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“Caracterizacion del Hueso Homoélogo Acelular Como Andamio para Ingenieria Tisular”.

Resumen: La regeneracion de tejido mediante ingenieria tisular requiere de andamios
para que las células obtenidas en condiciones de laboratorio reproduzcan la estructura
tridimensional del tejido in vivo restaurando forma y funcion. El presente trabajo tiene
como objetivo caracterizar biologicamente un nuevo andamio para ingenieria tisular
O0sea correspondiente a hueso homdélogo, al cual se le despoja de sus células y
proteinas de la matriz extracelular mediante calor humedo. Para comprobar la
acelularidad efectiva de este andamio se disefi0 un estudio experimental en conejos.
Seis conejos N. Zelanda adultos fueron incluidos en el estudio, a los cuales se les tomo6
dos muestras de hueso trabecular de cresta iliaca, una de las cuales fue expuesta a
calor humedo segun nuestro protocolo. Se realizaron cultivos celulares de ambas
muestras, los que se siguieron por 6 semanas, siendo negativos en la totalidad de las
muestras sometidas a calor humedo, con lo que se comprueba la acelularidad de
nuestro andamio biolégico. Por otra parte en nuestro andamio existiria una pequefia

cantidad de colagena residual identificable por electroforesis de proteinas.

Palabras Clave: Hueso Acelular, Andamio, Ingenieria Tisular.




INTRODUCCION.

La ingenieria tisular es un campo interdisciplinario en el que se aplican principios
de la ingenieria y de las ciencias naturales para desarrollar sustitutos biologicos que
restauran, mantienen o mejoran tejidos®. A la fecha, diversos tejidos han sido
desarrollados en el laboratorio®®y de este modo la idea de contar algun dia con
organos cultivados in vitro a comenzado a ser una realidad. En ingenieria tisular la
estrategia mas utilizada para producir estructuras vivas in vitro ha sido combinar células
de diversos tejidos con matrices naturales o sintéticas en un biorreactor®. Ya que la
reparacion y regeneracion efectiva de tejidos depende de un rapido reestablecimiento
del flujo sanguineo, estas matrices deben actuar como una estructura de soporte o
andamio a través del cual las células migran y se establecen, restaurando forma y
funcion. El éxito en ingenieria tisular depende de tres elementos claves: Una fuente de
células saludables y expandibles, un birreactor 6ptimo y un andamio adecuado. Un
andamio ideal debe ser: (1)biocompatible en estructura y forma degradada; (2)presentar
propiedades mecénicas adecuadas, (3)ser poroso y permeable; (4)poseer una
superficie adecuada estructural y quimicamente para dar sostén vy fijacion a las células
y (5)debe tener interconexion entre sus canales para la adecuada penetracién de estas”.
Una opcion para lograr un andamio ideal es usar polimeros sintéticos biocompatitbles.
Los andamios sintéticos son resistentes y algunos son fabricados para ser degradados
luego de la implantacién a una velocidad determinada. También pueden ser disefiados
para simular las caracteristicas materiales del tejido a reemplazar y pueden ser
modelados a voluntad®. Su principal desventaja radica en el costo. Son ejemplos de
estos materiales sintéticos los polimeros como: el Ac. Poliglicolico (PGA), el Ac.

Polilactico (PLA) y la Policaprolactona (CPL). También se usan como andamios



sintéticos materiales ceramicos, dentro de los que se encuentran los bioinertes
(Aluminio y Zirconio), los de superficie bioactiva (Hidroxiapatita y vidrio bioactivo) y los
bioabsorbibles (BiCaP, TriCaP y OctaCaP).

Otra opcién, tal vez mas adecuada para nuestro medio, es usar andamios
biolégicos. Estos, se obtienen de distintos 6rganos y organismos, los que son
sometidos a minimos procesos para conservar al maximo sus caracteristicas,
removiendo sus células nativas para ser implantados en forma acelular. Son ejemplos
de andamios bioldgicos: la mucosa de intestino delgado, la dermis acelular, la matriz
acelular de vejiga, la fascia cadavérica y las membranas amniéticas’. El hueso acelular,
no ha sido descrito en la literatura como andamio biolégico, sin embargo, los materiales
sintéticos utilizados para fabricar andamios en ingenieria tisular 6sea estdn compuestos
de derivados de fosfato de calcio, principal componente mineral del hueso. Los mas
efectivos en cuanto a proliferacion celular son los que se asemejan estructuralmente a
éste, simulando su grado de porosidad®®.

