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MOTIVACIÓN 

 

 El comienzo de la actividad quirúrgica durante la residencia en la 

especialidad de Traumatología y Cirugía Ortopédica supone la introducción 

en un conjunto de técnicas y situaciones para el residente novel, que con 

frecuencia previamente desconocía por completo.  

 Entre toda esa avalancha de nueva información, y de técnicas 

quirúrgicas que supone el inicio de la residencia, en mi caso, me resultó 

especialmente atractivo el tema de la aplicación de aloinjertos para el 

tratamiento de los diversos defectos óseos. Posteriormente, cuando tuve 

oportunidad de realizar un seguimiento más detenido y a medio plazo de 

los pacientes tratados con aloinjertos, la gran variabilidad en cuanto a la 

integración de los diversos aloinjertos era un problema que me preocupó de 

manera especial.  

 Casi de forma simultánea y por casualidad en esa época tuve la 

oportunidad de comenzar a colaborar con el Laboratorio de Fisiopatología 

Ósea de la Fundación Jiménez Díaz. En él se estaban realizando diversos 

experimentos que tenían en común el empleo de los cultivos de 

osteoblastos humanos. 

 Como veremos a lo largo de esta tesis, en la literatura se aportan 

numerosos datos sobre la incorporación clínica de los aloinjertos. Sin 

embargo, poco o nada se ha escrito acerca de los mecanismos celulares que 

llevan a la incorporación de los aloinjertos óseos. Este es el motivo 

fundamental, así como la disponibilidad de la técnica de cultivo de 

osteoblastos humanos, que nos llevó a diseñar y realizar el presente trabajo 

experimental. 
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1. INTRODUCCIÓN 

  

1.A: INJERTOS ÓSEOS 

 

“En gran número de operaciones ortopédicas es necesario utilizar 

injertos óseos. En ocasiones no es posible extraerlos del propio enfermo 

(hueso autógeno o autólogo), y resulta útil el hueso de otro ser humano 

(homogéneo u homólogo) o de otro animal (heterogéneo o heterólogo)”248. 

Casi medio siglo después de publicadas estas palabras del Profesor 

Sanchís Olmos, la pérdida de masa ósea continúa siendo uno de los 

problemas más frecuentes a los que se enfrenta el cirujano ortopédico en su 

práctica quirúrgica diaria, ya sea para rellenar o sustituir defectos óseos, ya 

sea para favorecer la consolidación tras fracturas o pseudoartrosis90,215,263. 

Ante un defecto óseo la actitud más frecuentemente adoptada por el 

cirujano ortopédico continúa siendo el empleo de sustitutos óseos. La única 

excepción la constituyen las técnicas de transporte óseo (técnica de 

Ilizarov130), indicadas en defectos traumáticos mayores de 6-7 cm63,209, y 

discrepancias de longitud de miembros entre los 5 y 10 cm222, y que no 

están exentas de graves complicaciones223,227.  

 

  1.A.1: Funciones de los injertos óseos 

 

   1.A.1.a: Osteogénesis 

 El término osteogénesis hace referencia a la formación de nuevo 

hueso sin indicación del origen celular36,37. Cuando se forma hueso sobre el 

injerto o a su alrededor, éste puede tener su origen en el propio injerto 

(células que sobreviven al tratamiento del injerto, y que lógicamente sólo 

puede suceder con los autoinjertos) o en células del huésped38.  
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   1.A.1.b: Osteoinducción 

 La osteoinducción es el proceso por el que algunos factores o 

sustancias estimulan un determinado número de células osteoprogenitoras 

para que se diferencien hacia células osteogénicas. Además del autoinjerto, 

materiales que poseen esta propiedad osteoinductiva son la matriz ósea 

desmineralizada y las proteínas morfogenéticas (BMP)27,162,166. Según la 

literatura, los aloinjertos son un material que mantiene sólo de forma 

residual esta capacidad162,270. 

 

   1.A.1.c: Osteoconducción 

 La osteoconducción es el proceso tridimensional de crecimiento de 

brotes vasculares, tejido perivascular y células osteoprogenitoras desde el 

lecho del receptor al interior del injerto. La osteoconducción puede ocurrir 

por una neoformación ósea activa por osteoinducción o puede suceder 

pasivamente sin la participación del propio injerto, como sucede en la 

mayoría de injertos de esponjosa270,272. 

 

1.A.2: Autoinjertos 

 

En la actualidad el patrón oro para los sustitutos óseos continúa 

siendo el autoinjerto de esponjosa, habitualmente obtenido de la cresta 

ilíaca215. Las principales ventajas de este autoinjerto de esponjosa son que 

es fuertemente osteogénico, que es fácilmente revascularizado y que se 

integra rápidamente en el huésped161,270; sin embargo tiene varias 

limitaciones: en primer lugar, debemos tener en cuenta la morbilidad del 

sitio donante, que incluye la aparición de dolor postoperatorio, en 

ocasiones muy intenso, la posibilidad de infección, y más raramente la 

anestesia en el muslo, la herniación muscular, la meralgia parestésica, la 

subluxación de la cadera, y la consiguiente prolongación de la estancia 
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hospitalaria55,303,315;  en segundo lugar, su principal factor limitante es la 

escasez de volumen de injerto disponible, especialmente en niños215; y por 

último, el autoinjerto de cresta ilíaca proporciona un escaso soporte 

mecánico, lo cual limita su empleo en situaciones en las que se precisa un 

injerto estructural10. Por todo esto, parece generalmente aceptado que las 

indicaciones ideales de este autoinjerto quedan limitadas a defectos 

menores de 6 cm sobre un lecho bien vascularizado y no infectado213,227,302. 

Con el fin de ampliar las indicaciones de los autoinjertos de 

esponjosa se han desarrollado diversas técnicas de autoinjertos óseos 

vascularizados, ya sean pediculados procedentes del peroné48,64, de la cresta 

ilíaca48,65, de tercio distal de radio153, etc; ya sean libres, entre los que el de 

peroné es con diferencia el más frecuentemente usado227,276. Sin embargo, 

aunque aportan algunas ventajas evidentes, también presentan limitaciones, 

especialmente derivadas de la cantidad de injerto disponible, la dificultad 

técnica y la morbilidad del sitio donante314. 

   

Debido a las limitaciones referidas en el empleo de autoinjertos se 

han desarrollado 2 tipos de estrategias diferentes cuando se precisa un 

injerto óseo: por un lado, el empleo de aloinjertos, y por otro, el de 

sustitutos óseos sintéticos. 

 

  1.A.3: Sustitutos óseos sintéticos 

 

   Se calcula que en Estados Unidos, el 10% aproximadamente de los 

injertos óseos empleados corresponden a sustitutos óseos sintéticos, y esta 

cifra está aumentando de manera significativa en los últimos años33,142. 

Estos sustitutos óseos sintéticos pueden estar compuestos por 

hidroxiapatita, fosfato tricálcico, sulfato cálcico o una combinación de 

estos minerales33. 
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 En la actualidad se están publicando numerosísimos estudios sobre el 

empleo clínico de diversos compuestos de este tipo, y las indicaciones no 

están aún claramente establecidas, pero en muchas ocasiones parecen 

superponerse a las de los auto y aloinjertos49,59,105,142,142,254.  

 Sin entrar  a analizar las diferencias entre los diversos compuestos 

disponibles en el mercado, los sustitutos óseos sintéticos comparten 

diversas ventajas sobre los auto y los aloinjertos, incluyendo la ilimitada 

disponibilidad, la facilidad para su esterilización y su almacenaje33. Sin 

embargo presentan diversas limitaciones, como la variabilidad en su 

carácter osteoconductor, las diferencias entre la repoblación celular de las 

diferentes matrices, los efectos potencialmente adversos sobre el 

remodelado óseo normal, los aspectos comerciales relacionados con su 

utilización; pero la principal limitación práctica que presentan de forma 

conjunta es la escasa capacidad de proporcionar soporte mecánico lo que 

contraindica su uso como injertos 

estructurales6;20;24;33;52;102;105;112;125;201;254;255. 

 

 Por todos estas razones, el empleo clínico de los aloinjertos continúa 

siendo mayoritario, de modo que en Estados Unidos se calcula que se 

emplean entre 150.000 y 200.000 aloinjertos musculoesqueléticos al 

año10;270, constituyendo el tejido más frecuentemente injertado en la 

práctica médica y quirúrgica216;301. 
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  1.A.4: Aloinjertos óseos 

  

   1.A.4.a: Introducción e historia 

 El primer antecedente histórico de transplante de un miembro 

pertenece más bien al terreno de la leyenda que al de la ciencia: según la 

tradición, en el siglo sexto los santos Damián y Cosme realizaron un 

milagro que consistió en el transplante de la pierna enferma de un sacristán 

por la de un moro recién fallecido. Este hecho fue objeto de numerosas 

representaciones artísticas en el renacimiento239. 

 El primer transplante óseo dentro de un ámbito más científico del 

que tenemos noticia fue realizado por un cirujano holandés llamado Job 

van Meekeren en 1668, y transplantó con éxito el cráneo de un perro a un 

defecto craneal de un soldado293. 

 En términos estrictamente científicos, en 1881 Macewen publica el 

primer caso conocido de trasplante óseo en un defecto de tercio proximal 

de húmero173. Lexer en 1908 publica el caso de un transplante de una 

hemiarticulación163. Resulta destacable el trabajo de Albee5 que usaba 

injertos óseos provenientes de miembros amputados para favorecer la 

fusión vertebral y la consolidación de pseudoartrosis. De esta misma época 

datan los trabajos de Tuffier287;288 y Bauer21 en Europa y de Carrell46 en 

EEUU, gracias a los cuales se asientan las bases del empleo de aloinjertos 

provenientes de donantes fallecidos. 

En los años cuarenta, se inician, con los trabajos de Inclán en La 

Habana131, los primeros esfuerzos eficaces en el almacenaje de aloinjertos y 

su empleo en cirugía programada. En 1946 Wilson309 comienza a emplear 

su propio banco de huesos conservados por congelación. En España el 

primer banco de huesos es creado por el Profesor Sanchís Olmos en el 

Hospital Provincial de Madrid248 en 1951 empleando huesos provenientes 

de amputaciones. 
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Es a comienzos de los sesenta, cuando empiezan a aparecer grandes 

series de casos de reconstrucción con aloinjertos tras la constatación 

empírica de que la congelación y descongelación de los mismos reducía 

significativamente la respuesta inmune61;121. En estas primeras 

series220;224;298 ya se pudo valorar que las técnicas de reconstrucción con 

aloinjertos, aunque proporcionaban resultados alentadores, no estaban 

exentas de complicaciones frecuentes y graves, como la infección (9-15%), 

la fractura (29-41%) o la reabsorción del injerto (4-14%). 

En la actualidad podemos afirmar que incluso, a pesar de sus 

potenciales riesgos, como la transmisión de enfermedades contagiosas, el 

uso de aloinjertos óseos conservados ha demostrado ser una buena, y en 

ocasiones única, alternativa para la reconstrucción de defectos óseos 

independientemente de su causa10;42;50;75;100;145;155;160;175;179;180;252;260;269;291. 

 

  1.A.4.b: Banco de huesos 

La necesidad de injertos seguros tanto biológica como 

bacteriológicamente hace que el desarrollo de un banco de huesos y tejidos 

sea un proceso complejo y sometido a rigurosos controles legales y 

técnicos. 

Se define un banco de huesos a la institución sin ánimo de lucro 

encargada de la obtención, procesamiento, preservación y almacenamiento 

de huesos humanos con vistas a su distribución para aplicación clínica 

como aloinjertos218. 

En España la Organización Nacional de Trasplantes, adscrita al 

Ministerio de Sanidad y Consumo se encarga de todas las actividades 

relacionadas con la donación, extracción, distribución e intercambio de 

órganos y tejidos. Por otro lado, la Asociación Española de Bancos de 

Tejidos ha elaborado unas recomendaciones y estándares13 basadas entre 

otras en las realizadas por la American Association of Tissue Banks8 y la 
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European Association of Tissue Banks85 con el fin de garantizar la 

seguridad y la calidad en la manipulación, almacenamiento y aplicación 

clínica de células y tejidos. 

 

Los injertos pueden ser obtenidos en condiciones estériles y 

conservarse congelados a diversas temperaturas sin ninguna esterilización 

adicional; o bien pueden ser sometidos a diversos procesos de esterilización 

como la radiación gamma, el óxido de etileno o el autoclavado, para 

después ser conservados mediante la congelación o la liofilización, ya que 

los procesos de selección del donante han demostrado no ser suficientes 

para la exclusión de los donantes infecciosos290. 

 

1.A.4.c: Aloinjertos en fresco 

El empleo de aloinjertos en fresco en la actualidad está muy limitado 

principalmente por dos factores120;139: 1º: Provocan una intensa reacción 

inmunológica en el huésped que puede desembocar en el rechazo del 

aloinjerto, y 2º: El riesgo de transmisión de enfermedades infecciosas.  

Estas desventajas no suelen compensar la teórica capacidad 

osteoinductiva, osteoconductiva y osteoeogénica de este tipo de injertos, y 

en la actualidad su utilización clínica está limitada a los injertos 

osteocondrales58;96;182;183;198.  

 

1.A.4.d: Esterilización del aloinjerto 

Desde que en 1992 Simonds y cols258 demostraron la infección por el 

virus de la inmunodeficiencia humana adquirida (VIH) desde un donante 

seronegativo para dicho virus en un aloinjerto óseo, se ha cuidado 

especialmente rigurosa la seguridad de los aloinjertos en los bancos de 

huesos. 
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Tras la selección rigurosa del donante y la obtención de la pieza ósea 

en condiciones estériles adecuadas8;13;85 se somete con frecuencia a las 

piezas a procesos de esterilización, que comprenden entre otros: la 

irradiación gamma, el óxido de etileno y el autoclavado. Todos estos 

procesos han demostrado que pueden interferir en las propiedades 

mecánicas y biológicas del injerto29;114;124. Veremos algunos  de estos 

aspectos por separado en referencia a las diferentes técnicas. 

 

1.A.4.d.1: Irradiación Gamma 

Probablemente la esterilización con rayos Gamma sea el método de 

esterilización más empleado en el mundo217. Los rayos Gamma eliminan 

eficazmente el riesgo de contaminación bacteriana y hepatitis139; pero son 

menos eficaces en la destrucción del VIH. La irradiación Gamma sobre los 

aloinjertos ha demostrado tener efectos deletéreos sobre las propiedades 

mecánicas y biológicas de los aloinjertos, y este efecto parece ser dosis-

dependiente60;129;136;290, de forma más significativa sobre los aloinjertos 

corticales que sobre los esponjosos28;60;115;139;316. 

 

 1.A.4.d.2: Óxido de etileno 

El mecanismo de actuación del óxido de etileno como esterilizador 

de aloinjertos es mediante la inactivación química de los microorganismos, 

incluyendo entre otros el HIV, y en general es considerado como mejor 

agente esterilizador que la radiación Gamma para la descontaminación 

superficial10. 

Sin embargo, el empleo de óxido de etileno como medio para la 

esterilización de los injertos óseos es controvertido y en general es usado 

excepcionalmente por dos motivos principalmente124;217;270: en primer lugar 

por la persistencia de gas residual en el tejido implantado que causa 

iritación134;204;281; y por otro lado por la obstaculización de la capacidad 
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osteoconductora y la pérdida de capacidad osteoinductiva de los aloinjertos 

tratados de este modo14;28;74.  

 

1.A.4.d.3: Autoclave 

Debido a las limitaciones expresadas para los métodos de 

esterilización mediante radiación a altas dosis o mediante óxido de etileno, 

se han desarrollado otras líneas de investigación154, entre las que cabría 

destacar el autoclavado o tratamiento con calor de los aloinjertos desde los 

experimentos de Inokuchi y cols132  y Nakanishi y cols210, en los que 

demostraron la capacidad de inducir la formación ósea de los aloinjertos 

autoclavados. 

Las principales ventajas del aloinjerto autoclavado son: la alta 

sensibilidad del HIV y otros virus a las altas temperaturas191;267; la facilidad 

de empleo, que no requiere de complejas instalaciones como en el caso de 

la radiación Gamma253; la posibilidad de mantener las inserciones 

tendinosas y musculares275; la posibilidad de emplear de forma segura 

piezas con riesgo de infección por HIV , VHC, etc283; y aunque en nuestro 

medio no es importante, sí cabe destacar que en los países asiáticos y por 

motivos religiosos y culturales es muy difícil la obtención y el empleo de 

aloinjertos frescos congelados, siendo más factible el empleo de los 

autoclavados11;253. 

Entre las limitaciones del empleo de los aloinjertos autoclavados, 

podríamos destacar la ausencia de consenso sobre cuál es el mejor 

protocolo de tratamiento a emplear. Así, la mayor parte de publicaciones 

hacen referencia a tratamientos de unos 135ºC entre unos 10 y 30 

minutos11;146;149;154;250;294-296. Sin embargo otros autores prefieren el 

tratamiento de las piezas con temperaturas más bajas y que oscilan entre los 

60 a 80ºC124;146;147, habiendo demostrado que estas temperaturas mantienen 

la capacidad osteoinductiva177;210 y que no se afectan seriamente ni la 
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revascularización ni la neoformación ósea253. No existen estudios clínicos 

comparativos sobre el empleo de aloinjertos tratados a diferentes rangos de 

temperatura. 

