 4, control-dia 8; 5, tratamiento-dia 8; 6,
control-dia 15; 7, tratamiento-dia 15; 8, control- dia 23; 9, tratamiento-dia 23. En E. Expresién de OC (249 pb): M: marcador
de peso molecular (50pb), 1, Control negativo de la PCR; 3, dia 0; 4, control-dia 8; 5, tratamiento-dia 8; 6, control-dia 15; 7,
tratamiento-dia 15; 8, control-dia 23; 9, tratamiento-dia 23; 10, Control positivo (osteoblastos humanos ATCC).

Ensayos de adhesién y proliferacién celular
sobre apatita carbonatada. En los ensayos reali-
zados sobre la CAp F, J y sobre Th se observo que
en todos hay adherencia y crecimiento de las células
de periostio porcino. Se presentd adherencia y creci-
miento celular sobre el soporte de CAp independiente
de la fabricacion, el cual es semejante al obtenido
sobre Th. A pesar de que la tasa de duplicacion de

la poblaciéon obtenida para el soporte J (0,005) es
ligeramente mas alta que la de la CAp F (0,004) vy
el control (0,004), esta diferencia no es significativa
en cuanto a la adherencia celular (P=0,047) ni en el
crecimiento celular (P=0,913) entre las células culti-
vadas sobre las dos apatitas (F y J) y sobre Th usado
como control (Figura 7A, 7B).
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Tampoco hubo una diferencia significativa (P=0,06)
en las tasas de multiplicacién obtenidas en el dia
quince del ensayo de duplicacion de la poblacién para
el cultivo estandar (el control con medio estandar y el
tratamiento suplementado con factores de diferen-
ciacion) y las obtenidas para el ensayo de crecimiento
celular sobre CAp.

Microscopia electrénica de barrido. Las iméagenes
de microscopia electrénica de barrido (SEM) per-
mitieron comparar detalles de la adherencia y la
disposicién celular a los dos tipos de CAp y el mate-
rial control. En este (ltimo, las células se extienden
formando una sola monocapa, mientras que en los

25000
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000

JUHH)

# de eélulas obtenidas

dos tipos de CAp se observan varias capas de células,
lo que sugiere un crecimiento tridimensional sobre el
material evaluado (Figura 8).

Se pueden apreciar vesiculas de secrecion en las
células cultivadas sobre Th y material particulado
en la matriz extracelular de aquellas cultivadas sobre
CAp (Figura 9).

Por anélisis de espectrometria de rayos-X del material
particulado de la matriz extracelular (Figura 10), se
obtuvo que la composicién de tales particulas secre-
tadas por las células es C, N, O y Ca, lo que esta en
concordancia con matriz extracelular calcificada.

] C
Soporte

1 L

Soporte

FIGURA 7. Adhesion y crecimiento celular sobre materiales. Las células se cultivaron en medios sin factores. A. Adhesién
celular: CAp de sintesis humeda (F), CAp de sintesis seca (J) y Th (control positivo: C). El vector Y corresponde al promedio
de células adheridas por cm? de material a los tres dias de cultivo. Las lineas sobre las barras indican el intervalo de con-
flanza del 98% de cinco replicas. B. Crecimiento celular: CAp de sintesis himeda (F), CAp de sintesis seca (J) v Th (control
positivo:C). El vector Y corresponde al promedio de células obtenidas por cm? de material a los 16 dias de cultivo. Las lineas
sobre las barras indican el intervalo de confianza del 98% de cinco replicas.
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FIGURA 8. Micrografias electrénicas de barrido. A) Células (Ce) sembradas sobre Thermanox (Th), barra indicadora de
amplificacién 5um. B) CAp J sin células, barra indicadora de amplificacién 1um. C) Células (Ce) sembradas sobre CAp J,
formando capas super puestas, barra indicadora de amplificaciéon 2um. D) Células (Ce) sembradas en baja densidad sobre CAp
J, mostrando material y células con vesiculas de secrecién (matriz extracelular), barra indicadora de amplificaciéon 3um.

'-1;1 e

FIGURA 9. Micrografias electrénicas de barrido de células sobre CAp F. Células de periostio sobre CAp de sintesis humeda en una
sucesién de aumento. A) Detalle de la superficie de Th v las vesiculas de secrecién (v), barra indicadora de amplificacion de 1um. B)
Detalle de la interconexiéon de células y la formacion de capas superpuestas, barra indicadora de amplificacién de 2um. C) Detalle
de las vesiculas de secrecion (v) y extrucién de la matriz extracelular, longitud de barra indicadora de amplificacion de 1um.
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FIGURA 10. A. Micrografia electrénica de barrido de CAp con células mostrando material particulado aparentemente
diferente a CAp sin células (Figura 8 B). B. Espectro de rayos-X de la particula marcada en la microgrdfia. C. Andlisis del
espectro difractado de la particula, donde se observa que contiene C, N y O, elementos que no hacen parte de CAp (N) o
cuyas proporciones no corresponden a CAp, pero semejan las proporciones de estos elementos en las proteinas.