En un estudio reciente realizado en nuestra division'® se utilizé hueso acelular
homdlogo de conejo como andamio para ingenieria tisular ésea con el fin de rellenar
defectos en hueso craneal, con excelentes resultados. Para obtener este hueso
eventualmente acelular se utiliz6 calor himedo a 121°C por 15 minutos. Nuestro
andamio resulté tan efectivo que incluso luego de ser poblado por osteoblastos
diferenciados a partir de células madre y cultivados in vitro, se logré reproducir por
completo la estructura trilaminar del hueso de craneo, situacibn no descrita hasta

entonces en la literatura.



PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA.
¢Es el hueso homologo, esterilizado por calor himedo segun nuestro protocolo
efectivamente acelular? y de ser asi ¢ Existen en la matriz mineral proteinas residuales

gue eventualmente puedan desencadenar una respuesta inmune en el huésped?

MARCO TEORICO.

El homoinjerto 6éseo ha sido usado en seres humanos por mas de 120 afios. Ya
en 1950 se crea el primer banco de tejidos para uso médico, correspondiente al Banco
de Tejidos de la Marina en Bethesda, institucion que hasta la fecha rige las normas para
la conservacién de tejidos para uso médico'’. Desde 1980 existe un mejor control
biolégico de los tejidos preservados, por el riesgo de trasmitir infecciones virales como
HIV, VHB, VHC, etc. Ya en 1984 se reporta el primer caso de transmision de HIV y en
1992 se reporta el segundo y ultimo caso de ésta infeccion cuyo contagio ocurrié en
1985. A la fecha se han realizado mas de 1 millbn de homoinjerto 6seos de Banco en
USA durante los ultimos 10 afios, sin reportes de transmision de HIV o Virus Hepatitis.
En general, en todos los bancos de tejidos del mundo se conserva hueso
desmineralizado (el opuesto a nuestro hueso mineral acelular), ya que para ser utilizado
s6lo como injerto se requiere que conserve todas sus cualidades osteoinductoras y
osteoconductoras, las que van a estar determinadas por las proteinas de la matriz
extracelular (ej. BPM, VGF, colageno, etc), estimulando la ocupacion de su matriz por
células del huésped que migran desde la periferia del defecto. ElI hueso
desmineralizado de banco, ampliamente usado en ortopedia, se esteriliza por crio

conservacion, con o sin métodos accesorios, a -80°C. A esta temperatura se produciria



lisis celular por cristalizacion de las membranas plasmaticas de las células eucariéticas
y procarioticas, de este modo se eliminaria el contenido celular de éste y se mantienen
sus propiedades de osteoinduccion y osteoconduccién, ya que no existe
desnaturalizacion de proteinas. Sin embargo, estudios recientes han demostrado que
es posible extraer células viables de esta matriz criopreservada®?, lo que representa una
posibilidad cierta de desencadenar una respuesta inmune en el huésped que termine en
el rechazo del injerto.

El hueso homdlogo acelular fue utilizado en un estudio anterior aun no publicado
por nuestro grupo como andamio de osteoblastos cultivados a partir de células madres
de médula 0sea. Este se obtiene al esterilizar hueso trabecular por calor himedo a 120
°C por 15 minutos. A esta temperatura se perderia sus propiedades osteoinductivas, ya
que se produce junto con la pérdida de sus células la desnaturalizacion de las proteinas
de la matriz®®, quedando aparentemente sélo la estructura mineral de éste. Se
conservaria sin embargo, sus propiedades osteoconductivas, ya que en éste estudio
fue capaz de ser poblado de manera fisiolégica por nuevos osteoblastos cultivados, los
cuales sintetizaron nueva matriz proteica y mineral, reestableciendo la funcién y
estructura del tejido reparado. Un trabajo reciente que utiliza una metodologia similar a
la empleada por nosotros en cuanto a la obtencion y diferenciacion de osteoblastos a
partir de medula ésea autbloga, pero usa hidroxiapatita como andamio (ceramico de
PCa), logr6 resultados similares en cuanto a poblaciéon de esta matriz, pero con una
estructuracion tridimensional mas rudimentaria'®*. Otra caracteristica importante del
huso homdélogo acelular es que a pesar de presentar desnaturalizacion de su matriz
colagena, fendmeno que se observa aproximadamente desde los 80°C, éste conserva