Otra de las limitaciones para el empleo de los aloinjertos óseos 

autoclavados es la pérdida de propiedades mecánicas tras la 

esterilización129;295. De hecho, cuando se han estudiado propiedades como 

la resistencia al máximo estrés, el módulo de compresión, la rigidez del 

injerto o la energía de fracaso se han recogido pérdidas de estas 

propiedades que oscilan entre el 25 y el 70%146;294;296. Por ello, 

generalmente se acepta que el empleo de aloinjertos autoclavados debe 

estar limitado a injertos no estructurales129;300. Aún así, existen casos 

publicados, con aceptables resultados, tras aloinjertos autoclavados 

masivos tras resecciones tumorales11.  

 

 1.A.4.d.4: Otras técnicas 

Otras técnicas de esterilización de los aloinjertos óseos han sido 

descritas y evaluadas, sin que ninguna de ellas haya sido usada de forma 

frecuente en la práctica clínica. Entre ellas cabría destacar el empleo de 

sustancias químicas como el ácido-etanol peracético validado 

recientemente y que ha demostrado ser capaz de inactivar incluso las 

esporas de Aspergillus niger234. El tetrahidrofurano también ha sido 

evaluado como método de esterilización  químico para injertos óseos, ya 

que no provoca grandes cambios en el comportamiento biomecánico de los 

mismos296. Otra técnica descrita es la desmineralización y la desinfección a 

bajas temperaturas con plasma (DEM-LTP), que ha mostrado una buena 

capacidad para la estimulación de la proliferación  y diferenciación ósea124.  
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  1.A.4.e: Conservación del aloinjerto 

En la actualidad la mayor parte de bancos de huesos someten a sus 

piezas a alguno de los procesos de esterilización anteriormente descritos10, 

y tras él, las piezas deben ser conservadas. Existen 2 métodos ampliamente 

empleados para la conservación de los aloinjertos óseos: La congelación, 

ya sea en congeladores eléctricos (-60º a-80ºC) o en nitrógeno líquido (-

160º a-180ºC); y la liofilización218. 

 

 1.A.4.e.1: Aloinjertos congelados 

La congelación mediante congeladores eléctricos (-60º a -80ºC) o en 

nitrógeno líquido (-160º a –180º) no parece influir sobre las propiedades 

mecánicas o biológicas del aloinjerto231;268;270. Sin embargo cada una de 

estas técnicas requiere el empleo de diferentes infraestructuras. Así, el uso 

de nitrógeno líquido requiere su renovación periódica, mientras que cuando 

se emplean equipos de congelación es precisa la disponibilidad de equipos 

de suministro energético suplementarios268.  

Se ha demostrado que la congelación empleada aisladamente 

conserva la mayor parte de enzimas en casi todos los tejidos humanos sin 

afectar las propiedades mecánicas de los mismos10;268;270. Además 

disminuye la antigenicidad del injerto95 y la degradación del mismo por 

enzimas como la colagenasa o las proteinasas10. Sin embargo, no está 

demostrado claramente que inactive los virus de la hepatitis o el 

HIV93;94;257. 

Un aspecto muy discutido en la literatura es el tiempo máximo de 

conservación de los aloinjertos congelados, y aunque existen variaciones, 

parece que el periodo recomendable como máximo se sitúa en torno a los 3 

años93;94;284.  

Algunos autores han empleado temperaturas más altas, de unos         

–20ºC, para la conservación de los aloinjertos, y en algunos casos han 
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publicado resultados satisfactorios con esta técnica41; sin embargo algunos 

estudios han demostrado que la conservación a este rango de temperatura 

puede provocar la liberación de factores favorecedores de la reabsorción 

ósea debido a la formación de cristales de hielo y a la activación de 

enzimas proteolíticas284. Además se ha visto que la conservación de las 

piezas a –20ºC durante más de 6 meses provoca importantes cambios en la 

respuesta de los osteoblastos, lo cual puede provocar alteraciones en su 

incorporación195. 

 

 1.A.4.e.2: Aloinjertos liofilizados 

La liofilización consiste en la eliminación del agua de un tejido 

previamente congelado (-30º C) y su conservación al vacío270. La principal 

ventaja como medio de conservación es que las piezas pueden ser 

almacenadas a temperatura ambiente por un tiempo indefinido siempre que 

el envase mantenga el vacío268. Además, como la médula ósea y la sangre 

son eliminadas, disminuye el riesgo teórico de transmisión de 

enfermedades a través de la médula ósea10. 

Entre las desventajas que se describen para la conservación de los 

aloinjertos mediante la liofilización, cabe destacar el impacto de la misma 

sobre las propiedades mecánicas del injerto, provocando una disminución 

de la resistencia a la torsión y al doblado, pero no a las fuerzas de 

compresión axial108;228;259. 

 

  1.A.4.f: Seguridad de los aloinjertos 

Desde 1982 la principal discusión sobre el empleo de aloinjertos ha 

estado centrada en la posibilidad de transmisión del VIH7;283, aunque otras 

infecciones, como la de los virus de la hepatitis B y C no deben 

desestimarse, ya que hay casos descritos de transmisión de los mismos a 

través de los aloinjertos óseos57;283.  



 30

En 1989 se estimaba que el riesgo de obtener un aloinjerto de un 

donante HIV positivo no reconocido era de aproximadamente 1 por 

1.600.000 donantes35, y no parece que este riesgo haya disminuido desde 

entonces34. La mayor parte de autores parecen coincidir en que en la 

actualidad el riesgo para la transmisión de enfermedades virales en 

aloinjertos no procesados es muy baja y se situaría en torno al uno por 

millón34;139;199;270;283. 

Un aspecto importante y que no es frecuentemente abordado, es la 

posibilidad de afectación del injerto por enfermedades tumorales como 

linfomas, plasmocitosis, etc. Pero en la actualidad es dudoso que el estudio 

sistemático de este tipo de piezas sea eficaz y rentable, y por ello no se 

hace de forma rutinaria43;44. 

 

  1.A.4.g: Indicaciones clínicas de los aloinjertos 

En la actualidad existen 4 grandes grupos de indicaciones para el 

empleo de aloinjertos óseos en cirugía ortopédica y traumatología: La 

reconstrucción de defectos óseos tras resecciones tumorales, la reparación 

de defectos óseos en cirugía de recambio protésico, especialmente en 

cadera y rodilla, la realización de artrodesis vertebrales, y por último las 

indicaciones en traumatología, ya sea en fracturas agudas o en la cirugía de 

sus complicaciones, como la pseudoartrosis.  

Con diferencia, la causa más frecuente de su uso es la cirugía 

reconstructiva tumoral (58% de los aloinjertos musculoesqueléticos285), 

aunque en la actualidad, la necesidad de injerto en cirugía de rescate 

protésico aumenta de manera significativa según aumenta la necesidad de 

este tipo de intervenciones. 
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 1.A.4.g.1: Aloinjertos en cirugía tumoral 

Debido a las importantes mejoras en el tratamiento de los tumores 

óseos, especialmente en los de características malignas, en la actualidad la 

cirugía de salvamento del miembro afecto es el estándar del tratamiento, y 

por tanto son precisas diversas y complejas técnicas reconstructivas que en 

muchas ocasiones requieren el empleo de aloinjertos óseos50;72;179. 

Los aloinjertos en cirugía tumoral pueden ser no estructurales, para 

el relleno de cavidades50;103, o estructurales, empleados para puentear 

defectos óseos tras resecciones. En este caso se pueden distinguir 3 tipos: 

aloinjertos osteoarticulares179;256, aloinjertos intercalares75;219;297 y 

compuestos aloinjerto-prótesis72;119.  

 

En general, la principal crítica que se hace al empleo de aloinjertos 

en las técnicas de reconstrucción tras resecciones tumorales es la alta tasa 

de complicaciones publicada. Del estudio de Mankin y cols179, sobre 718 

aloinjertos, 156 fracasaron por fractura (19%), pseudoartrosis (17%) , 

infección (11%) o inestabilidad (6%) principalmente durante los 3 primeros 

años. Estas cifras son equivalentes a las publicadas por otros 

autores23;127;247;265;278;292.  

De manera conjunta, los principales factores de riesgo para la 

aparición de cualquiera de estas complicaciones, que con frecuencia se 

asocian entre sí, son una incorrecta técnica quirúrgica, una inestabilidad 

mecánica, y la administración de radio y/o quimioterapia. 

En la revisión de la literatura, la aparición de cualquiera de estas 

complicaciones se asocia una tasa de amputaciones del miembro afecto de 

alrededor del 30%72;265;292. Aunque probablemente y de forma aislada, la 

infección del aloinjerto sea la complicación más temida y la que con más 

frecuencia obliga a la amputación71;72;168.  
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1.A.4.g.2: Aloinjertos en cirugía reconstructiva protésica 

El uso de aloinjertos en cirugía protésica primaria está raramente 

indicado ya que los defectos óseos suelen ser poco importantes; sin 

embargo, y a pesar de que en el pasado su empleo era controvertido, en la 

actualidad el uso de aloinjertos en cirugía de recambio protésico, sobre 

todo en artroplastias de cadera y de rodilla, está ampliamente aceptado109. 

En cualquiera de estas situaciones, el uso de aloinjerto óseo persigue la 

restauración de la masa ósea. Analizaremos por separado alguno de los 

aspectos importantes en sus diferentes indicaciones. 

 

a). Cirugía de revisión protésica de cadera. La indicación y el tipo 

de aloinjerto a emplear ante una pérdida de masa ósea en un recambio 

protésico de cadera depende de 2 factores principales: si el defecto es 

acetabular o femoral; y del tipo de defecto existente109;110. Se han realizado 

numerosas clasificaciones de los defectos óseos en la artroplastia de cadera 

que en muchas ocasiones incluyen indicaciones sobre el tratamiento a 

realizar. Su descripción y discusión sobrepasa ampliamente las 

pretensiones de este trabajo.  

 

b). Cirugía de revisión protésica de rodilla. En este tipo de cirugía es 

frecuente la pérdida intensa de masa ósea debido a la osteolisis provocada 

por el aflojamiento de los componentes. El empleo de aloinjertos en estas 

circunstancias ha dado buenos resultados a corto y medio plazo10;100;200, 

alcanzándose tasas muy elevadas de incorporación, como en la serie de 12 

revisiones de rodilla publicada por Wilde y cols307 en la que en 11 casos se 

evidenció la incorporación del aloinjerto en un tiempo medio de 23 meses. 

 

c). Otras cirugías de revisión protésicas. Ya sea en cirugía primaria 

o más frecuentemente en cirugías de revisión en cualquier artroplastia 
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puede ser necesario el aporte de injerto óseo. Por ejemplo en revisiones de 

artroplastias de hombro, sobre 463 casos Neer y cols precisaron injerto en 

el 4,3% de los pacientes, siendo la principal y casi única indicación los 

defectos glenoideos masivos211. Por otro lado el empleo de aloinjertos en 

las artroplastias de codo es menos común, y se ha utilizado tras grandes 

defectos postraumáticos en los que no existen otras opciones 

reconstructivas67.  

En el manejo de otras artroplastias, como en muñeca o tobillo, el 

empleo de aloinjerto es excepcional y no hemos encontrado referencias a su 

utilización en la literatura. 

 

1.A.4.g.3: Aloinjertos en cirugía de columna vertebral 

Existen 2 indicaciones fundamentales para el empleo de aloinjertos 

en cirugía de columna vertebral. En primer lugar, cuando no se dispone de 

suficiente autoinjerto, por ejemplo en artrodesis toracolumbares largas con 

fusión de la pelvis, que excluyen la obtención de injerto de la cresta ilíaca. 

En segundo lugar, en técnicas de fusión en las que se requiere un elemento 

estructural en forma de injerto uniendo 2 o más niveles o de un injerto 

intersomático entre dos vértebras42. 

Veremos a continuación y por separado los principales aspectos del 

uso de aloinjertos en cirugía de columna cervical, toracolumbar y lumbar. 

 

a). Columna cervical 

La utilización de aloinjerto en fusiones cervicales anteriores ha sido 

ampliamente usada desde que en 1958 Cloward54 publicase sus primeros 46 

casos. Posteriormente se han publicado numerosos estudios acerca del 

empleo de los aloinjertos de peroné, de iliaco o de cabeza femoral para la 

fusión intervertebral cervical con unos resultados más o menos 
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homogéneos, con tasas de consolidación de alrededor del 

90%42;111;174;175;249.  

Otro aspecto que cabe destacar es el del empleo del aloinjerto en el 

tratamiento de fracturas de la columna cervical, ya sea como injerto 

estructural o asociado a dispositivos tipo cilindro o jaula. En el tratamiento 

de los defectos más grandes, tras corpectomías de 3 ó más niveles 

probablemente la opción más recomendable sea la de un aloinjerto de 

peroné relleno de autoinjerto u otros osteoinductores, debido a su forma y 

módulo de elasticidad9;251;291. 

 

b). Columna toracolumbar 

El uso de aloinjerto en las cirugías de fusión posterior toracolumbar 

es mucho más frecuente que en la región cervical, especialmente en las 

cirugías de escoliosis42. En cirugía de fusión vertebral anterior en casos de 

deformidades se han empleado injertos estructurales de diversos modos. 

Sin embargo los anillos de cortical femoral han demostrado in vitro una 

mayor resistencia que otros tipos de aloinjerto202. Las indicaciones pueden 

incluir escoliosis del adulto, escoliosis neuromusculares, cifosis 

postraumática o postlaminectomía, enfermedad de Schuermann, etc42;145 En 

general los resultados publicados en el tratamiento de deformidades de la 

columna toracolumbar tratadas con aloinjertos estructurales son 

satisfactorios, con tasas elevadas de incorporación y de conservación de la 

corrección31;42;78;194.  

En el tratamiento de las fracturas de la región toracolumbar también 

se pueden emplear aloinjertos estructurales anteriores que pueden ser 

anillos de diáfisis humeral en los segmentos más superiores y femorales en 

el resto, siempre junto a instrumentación posterior291. 
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c). Columna  lumbar 

El uso de aloinjerto en las técnicas de fusión posterolateral está poco 

extendido debido a las altas tasas de pseudoartrosis comunicadas en 

diversos trabajos122;138;318. No sucede lo mismo con los injertos estructurales 

para las técnicas de fusión intersomática anterior, ya que desde que en 1952  

Cloward53 empezó a emplear aloinjertos congelados de cresta ilíaca en este 

tipo de intervenciones. Otros autores la han empleado con buenos y 

homogéneos resultados26;70;197, que pueden ser mejorados gracias a la 

adición de estimulación electromagnética197. Por otro lado, el empleo de 

segmentos diafisarios femorales de aloinjerto en cuyo interior se empaqueta 

autoinjerto de esponjosa asociado a instrumentación posterior se ha 

popularizado en los últimos años debido a su elevada resistencia202 y 

especialmente a los buenos resultados clínicos y radiológicos que 

proporciona78;126;145;152;165;229. 

   

1.A.4.g.4: Aloinjertos en la cirugía de las fracturas y sus 

complicaciones 

El empleo de aloinjertos para favorecer la consolidación o para la 

reparación de defectos óseos postraumáticos incluye una gran variedad 

heterogénea de indicaciones y de posibilidades de tipo de injerto 

(fragmentos de esponjosa criopreservados, porciones de hueso cortical, 

injertos corticoesponjosos, matriz ósea desmineralizada, etc) 1;104;188;269. Sin 

embargo su uso es mucho menos común que en las patologías 

anteriormente descritas, y en cualquier caso, el principal factor pronóstico 

es una correcta relación entre la actividad biológica del injerto, las 

condiciones ambientales alrededor del injerto y los condicionantes 

mecánicos269. 
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Además de todas las indicaciones anteriormente expuestas, los 

aloinjertos pueden ser usados en muy diversas indicaciones, que pueden 

variar desde el reemplazo con un aloinjerto de una calcanectomía total206, al 

tratamiento de la rizartrosis286, a la corrección de deformidades óseas 

postraumáticas184, a la reparación de los defectos de cresta ilíaca masivos 

tras tomas de autoinjerto97, etc. 

  

1.A.4.h: Biología de los aloinjertos 

La capacidad de estímulo biológico de los aloinjertos está 

determinada por la suma de su actividad biológica inherente (células vivas 

y sus productos), de su capacidad para estimular los tejidos circundantes, y 

de su capacidad para sostener el tejido que el huésped produce270. El 

proceso de incorporación del aloinjerto está íntimamente relacionado con 

estos factores, pero casi nunca va a ser independiente de los factores 

mecánicos que analizaremos en otro apartado. 

La mejor forma de analizar la respuesta que inducen los diferentes 

tipos de aloinjertos en el huésped es comparándola con la que producen los 

autoinjertos. Como se exponía anteriormente, el autoinjerto posee 

capacidad osteoconductora, osteoinductora (determinada por las proteínas 

de la matriz: BMP, TGF-β,etc) y osteogénica; sin embargo los aloinjertos 

no son osteogénicos porque no poseen células vivas, y si han sido 

sometidos a procesamientos como el autoclavado, al menos en teoría 

tampoco son osteoinductores (debido a la desanturalización de las 

proteínas); por tanto su principal función es la osteoconducción. 