Discusion

Se han descrito varios estudios sobre el proceso de
reparacion de defectos 6seos usando células aisladas
de periostio, que evidencian que este tejido puede ser
fuente de ceélulas osteoprogenitoras (12-17). En este
trabajo se establece el cultivo de periostio en un mo-
delo porcino, dado que la relacién tamario:volumen
de 6rganos es muy semejante a la del humano (por lo
que los ensayos preclinicos se aproximan mejor a los
clinicos), con el objetivo de evaluar un biomaterial.
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La poblaciéon celular obtenida inicialmente fue hete-
rogénea, dadas las caracteristicas del tejido (que conte-
nia capa fibrosa y osteogénica) y la posible inclusién de
hueso cortical al momento de la incision, situacion que
fue reportada por Brownlow y col. (10). Sin embargo,
las células con capacidad de adherirse y de proliferar
con el tiempo, se seleccionaron con los subcultivos,
lograndose un producto final mas homogéneo. En
cuanto a los cambios morfologicos que se observaron,
estos concuerdan con la informacion reportada en
otras investigaciones para el cultivo de periostio en
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otros organismos (11,12,15,16,20,31,33). De igual
manera, también hubo concordancia entre el doblaje
poblacional alcanzado en nuestro experimento y los
reportados por Spitzer y col., quienes en ensayos con
células de conejo alcanzaron un doblaje poblacional de
2,7 y una tasa de multiplicacién de 0,011 (16).

En el cultivo de las células obtenidas a partir del
periostio de craneo se observaron agrupaciones seme-
jantes a las denominadas “unidades formadoras de
colonia semejantes a fibroblasto”, caracteristica de
los cultivos de células madre mesenquimales (31-35)
(Figura 3D). Esto se pudo originar por la presencia
de células mesenquimales residentes en las suturas
del craneo fetal, o por la agrupaciéon de las células
nddulos de calcificacion, tal como se ha reportado
para células osteoprogenitoras obtenidas de otras
fuentes (15,20). Asi mismo, se observé alta viabilidad
de las células después de la digestion enzimética del
periostio (90,5%) y un efecto no deletéreo con la
criopreservacion, por lo que sugerimos criopreservar
células con pocos pasajes celulares y de poco tiempo
en cultivo in vitro (18, 20, 36- 38).

Las células inducidas después de ocho dias de cultivo
mostraron la formacion de agrupaciones correspon-
dientes a lo que varios autores llaman nédulos de
calcificaciéon, en los que las células comprometidas
en osteogénesis se aglomeran antes de iniciar la
precipitaciéon de fosfatos de calcio (15,39-41). Las
células inducidas también mostraron expresion de
ALP significativamente mayor a partir del dia quince,
lo que coincide con lo descrito en otros trabajos de
induccion con células de diferentes origenes que
utilizaron los mismos factores (11,20,43). En ambos
cultivos de periostio (inducidos y no inducidos), se
observaron precipitados de calcio hasta el dia 23,
observacion que igualmente concuerda con trabajos
desarrollados con periostio y médula 6sea de diferen-
tes organismos, concomitante con una caida en la

actividad ALP (11, 15,17,26).

En cuanto a los marcadores moleculares, a partir
del dia ocho se detect6 la expresion del factor de
trascripcion relacionado a runt (runx2) tanto en
cultivos inducidos como no inducidos (como ya se
mencionod, el runx2 desencadena y regula la expre-
sién de las proteinas de la matriz 6sea). Esta aparente
diferenciacién celular independiente de inductores
podria indicar que las células de periostio de porci-
no estarian predireccionadas a la linea osteogénica,
aunque segun los trabajos de Nakashima y col., la
expresion de runx2 lo que indica es bipotencialidad,

va que se trata de un factor de trascripcion implicado
también en la diferenciacién de condrocitos, siendo
la expresion de osterix, posterior a la de runx2, un
indicador mas contundente de osteogénesis (44).
Nosotros detectamos osterix en las células inducidas
en el tiempo ocho, pero en ning(n tiempo para las
no inducidas. Al respecto se ha sugerido que los
factores de trascripcion relacionados con runx2 y
con osterix cumplen funciones de activacion y de
regulacion de los marcadores osteogénicos tanto en
conjunto, como de forma individual; se sabe que algu-
nos genes requieren la expresion de los dos factores
de trascripcién, mientras que otros sélo requieren
osterix, o solo runx2 (44).

La osteopontina, cuya funcién en el tejido 6seo esta
relacionada con la adherencia celular y con la resor-
cién del hueso (45), se detectd en todos los tiempos,
tanto en las células inducidas como no inducidas,
sugiriendo que bajo las condiciones de cultivo estable-
cidas, las células estan encaminadas a la linea 6sea.
El hecho de que osteopontina se expresara antes que
osterix podria explicarse por las diferentes vias de
regulacion de la expresién génica para esta proteina.
Se conoce por ejemplo que la presencia de fosfato
inorganico desencadena una cascada que induce la
expresion de osteopontina (45) y que en ratones
“knockout” para osterix, hay sin embargo expresion
de osteopontina en las células mesenquimales (46).