las caracteristicas biomecanicas del hueso por un periodo inicial de hasta 8 semanas™®



y luego es degradado por el huésped a sustancias biocompatibles, situacion que
sumada a sus caracteristicas ya descritas lo transforman en un andamio ideal,

biodegradable y de bajo costo.

OBJETIVOS.
1. Determinar la acelularidad efectiva del hueso esponjoso esterilizado por calor
hamedo.
2. Caracterizar biologicamente al hueso homologo acelular esterilizado por calor

hamedo con respecto a proteinas residuales de la matriz.

HIPOTESIS DE TRABAJO.

Si el hueso homologo esterilizado por calor humedo ha demostrado ser un buen
andamio para ingenieria tisular 6sea y la esterilizaciéon por calor himedo destruye la
totalidad de las células y proteinas bioldégicas de la matriz entonces el hueso
esterilizado por calor humedo es acelular e inmunoldgicamente no reactivo en el
huésped, constituyendo una matriz mineral biodegradable ideal para ser usado como

andamio bioldgico.
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JUSTIFICACION.

En la actualidad existe una serie de patologias (congénitas, tumorales, post-
traumaticas, etc.) que afectan al esqueleto 0seo craneofacial, en las cuales se requiere
sustituir o aportar nuevo tejido 0seo. Hasta la fecha la manera tradicional de lograr esto
con tejidos biolégicos, ha sido la utilizacion de injertos 06seos, principalmente
homoinjertos, los cuales producen morbilidad estético-funcional del sitio donador. Otra
manera de abordar el problema ha sido por medio de distraccion osteogénica o
transporte 0seo, técnicas limitadas a algunos segmentos del esqueleto craneofacial y
con un costo economico importante por el tipo de instrumentos utilizados. Con el
advenimiento de la ingenieria tisular hoy somos capaces de producir hueso de novo en
modelos experimentales, a partir de osteoblastos cultivados y diferenciados desde
células madres obtenidas de médula d6sea autbloga, técnica que reporta minima
morbilidad y a través de la cual es posible producir grandes cantidades de hueso. Sin
embargo para que esta tecnologia sea clinicamente aplicable algun dia en nuestro
medio, debemos contar con un andamio con caracteristicas adecuadas y de bajo costo.
El hueso homdlogo acelular parece ser una alternativa viable para resolver esté
problema ya que cuenta con capacidades osteoconductivas probadas en estudios
previos por éste grupo de trabajo, sin embargo, es necesario caracterizar este nuevo
andamio desde el punto de vista bioldgico e inmunoldgico para contar con los

estandares de bioseguridad que requerira su uso futuro en seres humanos.
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ALCANCE.

Obtener un andamio biolégico util en el campo de la ingenieria tisular, de bajo
costo de produccion, biocompatible, seguro y de buena disponibilidad, nos permitira
mantener el desarrollo de nuevas tecnologias derivadas de células madres, sobre todo
en lo que se refiere a la busqueda de alternativas de tratamiento a las patologias que
cursan con deformidades 6seas craneofaciales. Los resultados de este estudio abriran
las puertas a un estudio similar en hueso homologo humano, que permita la aplicacion
clinica protocolizada de esta biotecnologia en le campo de la cirugia dentro de los
proximos 10 afios. Esto ultimo revolucionara los procedimientos de toma y aplicacion de
injertos 6seos que conocemos hasta ahora, sustituyéndolos por procedimientos menos
invasivos, sin morbilidad asociada al sitio donante y sin limitantes con respecto a la
cantidad de tejido 6seo a utilizar, ya que lo estaremos produciendo in situ con células

del propio individuo.