 

1.A.4.h.1: Injertos de esponjosa 

La respuesta del huésped al autoinjerto de esponjosa ocurre en varias 

fases que se superponen y forman un contínuo270: tras la cirugía 

predominan los fenómenos de hemorragia e inflamación, muchas de las 
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células del injerto mueren, en especial los osteocitos de las lagunas 

trabeculares, pero muchos de los osteoblastos de superficie sobreviven y 

son capaces de producir nuevo hueso rápidamente41 Estas células son las 

responsables de la capacidad osteogénica del autoinjerto. Debido a la 

porosidad de la esponjosa, los vasos del huésped, los osteoblastos y sus 

precursores pueden infiltrar el injerto desde la periferia en menos de 48 

horas238. Según avanza la neovascularización del injerto, los osteoblastos 

comienzan a producir matriz osteoide mientras que los osteoclastos 

comienzan a reabsorber las trabéculas muertas; es el comienzo de la 

remodelación del injerto, que puede durar varios meses. Finalmente el 

injerto se integra en la estructura de soporte mecánico del huésped 

aproximadamente al año de la cirugía270. 

Los equivalentes al autoinjerto de esponjosa entre los aloinjertos, son 

tanto el injerto de esponjosa como el aloinjerto triturado ya sea de 

esponjosa o de cortical. Estos aloinjertos, además de mantener la capacidad 

osteoconductora, pueden ser moderadamente osteoinductores, aunque esta 

propiedad está íntimamente relacionada con las condiciones de 

procesamiento y almacenaje15;204;281. En aloinjertos autoclavados cabe 

esperar que esta propiedad sea mínima debido a la desnaturalización de las 

proteínas responsables de la misma (BMP, TGF-β, etc.). El aloinjerto de 

esponjosa provoca en el huésped una respuesta diferente a la que despierta 

el autoinjerto, y se caracteriza inicialmente por fenómenos de agregación 

plaquetaria, formación de hematoma, inflamación  y reclutamiento de 

polimorfonucleares en las primeras 18 horas. En los alrededores del injerto 

se agrupan células mesenquimales durante los 5 primeros días que 

posteriormente se diferencian  en condrocitos que producen matriz 

cartilaginosa. Esta matriz se mineraliza, y en el 10º-12º día se inicia la 

invasión vascular acompañada por la colonización por células 

osteoblásticas a la vez que los condrocitos inician su degeneración. Según 
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algunos autores270 su reabsorción no es necesaria para su revascularización 

y por tanto no sufren mermas en su resistencia mecánica durante su 

incorporación, disminución que si ocurre durante la incorporación de los 

autoinjertos. Desde este momento y hasta la integración completa se inician 

los fenómenos de remodelación ósea270. Los aloinjertos de esponjosa son 

más débiles mecánicamente que los autoinjertos de esponjosa durante 

largos periodos de tiempo, aunque en condiciones de estabilidad mecánica 

y de carga de peso la mayor parte estos aloinjertos tienen un 

comportamiento mecánico y estructural similar a los autoinjertos a pesar de 

que mantienen más cantidad de hueso necrótico39 

 

1.A.4.h.2: Injertos corticales 

Los autoinjertos no vascularizados de cortical proporcionan soporte 

mecánico, en cierto modo son osteogénicos y se revascularizan 

lentamente41. Este retraso en la revascularización puede ser explicado 

porque la penetración de las yemas vasculares es el resultado de la 

reabsorción osteoclástica periférica y de la invasión vascular de los canales 

de Havers y de Volkmann79. Este tipo de injertos permanecen 

significativamente más débiles que el hueso normal durante muchos años 

dependiendo de su tamaño, a la vez que es frecuente encontrar grandes 

porciones de cortical muerta durante largos periodos41;79;270. 

En cuanto a los aloinjertos corticales o corticoesponjosos la respuesta 

inicial en el huésped es similar a la que despiertan otros injertos y se 

caracteriza por fenómenos de inflamación, de invasión vascular y 

migración de mediadores de la inflamación. Posteriormente, el injerto es 

penetrado lentamente por vasos y por hueso del huésped hasta un grado 

limitado81. Si esta vascularización no es suficiente, el injerto puede 

fracturarse23;81;207;278. También el modo de procesamiento del aloinjerto 

parece modificar la respuesta del huésped; por ejemplo el hueso cortical 
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sometido a esterilización por autoclave puede ser revascularizado, aunque 

lentamente, casi por completo118. 

 

1.A.4.i: Incorporación de los aloinjertos 

 

Es evidente que el aspecto fundamental del empleo de cualquier 

injerto óseo, y por extensión de cualquier aloinjerto, es la incorporación del 

mismo al huésped. 

Burchardt definió la incorporación del injerto óseo como el proceso 

de envoltura de un complejo de hueso necrótico viejo con un hueso nuevo 

viable38. El proceso de invasión por tejido nuevo a lo largo de los canales 

creados por la invasión de vasos sanguíneos o a lo largo de canales 

preexistentes en el hueso transplantado fue inicialmente denominado 

“Schleichender ersatz” por Auxhausen, posteriormente este término alemán 

fue sustituido en la literatura anglosajona por el de “creeping substitution” 

para describir este proceso dinámico de reconstrucción y 

consolidación237;304, y que nosotros traduciremos por “sustitución por 

invasión”. De todos modos, los criterios de incorporación de un aloinjerto 

van a depender también del tipo de injerto y de su función; por ejemplo 

para un injerto segmentario, podemos decir que está consolidado si la zona 

de unión huésped-injerto aparece unida y hay tolerancia a la carga de peso 

sin fractura o dolor271, criterios que evidentemente no son aplicables a los 

aloinjertos de esponjosa. 

Existen numerosísimos estudios acerca de la incorporación de los 

aloinjertos que abordan esta problemática desde diversos puntos de vista: 

estudios clínicos, estudios radiológicos, y por último los estudios 

histológicos de incorporación. Sin embargo su análisis y descripción supera 

con creces el objetivo de esta introducción.  
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En cualquier caso, la incorporación de un aloinjerto continúa siendo 

un proceso impredecible. Es el injerto más frecuentemente usado en la 

clínica: el congelado sin concordancia antigénica, el menos predecible en 

cuanto a su incorporación; sin embargo algunos factores podría ayudar a 

superar este problema, como la adición o eliminación de células, e 

indirectamente de citoquinas272 o de otros factores favorecedores de la 

neoformación ósea150;269. 
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1.B: El HUESO. COMPOSICIÓN y FUNCIONES 

 

El hueso es un tejido conectivo especializado, que junto con el 

cartílago, conforma el sistema esquelético19. Sus funciones mecánicas, 

protectoras y metabólicas derivan de su estructura. 

El hueso está constituido, fundamentalmente por un componente 

mineral (65%), por una matriz orgánica (33%) y por un componente celular 

(2%).  

El componente mineral está formado fundamentalmente por 

hidroxiapatita [Ca10(PO4)6(OH)2], que es la forma cristalizada del fosfato 

tricálcico amorfo. Existen en menor proporción, CO3
2-, Mg2+, citratos, Na+, 

K+, sulfatos, etc.;  

Por su lado, la matriz orgánica está compuesta por grandes 

componentes proteicos que tienen la capacidad de formar agregados 

macromoleculares, cuya organización determina la super-estructura del 

hueso. Sus componentes fundamentales son el colágeno tipo I (90%) y una 

sustancia base rica en glicosaminoglicanos. Pequeñas proteínas que parecen 

actuar en la comunicación entre la matriz y las células del hueso también 

forman parte de la matriz orgánica98. 

El componente celular está formado principalmente por los 

osteoblastos o células formadoras de hueso y los osteoclastos o células 

destructoras de hueso. Al estar el hueso en contacto con la médula ósea e 

infiltrado de vasos sanguíneos, las células óseas se encuentran bajo la 

acción directa de un gran número de factores y de hormonas sistémicas. 

A continuación analizaremos más en detalle los aspectos más 

destacables de estos componentes y que guardan una relación directa con el 

trabajo que se presenta.  
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1.B.1: Proteínas de la matriz ósea 

 

1.B.1.a: Colágeno 

El colágeno es el principal componente orgánico de la matriz ósea 

extracelular, constituye cerca del 90% de las proteínas óseas y es casi 

exclusivamente colágeno tipo I. La molécula de colágeno está compuesta 

por tres cadenas polipeptídicas, dos cadenas idénticas α1(I) y una cadena 

estructuralmente similar, pero genéticamente diferente, α2299. Es 

sintetizada en el interior de los osteoblastos como un precursor: el 

procolágeno tipo I,  molécula que contiene en ambos extremos extensiones 

adicionales proteicas, la extensión aminoterminal de aproximadamente 

25.000 Da, y la extensión carboxilo terminal de 35.000 Da. La parte central 

de la molécula tiene aproximadamente 100.000 Da. Estas extensiones son 

denominadas propéptido amino terminal del procolágeno tipo I (PINP) y 

propéptido carboxilo terminal del procolágeno tipo I (PICP) (Figura 1). En 

el medio extracelular este precursor sufre el efecto de peptidasas 

específicas que separan los propéptidos respectivos de la molécula, 

liberándose tres proteínas. Una de ellas es la molécula de colágeno 

propiamente dicha, que se agregará formando fibras en la conformación de 

la matriz ósea. Las otras dos moléculas son los propéptidos amino y 

carboxilo terminales del colágeno tipo I (PINP y PICP) que pueden ser 

detectadas en la circulación sanguínea51;88. 

A medida que el procolágeno tipo I es procesado, se liberan 

cantidades estequiométricas de ambos propéptidos, PINP y PICP, en 

proporciones 1:1 con el colágeno formado, por lo que la concentración de 

estos propéptidos refleja la síntesis de colágeno tipo I. Si se tiene en cuenta 

que el 90% del colágeno tipo I corporal constituye la matriz orgánica del 

hueso, los niveles circulantes de ambos propéptidos se pueden considerar 

como un índice de actividad osteoblástica o formación ósea196;261. 
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FIGURA 1: Formación de los propéptidos amino y 
carboxilo terminales del procolágeno I. En el 
espacio extracelular, y antes de que las moléculas 
de colágeno se agreguen formando fibras, los 
propétidos amino (N-terminal) y carboxilo terminal 
(C-terminal) son separados de la molécula de 
procolágeno por acción de peptidasas específicas. 

 

 

En la presente tesis se van a usar los niveles de PINP liberados por los 

osteoblastos al medio de cultivo como índice de formación de colágeno y 

por tanto de matriz ósea. 

 

1.B.1.d: Osteocalcina 

La osteocalcina o BGP constituye el 10% - 20% de las proteínas no 

colágenas del hueso dependiendo de la edad y la especie, y cerca del 2% de 

las proteínas totales del mismo. Es un polipéptido de 49 residuos de 

aminoácidos y un peso molecular de 5000 dalton232. Contiene tres residuos 

del aminoácido γ-carboxiglutámico (Gla) en las posiciones 17, 19 y 24 de 
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su secuencia, que le confieren la capacidad de unirse al calcio, y de manera 

más específica a la hidroxiapatita del hueso, de manera que la mayor parte 

de la osteocalcina sintetizada por el osteoblasto permanece en el hueso, sin 

embargo, parte de la osteocalcina pasa al suero donde puede detectarse. 

Dado que su procedencia es específica del osteoblasto, los niveles de 

osteocalcina constituyen un marcador bioquímico muy específico de 

actividad osteoblástica233. 

En la presente tesis, la calidad del cultivo de osteoblastos se ha 

determinado mediante la cuantificación de la producción de osteocalcina. 

 

1.B.2: Componente celular del tejido óseo 

 

1.B.2.a: Osteoblastos 

Los osteoblastos son las células esqueléticas responsables de la 

síntesis y mineralización de la matriz extracelular del hueso.  

Los osteoblastos nunca se encuentran ni funcionan de manera aislada, 

siempre se encuentran agrupados a lo largo de la superficie del hueso. Son 

células cuboidales, y muy activas desde el punto de vista metabólico, lo 

cual se traduce morfológicamente en la presencia de un retículo 

endoplásmico rugoso muy extenso, y de un aparato de Golgi, encargado de 

la secreción de proteínas, bien desarrollado235.  

La membrana plasmática de los osteoblastos es rica en fosfatasa 

alcalina. Esta propiedad se utiliza para reconocer los osteoblastos en 

tinciones histológicas. La fosfatasa alcalina está directamente implicada en 

el proceso de mineralización, por ello su concentración en el suero se 

utiliza como índice de la actividad osteoblástica. De hecho, en la presente 

tesis la determinación de la actividad de fosfatasa alcalina se ha usado para 

determinar la calidad del cultivo de osteoblastos humanos. 
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El fenotipo de osteoblasto maduro se caracteriza por la capacidad de 

las células para sintetizar las proteínas de la matriz ósea, incluyendo el 

colágeno tipo I y una variedad de proteínas no colágenas, como la 

osteocalcina, la sialoproteína, la osteopontina y los proteoglicanos. 

Los osteoblastos también sintetizan factores de crecimiento que son 

almacenados en la matriz ósea, tales como el factor de crecimiento 

transformante β (TGF-β), las proteínas morfogenéticas óseas (BMP), el 

factor de crecimiento derivado de plaquetas (PDGF)  y el factor de 

crecimiento similar a la insulina (IGF), así como diversos factores locales y 

citocinas, entre las que se encuentra la interleucina 6 (IL-6). 

 

Desde un punto de vista filogenético, la estirpe de células 

osteoblásticas deriva de células mesenquimales y por tanto son una 

variedad de tejido conectivo. Debido a que estas células mesenquimales 

pueden originar numerosos tipos celulares, no se puede hablar de célula 

formadora de hueso hasta que la célula en desarrollo no se compromete en 

la estirpe osteoblástica56. Previamente a este compromiso, se pasa por las 

fases de célula precursora pluripotencial (stem cell), de célula 

osteoprogenitora inducible (células del estroma), para llegar a la fase de 

célula osteoprogenitora determinada (Preosteoblastos endostales o 

periostales) que constituye el primer escalón dentro de la estirpe 

osteoblástica ya que se trata de células totalmente comprometidas235. 

El paso final de la progresión celular a lo largo de la estirpe 

osteoblástica es el osteocito, que es un osteoblasto que ha quedado 

encerrado en hueso calcificado. Aproximadamente el 15% de los 

osteoblastos llega a convertirse en un osteocito. En el momento en que se 

produce el encierro completo del osteocito en su laguna su actividad 

metabólica disminuye de manera drástica, debido a la carencia de difusión 

de nutrientes. 
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1.B.2.b: Osteoclastos 

Los osteoclastos son las células óseas responsables de la reabsorción o 

destrucción de hueso. Realizan las funciones opuestas a los osteoblastos: 

disolución del mineral óseo y degradación de la matriz. Estas células 

derivan de células mononucleares hematopoyéticas de la médula ósea243. 

Los precursores mononucleares de osteoclastos pueden circular en la 

sangre. En la superficie ósea endostal los precursores proliferan y se funden 

para formar células multinucleadas, que son los osteoclastos. Son células 

de gran tamaño (20 – 50µ), multinucleadas, conteniendo de 4 a 20 núcleos 

normalmente y hasta 100 núcleos en estados patológicos.  

La resorción ósea se inicia con la producción por parte de los 

osteoclastos de iones hidrógeno y enzimas proteolíticas. Los iones 

hidrógeno son producidos por la anhidrasa carbónica tipo II y luego 

transportados desde el citosol de los osteoclastos hacia el lugar situado bajo 

el borde rugoso de las células por una bomba de protones, acidificando el 

compartimiento25. Esta acidez local produce la disolución del mineral óseo. 

Posteriormente las enzimas lisosomales sintetizadas por los osteoclastos 

son secretadas a través del borde rugoso a la zona de resorción ósea 

extracelular, alcanzando una alta concentración en esta zona. La unión del 

medio ácido con la acción enzimática da lugar a la degradación de la matriz 

ósea.   

 

1.B.3: El Remodelado Óseo 

 

La integridad estructural y anatómica del esqueleto es mantenida por 

la renovación constante del hueso, lo cual es posible a través de un 

mecanismo de recambio continuo denominado remodelado óseo, que se 

desarrolla en dos fases sucesivas: la resorción del hueso preexistente 
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seguido de la formación de hueso de novo. En la primera fase participan los 

osteoclastos, mientras que en la segunda lo hacen los osteoblastos82. 

En la vida adulta, en condiciones normales, la cantidad de hueso que 

se destruye es similar a la que se forma, hecho que se denomina 

acoplamiento.  

 

1.B.3.a: Regulación del remodelado óseo 

El proceso de remodelado óseo está regulado por hormonas sistémicas 

y factores locales que son los que controlan el reclutamiento, la replicación, 

la diferenciación y la actividad tanto de las células de la línea osteoblástica 

como de las de la línea osteoclástica45. También está demostrada la 

implicación de los estímulos mecánicos en el proceso de remodelado 

óseo158. 

 

   1.B.3.a.1: Factores hormonales 

Las principales hormonas involucradas en la regulación del 

remodelado óseo son la PTH, la 1,25-dihidroxivitamina D3  y la calcitonina, 

reguladas fundamentalmente por las concentraciones de calcio extracelular. 

Otras hormonas sistémicas que influyen sobre las funciones de las células 

óseas, pero que no están directamente reguladas por el calcio del fluido 

extracelular, son los estrógenos, andrógenos, glucocorticoides, hormonas 

tiroideas y hormona de crecimiento. 

En el modelo experimental empleado en la presente tesis se puede 

considerar que el aloinjerto se va a comportar como un factor sistémico que 

va a provocar una reacción en los osteoblastos del huésped. 