De otro lado la osteocalcina, cuya expresion detecta-
mos en los dias 15 y 23 de células no inducidas (no
se detecté en los demas cultivos), se sabe que estéa
implicada en el control de la mineralizacion de la matriz
Osea y que se expresa exclusivamente en la linea os-
teoprogenitora (47). Nuestro resultado concuerda con
la expresién del factor de trascripcion relacionado con
runx2 y con el resultado positivo en los marcadores
bioquimicos, hecho reportado también en los estudios
de Oyajobi y col. quienes encontraron en ensayos
in vitro con células de médula 6sea, que el contacto
celular por si solo, induce la expresion de osteocalcina
(41). La ausencia de expresion de osteocalcina en los
dias 15y 23 en las células inducidas podria atribuirse
a la presencia de dexametasona en el medio de cultivo,
de acuerdo con el trabajo de Richard y col. en el que se
demostré que tal expresion es inhibida por Dex (108M)
en ausencia de 1,25 dihidroxi-vitamina D, en medios
de cultivo de células de médula 6sea (21).

Se esperaba que la expresion de los genes que

codifican los factores de trascripcion de runx2 y de
osterix se diera primero, o simultineamente, a la
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expresion de los genes de osteocalcina y de sialo-
proteina 6sea, pero esto solo ocurrié con runx2 y
osterix, se detectd sdlamente en el dia ocho en las
células inducidas. La expresion de osteocalcina en
las ceélulas no inducidas se puede atribuir al contacto
celular, el cual fue evidente después de ocho dias de
cultivo. También se sugiere que dicha expresion fue
regulada por el factor de trascripcion runx2, ya que
su expresion se dio desde el dia ocho. En cuanto a las
células inducidas, se sabe que los factores de diferen-
ciacion Dex 108M y L-ascorbato 2 fosfato (50 pM)
incrementan la expresion de PA y la mineralizacion
de la matriz, siendo posible que en los dias 15y 23
la presencia de Dex en el medio haya inhibido la ex-
presion de osteocalcina, sin impedir necesariamente
la mineralizacién de la matriz extracelular y alterando
probablemente su regulacion.

En cuanto al funcionamiento de la CAp, nuestros
resultados indican que cumple con los requerimientos
basicos de crear un microambiente favorecedor de la
adherencia celular, asi como de su migracion, proli-
feracion, funcion y diferenciacion (9, 31). El hecho
de haber detectado una mineralizacion de la matriz
a los 16 dias de cultivo de las células sobre CAp y a
los 23 dias en los platos, se podria explicar por los
métodos de deteccion utilizados, siendo més sensible
SEM que el de von Kossa. Sin embargo, no se puede
descartar la posibilidad de que el biomaterial pueda
tener algin efecto acelerador en la mineralizacién.
Por otra parte, al comparar las tasas de multiplicacién
(r) en el cultivo realizado en Colombia sobre cajas y
en el cultivo realizado en Malasia sobre CAp, no se
encuentran diferencias significativas, lo que indica
que las condiciones de cultivo establecidas en nues-
tro trabajo para las células de periostio porcino son
reproducibles y que CAp permite un crecimiento
celular de forma similar al de las cajas de cultivo
comunmente empleadas.

La microscopia electronica de barrido nos permitid
observar una diferencia en la forma de crecimiento
de las células sobre Th y CAp. Mientras que en Th
fue bidimensional debido a que la laminilla permite
la extension de las células a lo largo y ancho, en
CAp se present6 en tres dimensiones debido a que
las propiedades de porosidad, tamafio de grano y
rugosidad del material proporcionan profundidad, lo
que permite el crecimiento de varias monocapas en
diferentes direcciones.

Los resultados de nuestro trabajo nos permiten
concluir que se logré establecer un modelo porcino

para el aislamiento, incremento y diferenciacion de
osteoblastos, obtenidos a partir de los osteoprogeni-
tores presentes en el periostio de fetos porcinos. Los
periostios digeridos con colagenasa que dieron lugar
a los cultivos con los que se increment6 el nimero de
células se congelaron y descongelaron meses después,
sin que se presentara mayor perdida de la viabilidad.
A juzgar por la expresion de marcadores bioquimicos
y moleculares, tanto los cultivos inducidos como los
no inducidos diferenciaron en osteoblastos. Las células
cultivadas sobre CAp de sintesis seca y sintesis himeda
dieron lugar a la expresion de mARN caracteristicos
de osteogenesis, tanto en medio de diferenciacion
con y sin factores, mostrando un desarrollo similar
a los cultivos en cajas. El conteo celular y los anélisis
fisicoquimicos y de SEM mostraron que las células se-
mejantes a osteoblastos sintetizaron matriz extracelular
calcificada, indicando que este modelo es til para el
estudio de la funcionalidad de un material hibrido de
CAp y de células autologas derivadas de periostio.
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