MARTERIALES Y METODO.

Disefiamos un estudio experimental prospectivo y longitudinal en conejos Nueva
Zelanda adultos. Con un tamafo de muestra de 12 andamios; 6 casos y 6 controles,
calculado con un nivel de significancia de 0.05 y una potencia de la prueba del 80%.

A continuacion se detalla la metodologia utilizada en cada etapa de la investigacion:

a. Obtencion del andamio: Los andamios se obtuvieron de 6 conejos N. Zelanda

adultos. Técnica: BAJO TECNICA ESTERIL, ANESTESIA GENERAL CON

HIDROCLORATO DE XILACINA A UNA DOSIS DE 5 MG/KG, CLORHIDRATO

12



DE KETAMINA A UNA DOSIS DE 20 MG/KG Y PROFILAXIS CON
CEFALOTINA 40 MG/KG POR 7 DIAS, SE TOMA 1 MUESTRA DE 4 CC. (A) Y
OTRA DE 1 CC. (B) DE TEJIDO OSEO TRABECULAR DE CRESTA ILIACA DE
CONEJO N. ZELANDA POR ABORDAJE POSTERIOR (Fig 1.). CADA CONEJO
ES SUTURADO Y CUIDADO DURANTE EL POST OPERATORIO CON
ANALGESIA EN BASE A MEGLUMINA DE FLUNIXIL 1.1MG/KG IM C/24 HRS.
POR 3 DIAS Y SE LES PROPORCIONARA ALIMENTO (LABORATORY
RABBIT DIET, 5321 PMI) Y AGUA A LIBRE ACCESO, YA QUE SERA
UTILIZADO EN UNA ETAPA POSTERIOR DE LA INVESTIGACION. LAS
MUESTRAS SON ROTULADAS DE ACUERDO AL CONEJO DEL CUAL
PROVIENEN Y POSTERIORMENTE UNA DE ELLAS (A) SERA ENVIADA A
PROTOCOLO DE ESTERILIZACION CON CALOR HUMEDO, LA OTRA (B) SE
ALMACENA EN BUFFER SALINO DE FOSFATOS (PBS) ESTERIL FRIO Y SE
ENVIA COMO CONTROL A CULTIVO CELULAR. NO HUBO MORBILIDAD NI
MORTALIDAD PERIOPERATORIA Y LA TOTALIDAD DE LOS CONEJOS SE

RECUPERARON FAVORABLEMENTE.

. Esterilizacién por calor humedo: LA MUESTRA (A) DE CADA CONEJO ES

SOMETIDA A UN CICLO DE ESTERILIZACION POR CALOR HUMEDO A
121°C X 15 MIN. FINALIZADO EL CICLO DE ESTERILIZACION, BAJO
TECNICA ESTERIL, DE CADA UNA DE LAS MUESTRAS SE TOMA 0,5 CC., Y
SE PROCESAN PARA ELECTOFORESIS DE PROTEINAS, 0,5 CC. SE ENVIAN

AL PROCESO DE CULTIVO CELULAR Y 1 CC. SE GUARDA PARA SER

13



USADA COMO HOMOINJERTO OSEO EN UNA SEGUNDA FASE DE LA

INVESTIGACION.