 

    

 

 



 48

1.B.3.a.2: Factores locales 

Los factores locales reguladores del remodelado óseo incluyen 

factores de crecimiento, prostaglandinas y citocinas. Los factores locales 

son sintetizados en su mayor parte en el mismo ambiente óseo por los 

propios osteoblastos en respuesta al estímulo producido por factores 

sistémicos hormonales (PTH, estradiol, etc.) o fármacos como los 

bifosfonatos o el raloxifeno entre otros (Figura 2).  

 

 

 

 

 

a). Los factores de crecimiento son polipéptidos que regulan la 

replicación y la función de las células diferenciadas. Pueden funcionar 

como factores autocrinos o paracrinos. Aunque pueden tener un efecto 

sistémico, los factores producidos localmente tienen una función más 

directa y posiblemente más importante en el crecimiento celular. El hueso 

es una rica fuente de factores de crecimiento con importantes acciones en la 

regulación de la formación y reabsorción ósea, entre ellos se pueden citar el 

FIGURA 2: Esquema del metodo de acción de los factores locales sobre 
la actividad osteoclástica. 
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factor de crecimiento similar a la insulina tipo I (IGF-I), el factor de 

crecimiento epidermoide (EGF), el TGF-β, las BMP y el PDGF. 

 

b). Las prostaglandinas son los únicos reguladores locales del 

remodelado óseo que no tienen estructura polipeptídica. Aunque no está 

bien descrita su función, se les atribuye una acción reguladora de la 

expresión del IGF en células óseas225. 

 

c). El tercer grupo de factores locales reguladores del remodelado 

óseo son las citocinas. Se trata de factores inmunohematopoyéticos que son 

producidos en el microambiente del hueso por las células de la médula 

ósea, por células estromales o por los osteoblastos181, y que actúan sobre las 

células esqueléticas tanto en el mecanismo de formación como en el de 

reabsorción. Son pequeños péptidos o glicoproteínas con pesos moleculares 

entre 6 y 60 kDa. Entre estos factores están la interleucina-1α y -1β (IL-1α 

e IL-1β), la interleucina-11 (IL-11), el factor de necrosis tumoral α y β 

(TNF-α y β), el factor estimulador de colonias de macrófagos (M-CSF), el 

factor estimulador de colonias de macrófagos y granulocitos (GM-CSF) y 

la IL-6. 

Más recientemente se ha descrito un grupo de factores que regulan la 

diferenciación osteoclástica, que son factores relacionados con el TNF y la 

familia del receptor del TNF: la osteoprotegerina (OPG) y el ligando de la 

osteoprotegerina (OPGL), también conocida como factor de diferenciación 

del osteoclasto (ODF) 157;312. 

La IL-6 es una citocina multifuncional de naturaleza glicoproteica de 

184 aminoácidos, con un peso molecular de 26 kDa123, producida por 

diferentes tipos celulares y entre otros, recientemente se ha demostrado que 

los osteoblastos también sintetizan IL-6133. Esta citocina de múltiples 

funciones participa en el crecimiento y diferenciación de células B, células 
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T, mieloma plasmacitomas, hepatocitos, células hematopoyéticas y células 

nerviosas169, así como en el control del remodelado óseo317.  

Actualmente la IL-6 recibe una considerable atención por sus efectos 

pro-osteoclastogénicos, que ejerce a través de su receptor de superficie 

celular situado en los osteoblastos. Una vez que se une a su receptor (IL6-r) 

desencadena una serie de eventos intracelulares que a través de diversos 

mediadores, ponen en marcha los estadios iniciales de la 

osteoclastogénesis170. Precisamente en esta tesis, nos vamos a centrar en la 

producción de IL-6 por los osteoblastos humanos en cultivo como factor 

estimulador de la actividad osteoclástica. 
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1.C: EL CULTIVO DE OSTEOBLASTOS 

 

  1.C.1: Introducción 

 

 El objeto de la presente tesis es el estudio de la respuesta de los 

osteoblastos en cultivo frente a los aloinjertos. Por ello, resulta conveniente 

realizar una aproximación al estudio de las técnicas y posibilidades de 

cultivo de las células formadoras de hueso. 

La obtención de células óseas constituye hoy en día una buena 

herramienta y una adecuada base metodológica para la investigación de la 

fisiopatología ósea y de las funciones de las células formadoras de 

hueso18;186;208. 

 Existen varias dificultades técnicas y metodológicas para cultivar 

células formadoras de hueso. En principio, el tejido óseo está constituido 

por una gran variedad de células, cada una de las cuales requiere un medio 

de cultivo específico y unos factores de crecimiento adecuados. Como la 

superficie ósea trabecular está en contacto con la médula ósea, de gran 

potencial proliferativo, es frecuente la contaminación del cultivo de 

osteoblastos con fibroblastos12. Por otro lado, el tejido óseo tiene un 

crecimiento muy lento, por lo cual la capacidad de proliferación celular en 

el cultivo está limitada, y por tanto es compleja la obtención de un número 

suficiente de células con una supervivencia prolongada18;186. 

 

  1.C.2: Modelos de cultivo de osteoblastos 

 

 Teniendo en cuenta las dificultades expresadas anteriormente, se han 

desarrollado tres modelos principales de cultivos de las células formadoras 

de hueso: cultivos provenientes de cráneo de rata fetal, cultivos de células 

de hueso normal enriquecidas en osteoblastos y cultivos de líneas celulares 
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de osteosarcomas malignos con propiedades osteoblásticas. Cada uno de 

ellos tiene sus ventajas y desventajas. 

 

1.C.2.a: Cultivos de cráneo de rata fetal 

En este caso, la anatomía del tejido no se rompe y los cultivos son 

viables en medio sin suero. Por el contrario, contienen una mezcla de 

poblaciones celulares, motivo por el cual no se puede medir fielmente la 

función osteoblástica208;212;273. 

 

   1.C.2.b: Técnicas de enriquecimiento osteoblástico 

Se puede emplear la técnica de la digestión enzimática mediante 

colagenasa bacteriana. Esta técnica se ha utilizado en hueso de diversas 

especies animales, como ratas16;226;308, ratones77;167;311, pollos99, conejos313, y 

bóvidos306. También se ha intentado el cultivo de células osteoblásticas 

humanas mediante la digestión enzimática del hueso humano305. En este 

tipo de técnicas el principal inconveniente es que las enzimas utilizadas 

pueden provocar daños celulares208 

Otra técnica de enriquecimiento osteoblástico es la técnica de 

explantes en cultivo22;190. Estas técnicas producen una población celular 

heterogénea que puede dar lugar a un posterior sobrecrecimiento de células 

fibroblásticas. 

 

   1.C.2.c: Cultivos de células de osteosarcoma 

Se han obtenido líneas celulares clónicas de fenotipo osteoblástico a 

partir de tumores óseos sarcomatosos de rata y de humanos como modelo 

de estudio del comportamiento in vitro de los osteoblastos148. Dentro de las 

derivadas de osteosarcomas de rata la más utilizada probablemente sea la 

conocida con las siglas MC3T3-E1. De hecho, en el primer semestre de 

2002 se han publicado más de 50 artículos empleando esta línea celular en 
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diversos experimentos89;236;262;266, pero además existen otras líneas celulares 

estables frecuentemente empleadas como la ROS 17/2.8, con unas 20 

referencias en el mismo periodo de tiempo87;245 y la UMR 106-01 con 5 

referencias en el mismo semestre106. Con estas líneas se logra la estabilidad 

el cultivo, pero tienen un elevado potencial de crecimiento de células 

normales diferentes, por lo cual sus respuestas no siempre pueden ser 

aplicadas al comportamiento del tejido óseo humano.  

Otras líneas celulares que también se han empleado en investigación 

han sido obtenidas por otros sistemas: de tumores sarcomatosos humanos 

se han obtenido otras líneas establecidas como la TE-85, la MG-63, y la 

SaOS-2, empleadas por ejemplo en estudios de eficacia y de resistencia a 

fármacos antitumorales (gemcitabine, etc.) en diferentes sarcomas 

óseos40;117;135;241. Por ejemplo mediante la clonación de células humanas se 

han obtenido líneas celulares como la HOBIT (Human Osteoblast 

Immortalized Transfected) 140. En cualquier caso, al igual que sucede con 

las líneas obtenidas a partir de animales, la clonación puede provocar 

alteraciones en el funcionamiento celular que puede impedir que los 

resultados de estos experimentos sean extrapolables186;208. 

 Otras técnicas que también se han empleado han aprovechado la 

capacidad de anclaje de los osteoblastos sobre varillas de cristal99 o sobre 

otras superficies poliméricas310. 

 

  1.C.3: Técnica de cultivo de osteoblastos humanos 

 

 De todo lo expuesto anteriormente acerca de las diversas técnicas de 

cultivo de células formadoras de hueso se puede deducir con que aquéllas 

que nos permitan trabajar con osteoblastos humanos no transformados 

permitirán extrapolar con mayor fiabilidad los resultados obtenidos al 

comportamiento de las células formadoras de hueso in vivo. 
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 Dentro de todas las técnicas expuestas, las que obtienen células 

osteoblásticas derivadas de la superficie de fragmentos trabeculares de 

hueso, aprovechando la capacidad de los mismos de migrar sobre 

superficies poliméricas (como por ejemplo una malla de nailon) han 

mostrado ser eficaces y útiles en la obtención de cultivos 

específicos137;186;208.  

 Se han publicado numerosos métodos para aislar y cultivar células 

óseas trabeculares humanas. Así Robey y Termine240 en  1985 consiguieron 

hacer crecer a una población celular derivada de fragmentos óseos carente 

por completo de células adherentes en su superficie. Se han hecho otros 

intentos para separar las células óseas adherentes de las no adherentes 

mediante técnicas de digestión enzimática17.  

En 1989 Marie y cols186 publicaron un método de cultivo de 

osteoblastos humanos derivados selectivamente de la superficie ósea 

trabecular mediante una técnica de migración celular que permitía la 

eliminación de las células de la médula ósea. Un proceso similar ya había 

sido descrito previamente empleando como fuente de osteoblastos 

vértebras caudales de ratones167. Con este método las células se obtienen 

gracias a la migración desde la superficie ósea trabecular hasta una malla 

de nailon. Gracias a ello se evita la contaminación con células de la médula 

ósea y se consigue una población celular enriquecida en osteoblastos y sus 

inmediatos progenitores221. Cuando estas células se cultivan sobre 

superficies plásticas tienen forma de huso. Durante la fase de crecimiento 

adquieren una forma más octogonal al alcanzar la confluencia17. La 

población celular que migra desde la superficie ósea presenta una tasa 

menor de proliferación celular que la descrita para las células óseas 

humanas172, lo cual indica que las células obtenidas de este modo son 

precursores inmediatos de los osteoblastos más que precursores de células 

madre que poseen un potencial de proliferación mucho mayor221. Además 
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también se han observado variaciones individuales en las tasas de 

proliferación celular, influyendo en este aspecto circunstancias como la 

edad62;203;205, el sexo205, la osteoporosis244 o la osteodistrofia renal185. 

  

1.C.4: Caracterización bioquímica de los osteoblastos 

humanos en cultivo 

 

 Los osteoblastos pueden presentar un aspecto morfológico similar al 

de los fibroblastos, pero en confluencia su aspecto difiere y adquieren una 

forma más redondeada77;186;241;308. Por tanto es natural que la morfología no 

sea suficiente para identificar a los osteoblastos maduros en cultivo y que 

se deba recurrir a otras técnicas para hacerlo. 

  

· Una de ellas es la tinción para la fosfatasa alcalina, para la que los 

osteoblastos presentan positividad, al contrario que los fibroblastos86;107;167; 

186;208. Se considera la actividad de la fosfatasa alcalina como un criterio 

importante pero no decisivo a la hora de decidir si las células en cultivo son 

o no células con capacidad osteogénica12;208. 

 

 · Los estudios inmunocitoquímicos para colágeno I tampoco pueden 

ser empleados como marcador específico de osteoblastos ya que los 

fibroblastos también son positivos para esta tinción76;208. 

  

· La producción de osteocalcina es un marcador de la función 

osteoblástica. Los cultivos tratados con vitamina D3 muestran grandes 

incrementos en la producción de osteocalcina y depende de la población 

celular en estudio156;186;208.  
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· Finalmente, los osteoblastos presentan un tiempo de duplicación 

más largo que los fibroblastos ya que al tener un grado mayor de 

diferenciación, tienen una menor capacidad proliferativa, especialmente 

después de 3 ó 4 subcultivos208. 
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1.D: JUSTIFICACIÓN DEL EXPERIMENTO 

  

Como se ha visto en los apartados anteriores, el empleo de 

aloinjertos en la clínica diaria continúa siendo muy común, y 

evidentemente el aspecto más importante del mismo es la correcta 

integración del aloinjerto en el huésped. Esta integración es el resultado del 

juego entre los procesos de formación y resorción ósea que tienen lugar en 

el lugar del implante32;192;193;279;280. 

Se ha demostrado que la matriz ósea (la propia matriz del injerto en 

el caso de un injerto fresco o la matriz del hueso del huésped) contiene 

constituyentes que regulan el reclutamiento, el número y la actividad de los 

osteoblastos y de los osteoclastos113;116;246;289. Sin embargo, muy poco se ha 

publicado acerca de la respuesta que los aloinjertos provocan sobre la 

célula más directamente implicada en el proceso de incorporación: el 

osteoblasto. Por otro lado, la mayoría de los trabajos publicados han sido 

realizados en diferentes modelos animales con las consiguientes 

dificultades para extrapolar los resultados a los modelos humanos. Sólo 

hemos encontrado en la literatura un trabajo de Mejdahl y cols195 en el que 

han estudiado algunos aspectos de la respuesta que provocan los aloinjertos 

sobre los osteoblastos humanos en cultivo. Estos autores pretendían 

estudiar si la temperatura de almacenaje de los aloinjertos podía variar la 

respuesta de los osteoblastos en términos de proliferación celular y 

activación de la reabsorción ósea. 

 

Basándonos en estas premisas, el objetivo fundamental del presente 

estudio ha sido estudiar la posible respuesta que pudieran provocar los 

aloinjertos humanos sobre los osteoblastos humanos en cultivo, y 

comprobar la posible capacidad osteoinductora de los mismos. Para ello se 

ha diseñado un modelo experimental en el que se pudiesen reproducir de la 
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forma más fiable posible las condiciones in vivo del empleo de aloinjertos. 

Se ha seleccionado una técnica de cultivo de osteoblastos humanos que 

permite una extrapolación más fiable que otras al comportamiento de los 

osteoblastos humanos in vivo. Por otro lado, se ha seleccionado un tipo de 

aloinjerto, el de esponjosa autoclavado y congelado, como modelo de 

utilización en la práctica clínica. Por último, se han seleccionado como 

medidores de la respuesta celular la curva de proliferación de los 

osteoblastos en cultivo, la determinación del PINP como factor de 

formación de matriz ósea y la síntesis de IL-6 como factor estimulador de 

la actividad  osteoclástica. 
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2. HIPÓTESIS Y OBJETIVOS 

 

La hipótesis de trabajo para la realización de la presente tesis ha sido 

que los aloinjertos humanos provocan una respuesta y una variación en el 

comportamiento funcional de las células formadoras de hueso en el 

huésped. Para el estudio experimental de esta respuesta se han marcado los 

siguientes objetivos:  

 

- Elaborar y poner a punto un modelo experimental adecuado que 

permita estudiar la respuesta de las células formadoras de hueso 

humano tras la aplicación de un aloinjerto óseo. 

 

- Determinar la naturaleza tanto cuantitativa como cualitativa de 

esta respuesta y sus posibles variaciones a lo largo del tiempo, 

con especial atención sobre las modificaciones en el proceso de 

remodelado óseo. Este objetivo se ha desarrollado a través de 3 

aspectos:  

 

- 1º: Estudiar las variaciones que la presencia del aloinjerto 

induce sobre la proliferación celular de los osteoblastos. 

 

- 2º: Evaluar la capacidad osteoinductora del aloinjerto en 

términos de formación de matriz ósea a través de la medida de 

la síntesis del propéptido aminoterminal del procolágeno I. 

 

- 3º: Valorar la activación de la reabsorción ósea que provoca el 

aloinjerto tras su aplicación a través de la determinación de los 

niveles de la interleucina 6. 
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3. MATERIALES Y MÉTODOS 

 

En la Figura 3 se recoge un esquema del protocolo experimental 

realizado. 

 

 

FIGURA 3: Esquema general del procedimiento 

experimental seguido en esta tesis. 
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El presente estudio se ha realizado con la aprobación de las 

comisiones de ética del Hospital Clínico San Carlos y de la Fundación 

Jiménez Díaz de Madrid. 

 

3.A: CULTIVO DE OSTEOBLASTOS HUMANOS 

 

Se ha empleado la técnica de cultivo de osteoblastos humanos 

descrita por Nacher y cols en 1993208 que es una modificación de la 

metodología empleada por Marie y publicada en 1989186. 

 

 3.A.1: Obtención de los osteoblastos humanos 

 

Se tomaron muestras de hueso esponjoso de 6 pacientes sometidos a 

artroplastia de rodilla. Las edades de estos pacientes estaban comprendidas 

entre los 55 y los 70 años. Los pacientes no presentaban antecedentes 

clínicos de patologías óseas primarias o de otras que pudieran afectar al 

metabolismo del hueso, tales como hiperparatiroidismo, diabetes mellitus, 

hipertiroidismo, alcoholismo, etc., ni estaban tomando drogas que pudieran 

afectar al mismo. Los valores séricos de creatinina, fosfatasa alcalina, urea 

y calcio de las pacientes se encontraban dentro del rango normal. 