. Cultivos celulares: BAJO TECNICA ESTERIL Y CAMPANA DE FLUJO

LAMINAR CADA MUESTRA DE 0,5 CC DERIVADAS DEL PROCESO DE
ESTERILIZACION Y 0,5 CC DE CADA UNA DE LAS MUESTRAS CONTROL
(NO ESTERILIZADAS), ES PUESTA EN BUFFER FOSFATO FRIO ESTERIL
(BFE), HOMOGENIZADA A FRAGMENTOS DE 1 MM. APROX. Y LAVADA
ABUNDANTE Y REPETIDAMENTE CON BFE. POSTERIORMENTE EL
HOMOGENIZADO ES INCUBADO EN UNA SOLUCION (2MG/ML BFE) CON
COLAGENAZA (TIPO I, SIGMA. ST. LOUIS, MO, USA) A 37°C POR 2 HORAS
A BANO MARIA, LUEGO ES LAVADO CON UN MEDIO AL 10% DE SUERO
FETAL BOVINO (SFB) Y ES PUESTO EN FRASCOS DE 25 CM2 (NUNC,
ROSKILDE, DINAMARCA) EN PROPORCION DE 10 A 15 MG. POR CM? DE
SUPERFICIE. LOS FRAGMENTOS OSEOS SON CULTIVADOS EN MEDIO
DMEM (GIBCO), SUPLEMENTADO CON 100 U/ML DE PENICILINA, 50UG/ML
DE SULFATO DE STREPTOMICINA, 50UG/ML DE GENTAMICINA, 1.25 UG/ML
FUNGIZONA, 100 UG/ML DE ASCORBATO Y 10% DE SFB. EL MEDIO DE
CULTIVO SE CAMBIA CUANDO SEA NECESARIO DURANTE 6 SEMANAS. EL
MONITOREO DE LOS CULTIVOS SE HACE POR 6 SEMANAS MEDIANTE
MICROSCOPIA INVERTIDA DE CONTRASTE DE FASES, CONSTATANDO

CRECIMIENTO CELULAR, NUMERO DE CELULAS Y TIPO.
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d. Determinacién de proteinas en la matriz 6sea: LA PRESENCIA DE FACTORES

DE CRECIMIENTO OSEO (BMP, VGF) RESIDUALES Y PROTEINAS
ESTRUCTURALES NO DESNATURALIZADAS LUEGO DEL PROCESO DE
ESTERILIZACION ES DETERMINADA MEDIANTE DESMINERALIZACION,
LISIS Y POSTERIOR ELECTROFORESIS DE PROTEINAS. EL HUESO
DESPUES DE ESTERILIZADO SE SOMETE A TRATAMIENTO CON ACIDO
NITRICO AL 8% DURANTE 30 MIN PARA DESMINERALIZARLO. EL RESTO
PROTEINICO SE LIZA CON UN DETERGENTE SUAVE (TRITON 40) Y SE
SOMETE A ELECTROFORESIS EN GEL DE AGAROSA AL 12% EN
CONDICIONES REDUCTORAS. EN PARALELO SE CORRIO UNA MUESTRA
DE ANDAMIO PERSE, UNA MUESTRA DEL MISMO DESMINERALIZADO,
OTRA DEL MEDIO DE DESMINERALIZACION Y UN CONTROL DE
COLAGENA COMERCIAL. POSTERIORMENTE EL GEL SE TENE CON AZUL

DE COOMASIE Y CON TINCION DE PLATA.

e. Andlisis estadistico: EL ANALISIS ESTADISTICO SE REALIZO MEDIANTE EL

SOFTWARE SPPS 8.0, USANDO LA PRUEBA DE CHI CUADRADO PARA

VARIABLES EN ESCALA NOMINAL.

Todos los procedimientos estan de acuerdo con lo estipulado en el Reglamento de
la ley General de Salud en Materia de Investigacion para la Salud: Titulo séptimo. De la
investigacion que incluya la utilizacion de animales de experimentacion. Capitulo Gnico

articulos 121-126.
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El manejo y procedimiento experimental al que fueron sometidos los animales se
realizd conforme a la NOM-062-200-1999, especificaciones técnicas para la produccion,
cuidado y uso de los animales de laboratorio, D.D.F. 22-VIII-2001.

Este protocolo fue aprobado por el comité de ética e investigacion de nuestro

hospital en reunion del 14 de Diciembre de 2005 con folio INV/CLIN/185/2005.
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RESULTADOS

Se procesaron un total de 12 muestras para cultivo celular, 6 controles y 6
tratadas segun el protocolo de esterilizacion abreviada. Desde la primera y hasta la
sexta semana se observd desarrollo y proliferacion celular en todos los cultivos
correspondientes a las muestras controles. El grupo celular predominante fue
osteoblastos identificados inicialmente por morfologia, y posteriormente ratificado por
crecimiento en medio diferenciado para osteoblastos (Fig. 2) y por tinciones especiales
como la de fosfatasa alcalina, con la cual caracteristicamente el citoplasma del
osteoblasto se tifie azul morado como se muestra en la Figura 3. Por el contrario
ninguno los cultivos de nuestro andamio desarrollo algun tipo de células desde la
primera hasta la sexta semana. Unicamente se aprecian escasos restos minerales (Fig.
4), lo que significa que con el autoclave por 15 minutos se obtiene un andamio acelular.

La electroforesis de proteinas residuales fue muy interesante de analizar. La
tincion del gel con azul de Coomasie (Fig. 5) muestra ausencia de proteinas en las
columnas correspondientes a: extracto proteico pre decalcificacion, extracto
descalcificado y medio de descalcificacion. La columna de la derecha es el control y
corresponde a colagena de origen comercial mostrando una banda a nivel de los 150
KD correspondiente a la cadena pesada y dos bandas a nivel de los 75 KD
correspondientes a las cadenas ligeras. Por otra parte la tincion de plata (Fig. 6), que
es un método mas sensible para evidenciar proteinas, mostré en la columna de extracto

descalcificado tres bandas tenues analogas a la coldgena de origen comercial.
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DISCUSION.

Gran parte de la investigacion en ingenieria tisular 6sea se enfoca en la
busqueda de un andamio ideal. Es frecuente el uso de andamios sintéticos ceramicos.
El Bifosfato de calcio, Trifosfato de calcio y Octafosfato de calcio son caros, fragilesy
de lenta reabsorcion. Inclusive la Hidroxiapatita, ceramico de superficie bioactiva
ampliamente utilizado, es irreabsorbible. Como alternativa biolégica algunos grupos
utilizan hueso homadlogo de banco al que se le eliminan sus células nativas mediante
crio preservacion a -80 grados centigrados, temperatura a la cual se destruyen las
células pero se conservan las proteinas de la matriz. Ademas, el hueso es sometido a
un proceso de desmineralizacion, por lo que se le conoce como matriz Osea
desmineralizada. Khuls '® y col. utilizaron esta matriz demineralizada para la
reconstruccion de defectos mandibulares parciales con buenos resultados.

Heyligers®® pone una voz de alerta frente al uso de homoinjertos crio
preservados. Utilizando técnicas convencionales de cultivo celular, fue capaz de
obtener células viables de una matriz 6sea desmineralizada crio preservada y de
comprobar que pertenecian al donante luego de realizar andlisis de marcadores de
DNA. Este hallazgo representa una posibilidad cierta de desencadenar una respuesta
inmune celular en el huésped que termine con el rechazo del injerto u otras
complicaciones graves.

Nuestros resultados nos permiten comprobar que la utilizacion de calor himedo
a 121 grados centigrados por 15 minutos elimina completamente las células del
donante, como lo demostramos con un 100% de cultivos negativos hasta por 6

semanas versus un 100% de cultivos positivos para los controles. Al eliminar el
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contenido celular disminuye la posibilidad de rechazo y se obtiene un nivel de
bioseguridad adecuado para ser utilizado en otros individuos de la misma especie.

Como resultado del proceso térmico para la obtencién nuestro hueso homologo
acelular (Fig. 7) se perderia su propiedad osteoinductiva, definida como la capacidad
de un agente para inducir la produccion de hueso normal en areas en las cuales
habitualmente no se produciria. Esto se explica porque junto con la pérdida de sus
células, ahora comprobada efectivamente en el presente estudio, esta descrito que se
produce la desnaturalizacién de las proteinas de la matriz*® , siendo algunas como las
BMPs responsables de la osteoinduccion, quedando de este modo aparentemente sélo
la estructura mineral. Sin embargo, nuestros resultados nos permiten afirmar que no
todas las proteinas se desnaturalizan con el proceso de esterilizacion. Comprobamos
mediante electroforesis de proteinas que el hueso homologo acelular seria basicamente
una matriz biomineral compuesta de colagena calcificada. Esta fue la Unica proteina
identificable por este método, exclusivamente luego de la descalcificacion y soélo fue
evidenciable con tincién de plata que es mas sensible que el azul de Coomazie. Lo que
significa que con la desmineralizacibn se desnudan moléculas de colagena que
inicialmente estaban cubiertas por la matriz mineral del andamio y que fueron
protegidas por ésta de la desnaturalizacion calérica.