Las muestras tomadas en quirófano fueron depositadas en medio de 

cultivo estéril DMEM (Dulbecco´s Modified Eagle´s Medium) (Gibco, 

Grand Island, NY) (véanse detalles más adelante) con antibiótico, a 4ºC y 

procesadas dentro de las 4 horas siguientes. 

 

En la campana de flujo laminar (Figura 4) las muestras fueron 

cortadas en fragmentos de 2-3 mm de diámetro (explantes). Los explantes 

se lavaron repetidamente con tampón fosfato salino [PBS (Phosphate 

Buffered Saline): Na2HPO4 10mM, NaCl 150 mM, pH 7.4] estéril, para 
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eliminar las células hematopoyéticas y adherentes de la médula ósea. De 

ese modo la superficie del hueso esponjoso quedaba expuesta. A 

continuación se cortaron en pequeños trozos de 1-2 mm3, que se lavaron 

varias veces con PBS, eliminando en lo posible el tejido eritropoyético y 

otras células de la médula ósea. 

 

 

 

 

FIGURA 4: Campana de flujo laminar. 

 

Los explantes se depositaron sobre una malla de nailon de 80 µm de 

poro (Cedaceria Industrial, CISA, Barcelona), sujeta entre dos anillas de 

vidrio, que se colocaron sobre una placa de Petri (Figura 5). Las anillas de 

vidrio (Afora, Barcelona) han sido específicamente diseñadas para este 

protocolo de cultivo y actúan como un soporte que mantiene los explantes 

separados del fondo de la placa. El medio de cultivo empleado fue DMEM  
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suplementado con aminoácidos no esenciales 1% (GIBCO, Life 

Technologies), L-glutamina 2mM (Imperial, U.K.), y 100 UI/ml y 100 

µg/ml de penicilina/estreptomicina respectivamente (Biological Industries, 

Kibbutz Beth Haemek, Israel), así como con un 20% de suero de ternera 

fetal (FBS) (BioWhittaker, Europe).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

         

FIGURA 5: Explantes en la placa de Petri. 

 

Los explantes depositados en las mallas de nailon sostenidas en las 

anillas de vidrio junto al medio de cultivo fueron incubados a 37ºC en un 

5% de CO2 y atmósfera húmeda (95%) (Figura 6). De ahora en adelante, en 

el texto, al DMEM con aminoácidos no esenciales, glutamina y antibióticos 

lo denominaremos DMEM suplementado. Se indicará aparte en cada caso, 

la concentración de suero fetal o de otra sustancia añadida. 
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FIGURA 6: Estufa empleada para la incubación a 
37º C en atmósfera húmeda de 95% de aire y 5% de 
CO2. 

 

 

Las células que no poseían capacidad de adhesión cayeron a través 

de los poros de la malla  y se eliminaron en los sucesivos cambios del 

medio de cultivo. Una vez iniciada la incubación, no es preciso cambiar el 

medio de cultivo hasta que transcurre una semana, tiempo que tardan las 

células osteoblásticas humanas del explante en comenzar a migrar a la 

malla (Figura 7). A partir de este momento, el medio de cultivo se cambia 

2 veces por semana en condiciones estériles, en la campana de flujo 

laminar. 
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FIGURA 7:  Los osteoblastos comienzan a migrar 

hacia la malla. 

 

 

Cuando las células han tapizado completamente la malla de nailon en 

forma de una monocapa confluente, lo cual tarda aproximadamente unos 45 

días, ésta se separa cuidadosamente de los soportes de vidrio y se lava 

abundantemente con PBS estéril para posteriormente ser tratada con 

tripsina/EDTA (0,25% de tripsina, 0,2% EDTA sin calcio ni magnesio) 

(Imperial, U.K.) durante 5 minutos a 37ºC. Las células obtenidas 

directamente del soporte de nailon se subcultivaron en un frasco F75 

(Figura 8) y se incubaron con DMEM suplementado con antibióticos y 

FBS al 20% (como proponen Nacher y cols208 ya que esta concentración 

mayor de suero fetal se asocia a un crecimiento significativamente mayor 

que cuando se emplean menores proporciones). La malla se lavó 
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cuidadosamente con PBS estéril y las células se separaron de la malla por 

digestión enzimática con tripsina/EDTA a 37ºC durante 5 minutos. La 

actividad de la tripsina se detuvo con la adición de DMEM suplementado 

con FBS al 10%. La tripsina de la suspensión celular se eliminó 

centrifugando 4 minutos a 1200 rpm a 4ºC. El precipitado formado por las 

células se resuspendió en un volumen conocido de DMEM para determinar 

el número de células obtenidas.  

 

 

 

 

 

FIGURA 8: Subcultivo en frasco F-75. 
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La cuantificación se realizó mediante el test de exclusión de 

colorante, que está basado en que las células muertas son permeables al 

mismo. Para esto, se tomó una pequeña muestra muy homogénea de la 

suspensión celular y se preparó una dilución 1:2 con la solución azul 

Tripan (Sigma) al 0,4% en PBS, se mezcló bien y se introdujo en un 

hemocitómetro (cámara de Neubauer) (Figura 9) por capilaridad. Las 

células no teñidas (viables) fueron distinguidas de las teñidas (muertas) por 

microscopía óptica. 

 

 

FIGURA 9:  Cámara de Neubauer con la solución 
azul Tripan incluida, y lista para el contaje 
celular en el microscopio óptico. 
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Inmediatamente las células fueron sembradas en frascos de cultivo 

de 75 cm2 (F-75, Afora), 400.000 células/frasco y se incubaron con DMEM 

suplementado y FBS al 20%, en las mismas condiciones descritas 

anteriormente. Este es el denominado primer pase celular. Cuando el 

cultivo llegó a confluencia, las células fueron despegadas del frasco con 

tripsina al 0,25% y nuevamente subcultivadas en F-75, constituyendo el 

segundo pase, y así sucesivamente. A partir del segundo pase, una parte de 

los osteoblastos obtenidos se utilizó para realizar la caracterización celular 

de los mismos, y la otra para los correspondientes experimentos, que 

siempre fueron realizados entre el 2º y el 5º pase. 

 

3.A.2: Caracterización bioquímica de los osteoblastos 

 

Como se ha mencionado anteriormente, los osteoblastos pueden 

presentar un aspecto morfológico similar al de los fibroblastos77;186;241;308, y 

por tanto la morfología no es un criterio  suficiente para identificar a los 

osteoblastos maduros en cultivo y se debe recurrir a otras técnicas para 

hacerlo. 

En el presente trabajo se realizaron la cuantificación de la producción 

de osteocalcina y de la actividad de la fosfatasa alcalina en el medio de 

cultivo para la caracterización bioquímica de los osteoblastos humanos. 

 

    3.A.2.a: Histoquímica para la fosfatasa alcalina 

Las células fueron repartidas sobre cubreobjetos depositados sobre 

placas (Cel Cult) con DMEM suplementado con un 20% de FBS y 

antibióticos durante 24 horas. Después se cambió el medio de cultivo y se 

añadió medio suplementado con antibióticos, ácido ascórbico (100µg/ml) y 

vitamina K (10-8 M), y se incubó de este modo durante 48 horas. 
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Transcurrido este tiempo, se lavó el medio de cultivo 2 veces con 

PBS y a continuación se fijaron las células con etanol al 96% frío (Merck) a 

4ºC durante cinco minutos. Se preparó una disolución de ácido alfa 

naftilfosfato al 0,1% en buffer Tris HCl pH=10 (Sigma, St. Louis, USA) y 

un 0,1% de Fast Blue RR (Sigma, St. Louis, USA). Las células fijadas se 

incubaron en esta solución entre 30 minutos y 4 horas a temperatura 

ambiente167.  

Cuando el color viró a marrón, se retiró la tinción y los cubreobjetos 

se lavaron con agua destilada, eliminando al final el exceso de agua. 

Utilizando líquido de montaje, se observaron en el microscopio óptico. Las 

células que contienen fosfatasa alcalina (FA) se tiñen de color negro al 

contrario de lo que sucede con otros tipos celulares como podrían ser los 

fibroblastos, que quedan teñidos de color amarillento. El número de células 

positivas para fosfatasa alcalina (FA+) fue cuantificado y expresado en 

porcentaje relativo al número total de células. 

Los resultados se expresaron de acuerdo con el siguiente criterio: 

• +++: aproximadamente un 90% de células positivas para fosfatasa 

alcalina 

• ++:  aproximadamente un 50% de células positivas 

• +:  < 50% 

Se considera que un cultivo de osteoblastos debe presentar una 

positividad a la FA al menos del 50%.  
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3.A.2.b: Cuantificación de la producción de 

osteocalcina 

La osteocalcina es una proteína sintetizada específicamente por los 

osteoblastos. Por ello, la producción de dicha proteína se utiliza en la 

caracterización de estas células156;186;208.  

Para cuantificar la cantidad de osteocalcina liberada al medio por los 

osteoblastos en cultivo, se sembraron 100.000 células/pocillo en placas p-

24, que se cultivaron en DMEM suplementado con FBS al 10% durante 24 

horas. El medio fue retirado y los pocillos lavados con PBS. Se añadieron 

500 µl  de DMEM base (DMEM libre de rojo de fenol, Sigma). 

Suplementado con aminoácidos no esenciales, glutamina y antibiótico 

como se explicó en el apartado 3.A.1. sin FBS, con 0.1% de BSA, 

conteniendo vitamina D3 (10-8M), ácido ascórbico (100µg/ml)  y  vitamina 

K (10-8M). Después de 72 horas se determinó el contenido de osteocalcina 

en el medio de cultivo mediante un método inmunorradiométrico (IRMA, 

ELSA-OSTEO, Cis Bio International, Francia). Este ensayo se utiliza para 

la determinación en suero de osteocalcina intacta y del fragmento 

aminoterminal-medio, 1-4373, y utiliza dos anticuerpos monoclonales frente 

a osteocalcina humana. El primer  anticuerpo marcado  con 125I (trazador), 

está  dirigido  contra la parte  NH2-terminal de la molécula (aminoácidos 5-

13). El segundo, que recubre la fase sólida, está dirigido contra la parte 

media de la molécula (aminoácidos 25-39). La curva estándar contiene 

concentraciones de osteocalcina humana intacta en el rango 5,5 – 280 

ng/ml. 

 

El protocolo para la determinación de esta proteína se detalla a 

continuación: 

A los tubos que contienen el segundo anticuerpo se añaden las 

muestras que contienen osteocalcina problema y el trazador. Tras un 
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período de incubación, la osteocalcina intacta y el fragmento NH2-terminal 

quedan unidos por un extremo a la fase sólida y por el otro al primer 

anticuerpo marcado con 125I. Posteriormente se realizan una serie de 

lavados para eliminar el exceso de radiactividad y se mide la radiactividad 

remanente en el tubo, en un contador gamma. La cantidad de radiactividad 

medida es directamente proporcional a la cantidad de osteocalcina presente 

en la muestra. 

La sensibilidad del método es de 1,2 ng/ml y los coeficientes de 

variación intra e inter-ensayo fueron del 3,5% y del 4,1% 

respectivamente73. 

 

 3.A.3: Curva de proliferación celular de los osteoblastos 

 

Las células fueron sembradas a una densidad de 10.000 células/cm2 

en placas p-24, y se incubaron con 1 ml/pocillo de DMEM suplementado 

con FBS al 10% durante 24 horas. Entonces, el medio fue cambiado por 

DMEM suplementado con FBS al 20%, considerándose este momento 

como tiempo cero. Las células viables fueron contadas desde el primer día 

hasta que las células se encontraban en la fase de confluencia, cambiando el 

medio de cultivo dos veces por semana. Los contajes celulares se realizaron 

tras el lavado de los correspondientes pocillos con PBS y la subsecuente 

tripsinización. Las células viables se determinaron utilizando la tinción con 

azul tripan como se explica en el apartado 3.A.1. Los contajes se hicieron 

por triplicado en cada tiempo, y se expresaron como la media del contaje ± 

desviación estándar (DE). 
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3.B: OBTENCIÓN Y PREPARACIÓN DE ALOINJERTOS 

 

 3.B.1: Selección y procesamiento de las piezas 

 

Los aloinjertos provenían del Banco de Huesos del Servicio de 

Traumatología y Cirugía Ortopédica del Hospital Clínico San Carlos de 

Madrid230. En el presente trabajo se han empleado tres piezas provenientes 

de donantes multiorgánicos que no sufrían ninguna alteración metabólica 

ósea.  

Las piezas fueron mesetas tibiales, y se ha seleccionado este origen 

debido a la abundancia de hueso esponjoso. En dos casos se trataba de 

donantes en la tercera década de la vida, un varón y una hembra; y la 

tercera provenía de un donante varón de 58 años. En todos los casos las 

piezas fueron extraídas en condiciones estériles en quirófano, en el curso de 

una donación multiorgánica. Una vez recogida la pieza, se esterilizó 

mediante autoclave durante 30 minutos a 130º C, dentro de las primeras 24 

horas tras la extracción, y se congeló a –80ºC hasta el momento de su 

utilización en el experimento. Este protocolo de tratamiento es el mismo 

que el seguido para las piezas destinadas a ser empleadas en la clínica 

como aloinjertos no estructurales230;300. 

 

 3.B.2: Preparación de los aloinjertos 

 

Una vez que los osteoblastos en cultivo habían llegado a la 

confluencia, y se calculaba que su número era suficiente, se preparaban los 

aloinjertos, en ningún caso después de tres meses tras su extracción del 

donante.  

Las piezas fueron descongeladas sumergiéndolas en suero 

fisiológico, y en condiciones estériles. En la campana de flujo laminar eran 
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lavadas abundantemente con PBS. Posteriormente se extraían cilindros de 

hueso esponjoso de 0,5 cm de diámetro y de una longitud lo mayor posible 

mediante una trefina (Figura 10), los cuales eran cortados en secciones 

homogéneas de aproximadamente 3 mm de altura con la ayuda de una hoja 

de bisturí (Figura 11) y a continuación, cada una de estas secciones era 

dividida en cuartos (Figura 12). De esta manera se obtuvieron una gran 

cantidad de fragmentos de aloinjerto de tamaño y forma homogénea que 

eran lavados abundantemente en PBS para eliminar los restos de médula 

ósea y que permitían su empleo en los pocillos de cultivo de las placas      

P-24. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

FIGURA 10:  De la pieza de aloinjerto se obtuvieron 
cilindros homogéneos con la ayuda de una trefina. 
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FIGURA 11: Los cilindros se subdividieron en 
secciones de unos 2-3 mm de grosor aproximadamente 
con la ayuda de un bisturí. 
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FIGURA 12:  Finalmente las secciones se dividen 

en cuartos. De este modo se obtienen fragmentos 
homogéneos de aloinjerto que pueden ser incluidos 
en los pocillos de las placas P24. 
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3.C: DISEÑO Y METODOLOGÍA DEL EXPERIMENTO 

 

Todos los experimentos se han hecho por cuadruplicado y se han 

empleado como control pocillos sin aloinjerto. Las determinaciones se 

hicieron a los 2, 4, 6, 8, 10 y 13 días, y para cada uno de ellos se prepararon 

8 pocillos por línea celular, 4 con aloinjerto (problema) y otros 4 sin él 

(control).  

 

En pocillos de placas P24 (Figura 13) se sembraron 20.000 células 

provenientes de cada una de las 7 líneas de osteoblastos humanos 

cultivadas.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

FIGURA 13:  Los experimentos  se realizaron en 

placas P 24. 
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Al día siguiente de haber sembrado las 20.000 células en cada 

pocillo, se comprobó por microscopía óptica que la mayor parte de los 

osteoblastos se habían adherido al fondo del mismo. Éste fue considerado 

el día 0 del experimento.  

 

En este momento, en 4 de los pocillos problema de cada día se 

añadía un fragmento de aloinjerto, mientras que los otros cuatro eran 

empleados como control. Para facilitar el trabajo y evitar complicaciones se 

empleó una placa P24 diferente para cada día en el que se iban a realizar las 

determinaciones (Figura 14). Los osteoblastos de todas las placas fueron 

incubados en DMEM libre de rojo fenol suplementado con FBS al 20% en 

estufa a 37ºC con un 5% de CO2  en atmósfera húmeda (95%). 

 

 FIGURA 14:  Para cada día en el que se iban 
a tomar las determinaciones se empleó una placa P 
24 diferente. 
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Cada 2 días se cambió el medio de cultivo en condiciones estériles, 

en campana de flujo laminar, y se procesaron los pocillos correspondientes. 

En primer lugar se extrajo el sobrenadante, que fue posteriormente 

congelado a –80ºC en alícuotas para las determinaciones bioquímicas. 