La presencia de colagena en nuestro andamio consideramos que es una ventaja
desde el punto de vista biomecénico, otorgandole mayor resistencia que los cerdmicos.
Wang'’ utilizando fémur humano sometido a temperaturas ascendentes, demuestra
que el grado de resistencia del hueso es inversamente proporcional al porcentaje de
desnaturalizacion de la colagena, con un punto de inflexion brusco alrededor del 60%

de desnaturalizacién. Por su parte Shin'®> demuestra que el hueso trabecular sometido
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a 100°C conserva hasta un 80% de sus caracteristicas biomecanicas por un periodo
inicial de hasta 8 semanas para luego ser degradado. Esta Ultima caracteristica es
deseable para nuestro propésito de utilizar el hueso homologo acelular como andamio,
ya que lo categorizaria como biolégico y biodergadable, situacion que actualmente
estamos investigando en conjunto con la respuesta inmunolégica del huésped al
implantar estos andamios.

Por ultimo podemos afirmar que el hueso homologo acelular conserva su
propiedad osteoconductiva, definida como la capacidad de un agente para servir de
sostén y guiar la formacion de nuevo hueso, ya que en nuestro estudio anterior fue
capaz de ser poblado de manera fisiologica por nuevos osteoblastos cultivados, los
cuales sintetizaron una nueva matriz proteica y mineral in vivo, reestableciendo la
funcidn y la estructura trilaminar de los defectos craneales de los conejos estudiados.
Aln mas, en este sentido también supera a la hidroxiapatita ya que Malarda'* quién
utilizé una metodologia similar a la nuestra en cuanto a la obtencion y diferenciacion de
osteoblastos a partir de células madres de medula 6sea autéloga, utilizé hidroxiapatita
(ceramico de PCa) como andamio osteoconductivo, logrando poblacién del andamio,

pero una estructura tridimensional mas rudimentaria que la nuestra a largo plazo.
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CONCLUSION.

Del presente trabajo podemos concluir que:

l. El Hueso Homologo de conejo sometido a esterilizacion por calor himedo es
efectivamente acelular.

Il. La esterilizacion elimina todas las proteinas de superficie del andamio.

[l. Mediante electroforesis, luego de la desmineralizacion del andamio aparece la
colagena como la Unica proteina identificable, lo que le ofrece estructuralmente
mayor resistencia.

V. Sin embargo futuros estudios de antigenicidad seran necesarios antes de pasar

a la fase clinica.

Por lo expuesto proponemos al hueso homologo acelular obtenido por nuestro

procedimiento como un andamio con caracteristicas ideales para ingenieria tisular 6sea

y con un bajo costo de produccion, lo que lo hace adecuado para nuestro medio.
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Figura 1. Abordaje posterior para obtencion de hueso trabecular de cresta
iliaca de conejo.

Figura 2. (A) Cultivos controles positivos para osteoblastos bajo microscopio de
contraste de fases 40X. (B) Morfologia correspondiente a osteoblastos en microscopio
de contraste de fases 400X.

22



Figura 3. Tincidn positiva para fosfatasa alcalina intracelular.

Figura 4. Cultivos negativos de muestras esterilizadas por calor humedo al ser
observadas bajo microscopio de contraste de fases a 400X. Se aprecian restos de
la matriz mineral (flecha) y ausencia de células.
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Figura 5. Electroforesis de proteinas. Gel tefildo con Azul de Coomasie. Columnas:
PM (peso molecular), EPD (extracto pre descalcificacion), ED (extracto
descalcificado), MD (medio de descalcificacion), CC (colagena comercial). Sélo se
aprecian las 3 bandas correspondientes a la colagena comercial.
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Figura. 6 Electroforesis de proteinas. Gel tefiido con tincién de plata. Columnas: PM
(peso molecular), EPD (extracto pre descalcificacion), ED (extracto descalcificado),
MD (medio de descalcificacién), CC (colagena comercial). En la columna ED se
aprecian bandas analogas a la coldgena comercial.

Figura 7. Fotografia del andamio. Hueso homélogo acelular obtenido luego del proceso
de esterilizacion.
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