Después se lavó cada pocillo dos veces con 50 µl de PBS y se añadieron 

200 µl de tripsina al 0´25% en cada uno durante 5 minutos a 37ºC. Tras 

esto, se resuspendió cada uno de los pocillos, comprobándose la 

homogeneidad de la suspensión mediante microscopía óptica, y después se 

tomaron 15µl de esta preparación que fueron diluidos en proporción 1:2 

con azul Tripan al 0,4% en PBS, realizándose el contaje celular mediante 

una cámara de Neubauer de igual forma a la descrita anteriormente. 
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3.D: DETERMINACIONES BIOQUÍMICAS 

 

Los sobrenadantes obtenidos en los diferentes días del experimento 

fueron descongelados, y en ellos se determinaron los niveles de Propéptido 

Aminoterminal del Procolágeno I y de Interleucina-6 liberados al medio de 

cultivo por los osteoblastos humanos: 

  

3.D.1: Determinación del Propéptido Aminoterminal del 

Procolágeno I (PINP) 

 

Se recogieron alícuotas de los sobrenadantes del medio de cultivo en 

las condiciones descritas en el apartado 3.C. y fueron descongeladas y 

empleadas para la determinación del PINP. Los niveles de PINP se 

midieron mediante el radioinmunoensayo TYPE I PROCOLLAGEN 

INTACT PINP [125I ] (Orion Diagnostica, Finlandia). Este ensayo se 

utiliza para medir la concentración del PINP en suero y otros fluidos 

biológicos196. El PINP  contenido en  las  muestras  problema se  pone en  

contacto con el trazador (PINP marcado con 125I). Ambas sustancias 

compiten por los puntos de unión a un anticuerpo anti-PINP de conejo. La 

cantidad de PINP marcado con 125I presente en el complejo antígeno-

anticuerpo es inversamente proporcional a la cantidad de PINP sin marcar 

presente en la muestra. Se añade entonces un anti-anticuerpo de conejo 

para separara la fracción de PINP libre y la ligada (unida al anticuerpo). 

Tras una centrifugación y la eliminación del sobrenadante (fracción libre), 

se mide la radiactividad ligada en un contador gamma. La concentración de 

PINP se calcula refiriéndola a una curva estándar con un rango de 

concentración entre 0 y 250 µg/l . 

La sensibilidad del método es de 2 µg/l y los coeficientes de 

variación intra e inter-ensayo son de 5% y 8,75% respectivamente. 
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  3.D.2: Determinación de la Interleucina 6 (IL-6) 

 

Se recogieron alícuotas de los sobrenandantes del medio de cultivo 

en las condiciones descritas en el apartado 3.C. y fueron descongeladas y 

utilizadas para la determinación de la IL-6. Se determinaron los niveles de 

IL-6 utilizando un ensayo inmunoradiométrico específico (IRMA, 

BIOSOURCE, Europe S.A). Este ensayo es utilizado para la determinación 

de IL-6 en suero, en otros fluidos biológicos o en sobrenadantes de cultivos 

celulares in vitro. Es un ensayo en dos etapas, que utiliza dos anticuerpos 

monoclonales dirigidos a epítopos distintos de la IL-6; el primer anticuerpo 

recubre el fondo del tubo (fase sólida) y el segundo anticuerpo está 

marcado con 125I. Para ello, se añaden las muestras problema a los tubos 

que contienen el primer anticuerpo. Tras una incubación, la IL-6 queda 

unida a la fase sólida. Se hace un lavado para eliminar restos no unidos al 

anticuerpo. Se añade entonces el anticuerpo marcado con 125I. Después de 

una incubación y de un lavado para eliminar el exceso de anticuerpo, se 

mide la radiactividad remanente en el tubo en un contador gamma. La 

cantidad de radiactividad medida es proporcional a la concentración de IL-

6 en la muestra en estudio.  

La curva estándar presenta un rango de concentraciones entre 0-5000 

pg/ml. 

La sensibilidad del método es de 6 pg/ml y los coeficientes de 

variación intra e inter-ensayo son de 5,03% y 5,43%, respectivamente. 
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3.E: ANÁLISIS ESTADÍSTICO 
 

Las determinaciones fueron realizadas en seis líneas celulares 

diferentes, según se señala en el correspondiente apartado de resultados. 

Cada línea celular procedía de un paciente distinto. Cada punto 

experimental de cada línea fue realizado por cuadruplicado. 

Con objeto de poder tratar los resultados correspondientes a las diferentes 

líneas en conjunto, los datos obtenidos con los diferentes huesos, cuyos 

niveles basales muestran una gran variación, se han estandarizado, tomando 

como 100% las condiciones del control (sin la adición de aloinjerto) en 

cada línea celular. 

Los datos se han introducido en una hoja de cálculo tipo Excel V 5.0 

para Windows 98. Se ha revisado la fiabilidad de los datos mediante el 

tecleo doble de los mismos. 

Los estadísticos descriptivos empleados en el texto para datos 

cuantitativos continuos han sido los parámetros habituales de media y 

desviación típica (DE). 

La normalidad de los datos se ha comprobado mediante el test 

estadístico de Kolmogorov- Smirnoff, utilizando el paquete estadístico 

SPSS para Windows  V 9.0 (SPSS Inc, Chicago, Il). Aunque las variables 

demostraron ser compatibles con la distribución normal (test de 

Kolmogorv-Smirnoff no significativo), debido al pequeño tamaño muestral 

manejado en este trabajo se ha optado por emplear pruebas no paramétricas 

al estar basadas en el rango de los datos y no en los parámetros (media y 

desviación típica) que se emplean en la estadística paramétrica 

convencional (test t, por ejemplo). De esta manera, se reducen las 

consecuencias que pueden tener un valor extremo sobre un pequeño 

conjunto de medidas y se aproxima de una manera más correcta al valor de 

probabilidad que estiman los test de hipótesis. Los tests de hipótesis 
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utilizados en este trabajo han sido los de Mann-Whitney para las 

comparaciones entre grupos independientes, al ser más potente que la 

prueba de la mediana para detectar diferencias entre dos grupos. 

El nivel de significación estadística se ha establecido con un error 

tipo I igual o inferior a 0,05. 
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4. Resultados 
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4. RESULTADOS 

 

 

4.A:  CULTIVO DE OSTEOBLASTOS A PARTIR DE 

EXPLANTES  DE HUESO TRABECULAR HUMANO 

 

 

4.A.1: Modelo celular: puesta a punto del protocolo de 

cultivo 

 

 

Una vez colocados los explantes óseos sobre la malla de nailon las 

células comenzaron a visualizarse alrededor del hueso a partir de los 5-8 

días de cultivo. El tiempo medio transcurrido para que se tapizara por 

completo la superficie de la malla fue de 45 días (Figura 15). A partir de 

este momento se procedió al subcultivo celular y a la caracterización de las 

células como osteoblastos, según se ha descrito en el apartado de materiales 

y métodos.  
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FIGURA 15: La superficie de la malla se tapiza por 
completo de células, lo cual tardó un tiempo medio 
de 45 días. En la figura se puede comparar el 
estado inicial, en el que las células comienzan su 
migración y el final en el que cubren por completo 
la malla. 
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La Figura 16 se puede comparar el aspecto del subcultivo de 

osteoblastos a los 2-3 días de su siembra y se puede comparar con el 

aspecto típico del cultivo de osteoblastos en confluencia (8-10 días). 

Además, también cabe destacar que se puede observar la forma cuboidal 

característica de los osteoblastos. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

FIGURA 16: Tras 8-10 días los osteoblastos en 
cultivo aumentan su número y alcanzan la 
confluencia. 
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4.A.2: Caracterización celular de osteoblastos 

 

4.A.2.a: Histoquímica de la Fosfatasa Alcalina 

          Todas las  líneas celulares caracterizadas mostraron reacción positiva 

a la tinción de fosfatasa alcalina. Aunque la positividad entre las líneas fue 

con mayor o menor intensidad, siempre más del 50% de las células de cada 

línea presentaron histoquímica positiva para la fosfatasa alcalina.  

 

4.A.2.b:Determinación de Osteocalcina en el medio 

de cultivo 

          En todos los casos, las células óseas en cultivo liberaron osteocalcina 

en presencia de 1,25(OH)2D3. Los niveles de osteocalcina cuantificados en 

el medio de cultivo fueron muy variables entre las diferentes líneas 

estudiadas. El rango osciló entre 5,8 y 34.1 ng de osteocalcina/mg proteína. 

 

Tanto las observaciones morfológicas como las propiedades 

funcionales expresadas por las células humanas en estudio, han permitido 

identificarlas como osteoblastos. 
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4.2: CURVA DE CRECIMIENTO 

 

La Figura 17 muestra la curva de crecimiento típica de los 

osteoblastos, expresada como media ± DE.  

 

FIGURA 17: Curva de crecimiento de osteoblastos 
humanos. Esta curva se obtuvo tras sembrar a los  
osteoblastos en placas P-24 a una densidad de    
10 000 células/cm2 y después se incubaron con DMEM 
suplementado con FBS al 20%. Se incubaron durante 
14 días, cambiando el medio de cultivo dos veces 
por semana. Cada punto en el gráfico es la media ± 
desviación estándar de tres pocillos de una línea 
celular representativa 
 

El perfil de proliferación fue muy similar en todas las líneas 

estudiadas, por lo que en la figura se muestra un experimento 

representativo. En cada una de las curvas de crecimiento se observó un 

aumento exponencial que alcanzó una monocapa de células confluentes 

aproximadamente  a partir de los 10 días de cultivo.  
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4.C: EFECTO DEL ALOINJERTO SOBRE LA 

PROLIFERACIÓN CELULAR DE LOS OSTEOBLASTOS 

HUMANOS EN CULTIVO 

 

4.C.1: Efecto del aloinjerto sobre la viabilidad celular 

 

          Después de la incubación de las células con el aloinjerto, la 

viabilidad celular medida por exclusión con azul Tripan siempre fue 

superior al 95 %, lo que descartaba efectos desfavorables del aloinjerto 

sobre la viabilidad celular. 

 

4.C.2: Medida de la proliferación mediante contaje celular 

 

 En la Figura 18 se muestra la densidad celular de los osteoblastos en 

cultivo, en presencia y ausencia (control) de aloinjerto a los 2,4,6, 8,10 y 13 

días desde la introducción del fragmento de aloinjerto en el pocillo de 

cultivo.  

 

Con el fin de homogeneizar las diferencias debidas al diverso grado 

de proliferación de las distintas líneas celulares correspondientes a los 

diferentes pacientes, se ha tomado el número de células del grupo control 

como el 100% cada uno de los días, para facilitar la comparación con el 

grupo problema en presencia del aloinjerto.  
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 FIGURA 18: Efecto de la presencia de aloinjerto 
sobre la proliferación de los osteoblastos humanos 
en cultivo. Sobre las columnas en que se ha 
observado una diferencia estadísticamente respecto 
al control (en ausencia de aloinjerto) 
significativa se ha colocado un asterisco. 
 

Como puede observarse, el número de osteoblastos en el grupo con 

aloinjerto fue significativamente menor (p<0,05) los días 2 y 4; mientras 

que fue significativamente mayor (p<0,05) en los días 8, 10 y 13. Las 

significaciones estadísticas de las diferencias encontradas entre el grupo 

control y el del aloinjerto se reflejan en la Figura 19. 
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DÍA Significación Estadística 
Día 2 p= 0,0256 

Día 4 p= 0,0169 

Día 8 p= 0,0305 

Ida 10 p= 0,0001 

Día 13 p= 0,000 

 

FIGURA 19: Niveles de significación estadística de 
la  Figura 18 obtenidos mediante el Test de Mann-
Whitney. Nº de líneas celulares =6. Dentro de cada 
línea celular cada punto se ha procesado por 
cuadruplicado. 
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4.D: EFECTO DE LA PRESENCIA DEL ALOINJERTO 

SOBRE LOS NIVELES DE PINP LIBERADO AL MEDIO DE 

CULTIVO POR LOS OSTEOBLASTOS HUMANOS 

 

 En la Figura 20 se muestra la concentración en ng/ml del PINP en el 

cultivo, tanto en presencia como en ausencia (control) del aloinjerto a los 2, 

4, 6, 8 y 13 días desde la introducción del fragmento de aloinjerto en el 

pocillo de cultivo. Las concentraciones de PINP producidas por los 

osteoblastos en cultivo presentaron un amplio rango de variación 

dependiendo de la línea celular estudiada (entre 52 y 799 ng PINP/ml). 

Debido a la diferencia en la producción de PINP de cada una de las líneas 

celulares, y para homogeneizar los resultados, se ha tomado el número de 

células del grupo control como el 100% cada uno de los días, para facilitar 

la comparación con el grupo problema en presencia del aloinjerto.  

FIGURA 20: Efecto de la presencia de aloinjerto 
sobre la concentración de PINP expresada por ml. 
en el medio de cultivo de los osteoblastos 
humanos. Sobre las columnas en que se ha observado 
una diferencia estadísticamente significativa 
respecto al control (en ausencia de aloinjerto) se 
ha colocado un asterisco 
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 Se observó un aumento significativo en la segunda semana del 

experimento, mientras que en la primera semana no se aprecian diferencias 

significativas entre el grupo control con el tratado con aloinjerto. En la 

Figura 21 se indican los niveles de significación estadística encontrados al 

comparar el grupo problema y el control sólo cuando fueron 

estadísticamente significativos. 

 

 

 
DÍA Significación Estadística 

Día 8 P= 0,0305 

Día 13 P= 0,000 

 

 

FIGURA 21: Niveles de significación estadística de 
la Figura 20 obtenidos mediante el Test de Mann-
Whitney. Nº de líneas celulares =6. Dentro de cada 
línea celular cada punto se ha procesado por 
cuadruplicado. 
 
 

 Con el fin de comprobar que este aumento de la concentración de 

PINP en el medio de cultivo producido por la presencia de los aloinjertos 

no se debía exclusivamente al aumento de la proliferación celular, se 

calculó la concentración de PINP por célula. En la Figura 22 se muestra la 

cantidad  de PINP en el cultivo por millón de células (ng/106 células) tanto 

en presencia como en ausencia (control) del aloinjerto a los 2, 4, 6, 8 y 13 

días desde la introducción del fragmento de aloinjerto en el pocillo de 

cultivo. Para su diseño también se ha tomado la concentración de PINP del 
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grupo control como el 100% cada uno de los días, para facilitar la 

comparación con el grupo problema en presencia del aloinjerto. 

 

 

FIGURA 22: Efecto de la presencia de aloinjerto 
sobre la cantidad de PINP en el medio de cultivo 
de los osteoblastos humanos expresada por millón 
de células. Sobre las columnas en que se ha 
observado una diferencia estadísticamente 
significativa respecto al control (en ausencia de 
aloinjerto) se ha colocado un asterisco. 
 

 

Cuando se estudió la síntesis de PINP por millón de células se 

observó un aumento significativo en todos y cada uno de los días del 

experimento. En la Figura 23 se reflejan los niveles de significación 

estadística encontrados al comparar el grupo problema y el control. 
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DÍA Significación Estadística 
Día 2 p= 0,0138 

Día 4 p= 0,0052 

Día 6 p= 0,0038 

Día 8 p= 0,0501 

Día 13 p= 0,0525 

 
 
FIGURA 23: Niveles de significación estadística de 
la Figura 22 obtenidos mediante el Test de Mann-
Whitney. Nº de líneas celulares =6. Dentro de cada 
línea celular cada punto se ha procesado por 
cuadruplicado. 
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4.E: EFECTO DE LA PRESENCIA DEL ALOINJERTO 

SOBRE LOS NIVELES DE IL-6 LIBERADA AL MEDIO DE 

CULTIVO POR LOS OSTEOBLASTOS HUMANOS 

 

 En la Figura 24 se muestra la concentración de IL-6 en el cultivo 

tanto en presencia como en ausencia (control) del aloinjerto a los 2, 4, 6, 8 

y 13 días desde la introducción del fragmento de aloinjerto en el pocillo del 

cultivo de osteoblastos. Debido a que los niveles de IL-6 producidos por los 

osteoblastos humanos presentaron un amplio rango de variación 

dependiendo de la línea celular estudiada a confluencia (entre 1.012 y 

52.038 pg IL-6/ml), no se han expresado las concentraciones de IL-6 en 

valor absoluto, sino como porcentajes con respecto al experimento control, 

sin adición de aloinjerto. 

FIGURA 24: Efecto de la presencia de aloinjerto 
sobre la cantidad de PINP en el medio de cultivo 
por ml de medio de cultivo. Sobre las columnas en 
que se ha observado una diferencia estadísticamente 
significativa respecto al control (en ausencia de 
aloinjerto) se ha colocado un asterisco. 
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 En esta Figura se ha representado la cantidad de IL-6 por unidad de 

volumen de medio de cultivo. Se observa un aumento significativo en el 

segundo día del experimento, mientras que en el decimotercer día se 

observó una disminución significativa de la misma. En los días intermedios 

las diferencias observadas no fueron estadísticamente significativas  

 

En la Figura 25 se resumen los niveles de significación estadística 

encontrados al comparar el grupo problema y el control en los días 2 y 13 

 

 

 

 
DÍA Significación Estadística 

Día 2 p= 0,0144 

Día 13 p= 0,0229 

 

FIGURA 25: Niveles de significación estadística de 
la Figura 22 obtenidos mediante el Test de Mann-
Whitney. Nº de líneas celulares =6. Dentro de cada 
línea celular cada punto se ha procesado por 
cuadruplicado. 
 
 

 

Al igual que en el caso del PINP interesaba estudiar también las 

variaciones producidas en los niveles de IL-6 por célula. Para ello se 

realizó  el cálculo de la concentración de IL-6 por millón de células  

recogido en la Figura 26. En ella se muestra la cantidad de IL-6 en el 

cultivo por millón de células (pg/106 células) tanto en presencia como en 

ausencia (control) del aloinjerto a los 2, 4, 6, 8 y 13 días desde la 
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introducción del fragmento de aloinjerto en el pocillo de cultivo. Para su 

diseño también se ha tomado el número de células del grupo control como 

el 100% cada uno de los días, para facilitar la comparación con el grupo 

problema en presencia del aloinjerto. 

 

FIGURA 26: Efecto de la presencia de aloinjerto 
sobre la concentración de IL-6 en el medio de 
cultivo expresada por millón de células. Sobre las 
columnas en que se ha observado una diferencia 
estadísticamente significativa respecto al control 
(en ausencia de aloinjerto) se ha colocado un 
asterisco. 
 

 

Cuando se estudió la liberación de IL-6 al medio de cultivo por 

millón de células se observó un aumento significativo en el 2º día del 

experimento, mientras que en los días 8 y 13 esta tendencia se invertía y se 

pudo observar cómo los osteoblastos del grupo problema producían de 
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forma significativa menos cantidad de IL- 6 por millón de células. En este 

caso, las diferencias son cuantitativamente más importantes cuando se 

estudia la producción por número de células que cuando se estudia la 

concentración de forma global en el medio de cultivo. En la Figura 27 se 

reflejan los niveles de significación estadística encontrados al comparar el 

grupo problema y el control. 

 

 
DÍA Significación Estadística 

Día 2 p= 0,0144 

Día 8 p= 0,0011 

Día 13 p= 0,000 

 

FIGURA 27: Niveles de significación estadística de 
la Figura 22 obtenidos mediante el Test de Mann-
Whitney. Nº de líneas celulares =6. Dentro de cada 
línea celular cada punto se ha procesado por 
cuadruplicado. 
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5. Discusión 
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5. DISCUSIÓN 

 

Tal y como se ha expuesto ampliamente a lo largo de la introducción, 

el empleo de aloinjertos es una técnica de uso común y aceptada en una 

gran variedad de indicaciones en la práctica ortopédica, siendo el aspecto 

clave para su éxito clínico la adecuada incorporación del aloinjerto óseo al 

huésped10;20;30;42;50;75;81;128;160;164;178;179;282. A pesar de ello, apenas se han 

publicado estudios acerca de la respuesta bioquímica que provocan los 

aloinjertos autoclavados y crioconservados sobre los osteoblastos. Esta 

respuesta es responsable, en última instancia, de la incorporación del 

aloinjerto. Estas razones han sido las que nos han llevado a realizar el 

presente trabajo. 

 

Probablemente una de las principales dificultades para el estudio de 

la respuesta que provocan los aloinjertos en los osteoblastos humanos sea la 

carencia de modelos experimentales útiles en la literatura. En este sentido, 

es de capital importancia el establecimiento de un modelo experimental 

adecuado. 

 

El cultivo de células formadoras de hueso u osteoblastos presenta 

diversas dificultades técnicas y metodológicas que condicionan los 

diferentes modelos de cultivo disponibles. Dentro de estas dificultades, 3 

factores son de singular importancia: 

1. El tejido óseo está constituido por una gran variedad de células, y 

como la superficie trabecular está en contacto con la médula ósea, 

estructura de gran potencial proliferativo, es frecuente la 

contaminación del cultivo de osteoblastos con fibroblastos12. Por ello 

y antes de realizar ningún experimento con las células obtenidas en 

cultivo, éstas deben ser caracterizadas.  
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2. El tejido óseo tiene un crecimiento muy lento por lo que la capacidad 

de proliferación celular en cultivo está muy limitada18;186. Por ello 

resulta complicada la obtención de un número suficiente de células 

con una supervivencia prolongada. Aspecto que evidentemente es 

clave en el diseño de cualquier experimento que implique el empleo 

de estas células. 

3. In vivo los osteoblastos en fase replicativa (preosteoblastos) poseen 

pocos caracteres fenotípicos de osteoblasto maduro; y las células 

menos proliferativas son las que más funciones específicas 

expresan187;235. Por tanto, la funcionalidad y la proliferación son 

características casi exclusivas de los cultivos de osteoblastos18;186. 

 

Es posible que no todos los modelos sean funcionalmente adecuados 

para investigar patologías humanas. Por ejemplo, el uso de células 

neonatales o fetales no siempre es representativo de la fisiología adulta. 

Los cultivos de células formadoras de hueso primarios o transformados 

procedentes de roedores83;151;264 pueden tener como inconveniente la 

imposibilidad de extrapolar los resultados al modelo humano. También es 

muy frecuente el uso de líneas celulares de tipo osteoblástico derivadas de 

osteosarcoma humano84;151, pero hay que tener en cuenta que estas líneas 

tumorales no muestran el fenotipo normal de los osteoblastos y han perdido 

la relación proliferación/diferenciación. Igualmente sucede con la línea 

osteoblástica humana transformada HOBIT, ya que son células que no 

muestran la regulación normal entre la proliferación y la diferenciación141.  

Buscando corregir estas deficiencias, otros investigadores han 

desarrollado líneas celulares clónicas de roedores y de humanos. La más 

utilizada probablemente sea la conocida con las siglas MC3T3-

E189;236;262;266, pero además existen otras líneas celulares estables 
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frecuentemente empleadas como la ROS 17/2.887;245, la UMR 106-01106, 

etc. Con estas líneas se logra la estabilidad el cultivo pero sus respuestas en 

muchas ocasiones no pueden ser aplicadas al comportamiento del tejido 

óseo humano.  

 

Los aspectos descritos anteriormente limitan el uso de estos tipos 

celulares para estudios bioquímicos o moleculares en las células 

osteoblásticas. Teniendo en cuenta estos hechos, se ha querido plantear la 

realización de esta tesis en un modelo que pudiera ser, dentro de las 

limitaciones de la experimentación in vitro, lo más cercano posible a la 

situación real, y por ello se ha elegido como modelo experimental el cultivo 

de osteoblastos humanos. Al derivar de tejido normal y no haber sufrido 

ninguna modificación, estas células conservan las restricciones normales de 

crecimiento y podrían llevar a cabo funciones normales en relación con las 

condiciones in vivo, como la producción de proteínas.  

Para ello, se ha puesto a punto en el laboratorio la técnica de cultivo 

utilizada por Marie y cols186, y modificada posteriormente por Nacher y 

cols. 208, con el fin de obtener una población celular homogénea, donde las 

respuestas obtenidas fueran trasladables a la fisiología humana. Se utilizó 

hueso trabecular proveniente de pacientes sometidos a artroplastia de 

cadera de pacientes entre 55 - 75 años de edad. El uso exclusivo del origen 

femoral elimina las posibles diferencias debido a los distintos sitios del 

esqueleto de donde procede la línea celular, ya que en estudios sobre 

factores de regulación del metabolismo óseo in vitro se han obtenido 

diferencias dependientes del lugar del esqueleto de donde proviene la 

muestra, sugiriendo que la regulación del metabolismo óseo puede variar 

en los diversos sitios del esqueleto176.  

La técnica de cultivo utilizada en la presente tesis se fundamenta en el 

hecho de que las células migran de la superficie del hueso trabecular hacia 
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una malla de nailon que hace de análogo de la matriz ósea. Se ha logrado 

en estas condiciones obtener un cultivo celular que respondió 

positivamente a la síntesis de osteocalcina y de fosfatasa alcalina, 

marcadores que permiten identificar las células como osteoblastos 

humanos.  

Este es un aspecto de gran importancia metodológica, ya que las 

células obtenidas en el cultivo han de ser caracterizadas como osteoblastos. 

Existen varias técnicas posibles para la caracterización bioquímica de los 

osteoblastos humanos en cultivo:  

 

- Una de ellas es la tinción para la fosfatasa alcalina, para la que los 

osteoblastos presentan positividad, al contrario que los fibroblastos. No 

parece claro el efecto de la estimulación con vitamina D3 sobre la 

actividad de la fosfatasa alcalina, hay autores que han encontrado que 

puede inducir una estimulación86;107, una inhibición167, o permanecer 

indiferente186;208. Esto puede interpretarse como que los efectos de la 

vitamina D3 sobre la actividad fosfatasa  alcalina dependen del estado de 

diferenciación de las células del cultivo. Se ha demostrado que existen 

subpoblaciones de osteoblastos en diferentes grados de diferenciación 

en un mismo cultivo, y que por tanto es previsible una variabilidad para 

la tinción con fosfatasa alcalina12;189;277. Por tanto, se considera la 

actividad de la fosfatasa alcalina como un criterio importante pero no 

decisivo a la hora de decidir si las células en cultivo son o no células 

con capacidad osteogénica12;208. 

 

- Los estudios inmunocitoquímicos para colágeno I tampoco pueden ser 

empleados como marcador específico de osteoblastos ya que los 

fibroblastos también son positivos para esta tinción76;208. 
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- La producción de osteocalcina es un marcador específico de la función 

osteoblástica. Los cultivos tratados con vitamina D3 muestran grandes 

incrementos en la producción de osteocalcina y depende de la población 

celular en estudio156;186;208. En cultivos basales no se ha encontrado 

producción de osteocalcina189. El expresar la concentración de 

osteocalcina con respecto a la proteína total celular puede resultar 

ventajoso ya que de ese modo las diferencias encontradas son debidas a 

un aumento de específico en la síntesis celular de osteocalcina y no a un 

incremento en el número de células que producen dicha proteína208. 

 

- Finalmente, los osteoblastos presentan un tiempo de duplicación más 

largo que los fibroblastos ya que al tener un grado mayor de 

diferenciación, tienen una menor capacidad proliferativa, especialmente 

después de 3 ó 4 subcultivos208. 

 

Por estos motivos, en la presente tesis se ha optado por la utilización de 

la tinción para la fosfatasa alcalina y la producción de osteocalcina 

como marcadores bioquímicos de los osteoblastos humanos en cultivo. 

 

Al realizar la curva de crecimiento de las líneas celulares, se encontró 

que éstas llegaban a la confluencia aproximadamente el día 11 de la curva, 

resultado comparable con los datos originales mostrados por Marie y 

cols186.  

 

Un hecho muy importante a tener en cuenta en este tipo de estudios es 

que las células en cultivo retienen su actividad intrínseca al menos durante 

15 pases después de ser sacadas de su localización original101. Esto permite 

que los resultados obtenidos con ellas puedan ser extrapolados a las 
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condiciones in vivo. En el presente trabajo se han realizado siempre los 

experimentos entre el 2º y el 5º pase.  

En consecuencia, las observaciones morfológicas y propiedades 

funcionales expresadas por las células humanas en estudio permiten 

identificarlas como osteoblastos, por lo que el cultivo primario de 

osteoblastos humanos procedente de hueso trabecular, podría constituir un 

modelo experimental útil y reproducible para el estudio del efecto de los 

aloinjertos humanos sobre  las células formadoras de hueso como hemos 

podido demostrar a lo largo de la realización del presente trabajo. 

 

Otro aspecto destacable en el diseño experimental es la elección del 

modelo de aloinjerto a emplear y la manera en que debía ser procesado. Tal 

y como se ha visto a lo largo de la introducción existen diversos tipos de 

aloinjertos óseos que pueden ser tratados de diferentes maneras: pueden ser 

o no esterilizados mediante diversas técnicas, pueden ser conservados 

congelados a temperaturas variables, o mediante liofilización, etc. A 

continuación serán analizados los aspectos más destacables de esta 

cuestión. 

El empleo de técnicas de esterilización de los aloinjertos está 

plenamente justificada por el riesgo, entre otros, de transmisión de 

enfermedades virales contagiosas como por ejemplo el SIDA257;258. Dentro 

de las diversas técnicas de esterilización de aloinjertos, el empleo del 

autoclave, o esterilización por calor, ha demostrado su eficacia en la 

inducción de la formación ósea132;210. Este es el método de elección en el 

tratamiento de los aloinjertos que se emplean habitualmente en el Servicio 

de Cirugía Ortopédica del Hospital Clínico San Carlos230, y por lo cual ha 

sido el empleado en el presente estudio; ello es debido a que presenta varias 

ventajas entre las que cabe destacar la elevada sensibilidad de los virus, 

incluyendo el HIV, a las temperaturas elevadas191;267 lo que permite, al 
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menos en teoría, la posibilidad de emplear de forma segura piezas con 

riesgo de infección por HIV, VHC, etc283. Sin embargo las piezas con 

riesgo potencial de infección por estos y otros tipos de gérmenes son 

desechadas sistemáticamente en el Banco de Huesos del Hospital Clínico 

San Carlos230. Uno de los aspectos más importante que nos llevó a optar 

por este método de esterilización de los aloinjertos óseos fue que no precisa 

el empleo de instalaciones ni infraestructuras complejas, como es el caso de 

otras técnicas como la radiación Gamma253. Otra ventaja interesante de este 

método de esterilización es que permite mantener las inserciones 

musculares y tendinosas de la pieza275. Aunque en nuestro medio no es 

importante, si cabe destacar que en los países asiáticos y por motivos 

religiosos y culturales es muy difícil la obtención y el empleo de aloinjertos 

frescos congelados, siendo más factible el empleo de los autoclavados11,253. 

Entre las limitaciones del empleo de los aloinjertos autoclavados, 

podríamos destacar en primer lugar, la ausencia de consenso sobre cuál es 

el mejor protocolo de tratamiento a emplear, así, la mayor parte de 

publicaciones hacen referencia a tratamientos de unos 135ºC entre unos 10 

y 30 minutos11,146,149,154,250,294,295,296, sin embargo otros autores prefieren el 

tratamiento de las piezas con temperaturas más bajas y que oscilan entre los 

60 a 80ºC124,146,147, habiendo demostrado que estas temperaturas mantienen 

la capacidad osteoinductiva177,210 y que no se afectan seriamente ni la 

revascularización ni la neoformación ósea253. Incluso se ha visto que piezas 

de hueso cortical de vaca tratadas a 350º C podrían constituir un excelente 

sustituto óseo para la carga de peso gracias al buen mantenimiento de sus 

propiedades mecánicas, cosa que no sucede cuando la temperatura se eleva 

hasta 700ºC47. No existen estudios clínicos comparativos sobre el empleo 

de aloinjertos tratados a diferentes rangos de temperatura. Por ello, y 

debido a que es el protocolo más frecuentemente empleado en la literatura, 
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se ha optado por el tratamiento de las piezas mediante un periodo de 30 

minutos a 130ºC. 

Otra de las limitaciones, y probablemente la más importante, para el 

empleo de los aloinjertos óseos autoclavados es la pérdida de propiedades 

mecánicas tras la esterilización. Diversos estudios experimentales han 

demostrado, entre otros, alteraciones estructurales microscópicas que 

pueden provocar una pérdida de las mismas294. De hecho, cuando se han 

estudiado propiedades como la resistencia al máximo estrés, el módulo de 

compresión,  la rigidez del injerto o la energía de fracaso se han recogido 

pérdidas de estas propiedades que oscilan entre el 25 y el 70%129,146,294,296. 

Por ello, generalmente se acepta que el empleo de aloinjertos autoclavados 

debe estar limitado a injertos no estructurales, habiéndose recogido 

excelentes resultados, por ejemplo en la cirugía protésica de cadera300. Aún 

así, existen casos publicados con aceptables resultados tras aloinjertos 

autoclavados masivos tras resecciones tumorales11. En la presente tesis se 

han empleado piezas de aloinjerto provenientes de mesetas tibiales como 

muestra de aloinjerto no estructural. 

 

Otros métodos de esterilización, como el empleo de radiación 

Gamma, que probablemente es el más empleado en el mundo217, han 

demostrado tener efectos deletéreos sobre las propiedades mecánicas y 

biológicas de los aloinjertos, y este efecto parece ser dosis-

dependiente60;129;136;290, de forma más significativa sobre los aloinjertos 

corticales que sobre los esponjosos28;60;115;139;316. Otros métodos de 

esterilización como el óxido de etileno es usado excepcionalmente por dos 

motivos principalmente124;217;270: en primer lugar por la persistencia de gas 

residual en el tejido implantado que causa iritación134;204;281; y por otro lado 

por la obstaculización de la capacidad osteoconductora y la pérdida de 

capacidad osteoinductiva de los aloinjertos tratados de este modo14;28;74.  
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En la presente tesis se han empleado pequeños fragmentos de 

esponjosa lo más homogéneos posible; de ahí el utilizar el sistema descrito 

de cortes con trefina, en secciones y cuartos; que previamente habían sido 

sometidos a esterilización por autoclave, como modelo de los aloinjertos de 

esponjosa que habitualmente se emplean en la práctica quirúrgica. El 

emplear como pieza de elección mesetas tibiales provenientes de donantes 

multiorgánicos fue debido a la abundancia y disponibilidad de hueso 

esponjoso en las mismas. 

 

En cuanto al método de conservación, al igual que las piezas 

destinadas a su empleo clínico las 3 mesetas tibiales empleadas en este 

estudio fueron sometidas a un periodo variable de conservación, que en 

ninguna de ellas superó los 3 meses, mediante congelación a –80ºC en 

congelador eléctrico, procedimiento que en la literatura se ha demostrado 

que no modifica las condiciones mecánicas o biológicas de la pieza tratada 

si se compara con la congelación en nitrógeno líquido entre –160 y             

–180ºC231;268;270. La conservación de las piezas durante 3 meses, tal y como 

se ha hecho en la presente tesis, es un periodo mucho menor que el 

establecido por las recomendaciones en cuanto al tiempo máximo de 

conservación de las piezas sometidas a este procedimiento, y que la mayor 

parte de autores sitúan alrededor de 3 años91;94;284. Por otro lado, se ha 

demostrado que la congelación ya sea mediante congeladores eléctricos 

(entre –60 y –80ºC) o mediante el empleo de nitrógeno líquido (entre –160 

y –180º) permite la conservación de la mayor parte de enzimas en casi 

todos los tejidos humanos sin afectar a sus propiedades mecánicas10;268;270, 

aunque en lo aplicable a esta tesis, éste no es un aspecto importante ya que 

la esterilización de las piezas mediante autoclave, al menos en teoría, 

desactiva todas las proteínas del aloinjerto.  
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Otro aspecto importante en cuanto a la metodología del experimento 

es la elección de la temperatura de congelación del aloinjerto. Algunos 

autores han empleado temperaturas más altas, de unos –20ºC, para la 

conservación de los aloinjertos, y en algunos casos han publicado 

resultados satisfactorios con esta técnica41; sin embargo otros estudios han 

demostrado como la conservación a este rango de temperatura puede 

provocar la liberación de factores favorecedores de la reabsorción ósea 

debido a la formación de cristales de hielo y a la activación de enzimas 

proteolíticas debida a la pérdida de los mecanismos reguladores de la 

proliferación celular284 . En un estudio realizado con cultivo de 

osteoblastos, Mejdahl y cols195 encontraron que la conservación de las 

piezas a –20ºC durante más de 6 meses provoca importantes cambios en la 

respuesta de los osteoblastos, lo cual puede provocar alteraciones en su 

incorporación, y por tanto estos autores no recomiendan su utilización. 

 

El otro método importante en la actualidad para la conservación de 

aloinjertos es la liofilización, sin embargo presenta varias desventajas con 

respecto a la congelación. La liofilización produce un gran impacto sobre 

las propiedades mecánicas del injerto, provocando una disminución de la 

resistencia a la torsión y al doblado, pero no a las fuerzas de compresión 

axial108;228;259. Además precisa de una infraestructura más compleja, y 

aunque los aloinjertos pueden ser conservados a temperatura ambiente, 

deben ser rehidratados antes de su utilización durante varias horas108. 

 

Por los motivos anteriormente expuesto se ha considerado que los 

aloinjertos empleados constituyen un modelo óptimo para el estudio de la 

reacción que provocan en los osteoblastos humanos en cultivo, y que la 

congelación de los mismos a –80ºC es un procedimiento válido para su 

conservación.  
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Una cuestión importante en el diseño del experimento fue el modo de 

obtención de pequeños fragmentos de esponjosa homogéneos y de un 

tamaño adecuado para añadir a los pocillos de cultivo. En la literatura poco 

se aclara con respecto al modo de conseguir estos fragmentos. Mejdahl y 

cols195 únicamente refieren que a sus cultivos de osteoblastos añadieron 

fragmentos de hueso de 3 X 3 X 3 mm sin especificar como los obtuvieron. 

Antes de decidirnos por el método de obtener primero cilindros con la 

ayuda de una trefina para después y con la ayuda de un bisturí obtener 

secciones de unos 3 mm de altura que posteriormente eran divididas en 

cuartos, probamos con diversas trituradoras de hueso esponjoso, pero 

además del traumatismo que sobre la pieza supone el triturado, los 

fragmentos obtenidos de este modo no eran lo suficientemente 

homogéneos, y por tanto decidimos rechazarlo. Finalmente y para eliminar 

los posibles restos de médula ósea, los pequeños fragmentos obtenidos eran 

lavados abundantemente con PBS. 

 

No se realizó ningún estudio histológico de las piezas de aloinjerto 

para descartar la afectación del injerto por enfermedades tumorales como 

linfomas o plasmocitosis por dos motivos. Primero porque no es un estudio 

que se realice de manera específica y sistemática en el Banco de Huesos del 

Hospital Clínico San Carlos debido a que se trata de piezas obtenidas de 

donantes multiorgánicos entre los que por sistema se desechan los donantes 

que sufren este tipo de enfermedades; y segundo porque aunque algunos 

autores han detectado tasas de hasta el 3,6% de afectación en cabezas 

femorales por este tipo de enfermedades274 otros autores han encontrado 

tasas netamente inferiores (entre el 0,7 y el 1,3%) y no consideran ni eficaz 

ni rentable su realización sistemática43;44. 
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Durante el proceso de selección de las piezas de los aloinjertos 

tampoco se ha tenido en cuenta la posibilidad de la histocompatibilidad con 

los osteoblastos en cultivo por dos motivos fundamentales. Primero: al 

tratarse de aloinjertos carentes de árbol vascular y de células vivas, que son 

el objetivo habitual de la respuesta de rechazo a los trasplantes, la posible 

respuesta inmunológica que despiertan en las células huésped puede ser 

muy variable271; y en segundo lugar, en la actualidad el ajuste de los 

complejos de histocompatibilidad no es una práctica habitual en los Bancos 

de Huesos debido tanto a la gran variabilidad en las respuestas humoral y 

celular que provocan los antígenos del donante en el receptor como a la 

variable respuesta observada con respecto a la repercusión del ajuste de la 

histocompatibilidad sobre la incorporación de los 

aloinjertos3;92;159;171;214;242;270. En cualquier caso parece que la tendencia 

actual se perfila hacia una mejor interconexión de los diferentes bancos de 

huesos con el fin de mejorar las condiciones de histocompatibilidad de las 

piezas injertadas218;282, a pesar de los resultados satisfactorios observados 

con la implantación de aloinjertos no histocompatibles. 

 

Tras la elaboración y establecimiento del modelo experimental por el 

que se han puesto en contacto las células formadoras de hueso humanas y 

el aloinjerto el siguiente paso fue la elección de los parámetros a analizar 

en este estudio. 

Como es natural, el primer aspecto a estudiar fue la curva de 

proliferación celular de los osteoblastos humanos en cultivo y comparar las 

curvas obtenidas en el grupo control (sin aloinjerto) y el grupo problema 

(con aloinjerto).  

 

Para que la técnica quirúrgica de reconstrucción del defecto óseo 

mediante el empleo de aloinjerto concluya con éxito, el resultado del 
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balance entre la formación ósea y la reabsorción del hueso en la zona de la 

implantación es crítico. En la presente tesis, hemos querido profundizar en 

el estudio del efecto que la presencia del aloinjerto produce sobre ambas 

etapas del remodelado óseo. 

Para el estudio de la estimulación de formación ósea, concretamente 

de la matriz ósea, se optó por la determinación del PINP en el medio de 

cultivo. El colágeno es el principal componente orgánico de la matriz ósea 

extracelular, constituye cerca del 90% de las proteínas óseas y es casi 

exclusivamente colágeno tipo I (Figura 1) 51;88. A medida que el 

procolágeno tipo I es procesado, se liberan cantidades estequiométricas de 

ambos propéptidos, PINP y PICP, en proporciones 1:1 con el colágeno 

formado, por lo que la concentración de estos propéptidos refleja la síntesis 

de colágeno tipo I. Si se tiene en cuenta que el 90% del colágeno tipo I 

corporal constituye la matriz orgánica del hueso, los niveles circulantes de 

ambos propéptidos se pueden considerar como un índice de actividad 

osteoblástica o formación ósea196;261. 

 

Por su parte, para el estudio de la activación de la reabsorción ósea el 

factor que se analizó fue la liberación de IL-6 al medio de cultivo. La IL-6 

es una citocina multifuncional de naturaleza glicoproteica de 184 

aminoácidos, con un peso molecular de 26 kDa123, producida entre otros 

tipos celulares por los osteoblastos133. Esta citocina de múltiples funciones 

participa en el control del remodelado óseo317. Actualmente la IL-6 recibe 

una considerable atención por sus efectos pro-osteoclastogénicos, que 

ejerce a través de su receptor de superficie celular situado en los 

osteoblastos. Una vez que se une a su receptor (IL6-r) desencadena la 

producción de una cascada de eventos intracelulares que terminan por 

activar los estadios iniciales de la osteoclastogénesis170. 

 



 116

Por tanto, el establecimiento de la curva de proliferación celular, y la 

determinación de los niveles de PINP y de IL-6 liberados al medio de 

cultivo puede considerarse como un modelo válido para el estudio de la 

naturaleza de la respuesta que provoca la presencia del aloinjerto sobre las 

células humanas formadoras de hueso en cultivo. Además, y hasta donde 

llega nuestro conocimiento, en la literatura no existe ningún estudio en el 

que se emplee la medición de la IL-6 y del PINP como modelo para la 

evaluación  del efecto de los aloinjertos sobre los osteoblastos del huésped, 

y sólo la curva de proliferación celular se ha empleado en algún estudio195. 

 

Desde hace tiempo se sabe que las fases iniciales de incorporación de 

un aloinjerto se asocian a una actividad resortiva ósea que permite la 

invasión de yemas vasculares y de osteoblastos desde la periferia143;238;270. 

Este hecho se ha confirmado recientemente mediante estudios histológicos 

de aloinjertos que han sido extirpados por diversos motivos80. Además, el 

hecho de que las perforaciones en los aloinjertos facilitan su 

incorporación68 apoya aún más este aspecto. Este fenómeno está mediado 

por los osteoclastos del huésped, cuyo reclutamiento parece depender de la 

presencia del implante.  

Prácticamente el único trabajo del que tenemos conocimiento que 

estudia el comportamiento de los osteoblastos humanos en contacto con 

piezas de aloinjerto es el que realizaron Mejdahl y cols195; en él estudiaron 

la actividad reabsortiva y la proliferación celular en osteoblastos humanos 

cultivados junto a aloinjerto para evaluar si la temperatura de almacenaje 

de los aloinjertos tenía alguna influencia sobre esos factores, y encontraron 

que los aloinjertos estimulaban la liberación de factores inductores de la 

resorción ósea (medidos como la relación entre el calcio liberado al medio 

de cultivo en cultivos con aloinjerto y en los controles) dentro de las 

primeras 72 horas, alcanzando un máximo a los 6 días, y siendo aún 
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detectable a las 3 semanas. Esta respuesta dependía, entre otros, del 

contacto de las células con el injerto, y era mediada por la síntesis de 

prostaglandinas. Así mismo, la presencia de aloinjerto inhibía la replicación 

osteoblástica, medida según la incorporación de timidina, especialmente 

durante la primara semana.  

El análisis detallado de los resultados obtenidos en nuestro 

experimento coincide y complementa los aspectos anteriormente 

comentados.  

En primer lugar, queda claro que, al menos desde los puntos de vista 

bioquímico y de la proliferación celular, los osteoblastos humanos en 

cultivo no permanecen indiferentes a la presencia de aloinjerto en su medio 

de cultivo. El contacto del aloinjerto con los osteoblastos desencadena una 

variación en el comportamiento bioquímico y en la  curva de proliferación 

de los osteoblastos humanos cultivados.  

 

Un aspecto muy destacable e interesante de nuestros resultados es 

que el procesamiento de las piezas de aloinjerto mediante la congelación y 

especialmente mediante el autoclavado no ha impedido que el aloinjerto 

mantenga sus propiedades osteoinductoras.  

La esterilización de las piezas mediante el tratamiento con un 

protocolo de 30 minutos a 130ºC, y la posterior congelación a –80ºC 

provoca la pérdida de la capacidad osteogénica del aloinjerto porque 

elimina todas las células vivas del hueso. Por otro lado, es de suponer que 

además este tratamiento puede provocar una pérdida de la capacidad 

osteoinductora debido a la desnaturalización de las proteínas del interior de 

la matriz ósea. Por tanto, a priori la única propiedad de estos aloinjertos 

sería la de un material de sostén u osteoconductor. Sin embargo, como se 

ha demostrado, el contacto de un fragmento de aloinjerto procesado 

mediante el protocolo anteriormente detallado, carente por completo de 
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células y con las proteínas de la matriz ósea probablemente 

desnaturalizadas, induce en los osteoblastos adyacentes (que 

corresponderían en el modelo in vivo a los del huésped) la síntesis de 

factores locales y de proteínas encaminadas a facilitar la formación de 

nuevo hueso. Es decir, nuestro modelo de aloinjerto no es sólo 

osteoconductor sino, sin lugar a dudas, osteoinductor. Por tanto, no parecen 

estar justificados los protocolos de esterilización que emplean rangos de 

temperatura más bajos (entre 60 y 80ºC) para evitar la pérdida de capacidad 

osteinductiva del aloinjerto177,210,253. 

 

Por otra parte, existe una importante diferencia cualitativa entre el 

comportamiento observado durante la primera semana del experimento y el 

de la segunda semana con respecto a la que se observa en los osteoblastos 

cultivados en ausencia de aloinjerto. 

 

Durante la primera semana del experimento predominan los 

fenómenos de activación de la resorción ósea, caracterizados por:  

1º) Una disminución del número de osteoblastos “huésped”. 

2º) Aumento de la síntesis de IL-6, conocido factor activador de la 

actividad osteoclástica2;133. A pesar de existir menor número de 

osteoblastos por cm2 en el medio de cultivo, el aumento de síntesis de IL-6 

por cada célula llega a producir un aumento neto de la concentración de IL-

6 en el medio de cultivo. Este efecto, en realidad, constituye el efecto 

fisiológico neto. 

3º) Inhibición de la síntesis de matriz ósea, caracterizada 

bioquímicamente por la disminución en el medio de cultivo de PINP66;69 en 

este periodo de tiempo. Sin embargo, cuando se determina la liberación de 

PINP por millón de células, se ha observado un aumento homogéneo de la 

misma durante todo el experimento. Por tanto durante la primera semana, la 
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disminución de síntesis de matriz ósea se debe solamente a la reducción en 

el número de osteoblastos en el medio de cultivo. 

 

En la segunda semana del experimento, la tendencia se invierte, y 

predominan los fenómenos de neoformación ósea (osteoinducción). Lo 

observado en este periodo se puede resumir como:  

 1º) Un aumento importante del número de osteoblastos en el medio 

de cultivo cuando se compara con el grupo control. 

 2º) Un aumento de la síntesis de matriz ósea caracterizada por el 

aumento de liberación al medio de cultivo de PINP, tanto de forma global 

como por unidad celular. 

 3º) Una reducción de la síntesis de IL-6, factor activador de los 

osteoclastos, tanto de forma global como por unidad celular. 

 

Nuestros resultados coinciden con los publicado por otros 

autores4;68;80;143;195, cuando afirman que la incorporación del aloinjerto 

requiere una fase inicial en la que predominen la activación de los 

fenómenos que se asocian a la reabsorción ósea, lo cual se interpreta como 

un acontecimiento favorecedor de la invasión del injerto por yemas 

vasculares, las cuales resultan imprescindibles para lograr la incorporación 

del mismo80;270. De hecho en un amplio estudio histológico de 73 

aloinjertos que fueron retirados de los huéspedes por diversos motivos, 

Enneking y Campanacci80 han demostrado que en los aloinjertos 

incorporados es precisa una fase inicial de reabsorción ósea que favorece la 

penetración de yemas vasculares en la pieza injertada. Este fenómeno es 

similar tanto en las uniones cortical-cortical como en las esponjosa-

esponjosa. 

En este sentido, resulta atractiva la hipótesis de la inversión de esta 

tendencia en la segunda semana del experimento, momento en el que tras la  
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creación de un espacio, debido a la actividad osteoclástica predominante 

durante la primera semana, por el que las nuevas yemas vasculares y los 

osteoblastos pueden llegar con facilidad y penetrar en la zona de contacto 

del aloinjerto con el huésped. A partir de ese momento lo que imperan son 

los acontecimientos favorecedores de la neoformación ósea, caracterizados 

por un aumento del número de osteoblastos y de la síntesis de matriz ósea, 

y por una reducción del reclutamiento de los osteoclastos. Este fenómeno  

finalmente conduce a la integración del injerto gracias a la colonización de 

su matriz por células osteoblásticas provenientes del huésped.  

Todo este proceso está desencadenado por la presencia de un 

aloinjerto carente de células vivas y con las proteínas de su matriz ósea 

probablemente desmineralizadas, y que a pesar de ello, mantiene su 

capacidad osteoinductora. 
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6. CONCLUSIONES 

 

 

1. El modelo experimental diseñado, piezas de aloinjerto en contacto 

con cultivo primario de osteoblastos humanos, es válido para el 

estudio de la respuesta que los aloinjertos óseos despiertan en las 

células formadoras de hueso en el humano.  

 

 

2. La presencia del aloinjerto en el medio de cultivo modifica el 

comportamiento biológico y bioquímico de los osteoblastos 

humanos en cultivo. Esta modificación no sólo es cuantitativa y 

cualitativa, sino que varía en el transcurso del tiempo. 

 

 

3. Durante la primera semana de contacto entre el aloinjerto y los 

osteoblastos humanos cultivados predominan los fenómenos de 

resorción ósea caracterizados por:  

 

- Una disminución de la proliferación celular de las células 

formadoras de hueso en cultivo. 

- Una disminución global de la síntesis de matriz ósea. 

- Una estimulación de la producción de factores como la IL-

6, promotores de la actividad osteoclástica. 
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4. Durante la segunda semana de contacto entre el aloinjerto y los 

osteoblastos humanos en cultivo predominan los fenómenos de 

formación ósea, caracterizados por: 

 

- Un aumento de la proliferación celular de las células 

formadoras de hueso en cultivo. 

- Una estimulación de la síntesis de matriz ósea. 

- Una disminución de la producción de factores promotores 

de la activación osteoclástica, como la IL-6. 

 

 

 

5. El aloinjerto óseo sometido a esterilización mediante autoclave y 

conservado mediante congelación, no sólo se comporta como un 

material osteoconductor, sino que mantiene la capacidad 

osteoinductora. 
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