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Resumen

Introduccion: La proteina relacionada con la parthormona (PTHrP), un factor abundante en el tejido seo,
es un importante modulador de la formaciéon 6sea. Se ha demostrado que la PTHrP (107-111), conocida
como osteostatina, cargada en el material cerdmico mesoporoso SBA-15, ejerce acciones osteogénicas in
vitro.

Objetivo: Comprobar si dicho material y una version funcionalizada del mismo (C8-SBA-15) promueven
la reparacion 6sea en un modelo de defecto cavitario en el fémur del conejo.

Material y métodos: Para ello se han llevado a cabo estudios histologicos e inmunohistoquimicos y de
microtomografia computerizada (nCT).

Resultados: Tras la implantacion de los biomateriales no se observaron niveles significativos de inflama-
cién ni resorcion 6sea (4 y 8 semanas). A las 8 semanas las biocerdmicas no cargadas con la osteostati-
na se encontraban separadas de la médula 6sea por una cdpsula fibrosa, que disminuia de forma signi-
ficativa en presencia del péptido. Se observé (por pCT) un aumento de la neo-formacion dsea a diferen-
tes distancias de los biomateriales, principalmente en los cargados con la osteostatina. Ademads, estos
resultados fueron confirmados por inmunohistoquimica de marcadores osteoblasticos.

Conclusion: Nuestros hallazgos sugieren que estas bioceramicas cargadas con la osteostatina son una
buena estrategia para acelerar la regeneracion Osea.

Palabras clave: PTHrD, osteostatina, biocerdmicas, regeneracion dsea, defecto cavitario.
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Osteogenic effects of PTHrP (107-111) loaded in bioceramics
in a model of bone regeneration after a cavitary defect in the
femur of a rabbit

Summary

Introduccion: Parathyroid hormone-related protein (PTHrP), which is abundant in bone tissue, is an
important modulator of bone formation. It has been shown that PTHrP (107-111), called osteostatin, loa-
ded into mesoporous ceramic material SBA-15 exerts osteogenic action in vitro.

Objective: To confirm if this material and a functionalised version of the same material (C8-SBA-15) pro-
mote bone regeneration in a model of a cavitary defect in a rabbit femur.

Materials and methods: Histological, immunohistochemical and computerised microtomography (uCT)
studies were carried out in order to achieve the aims of the study.

Results: After the implantation of the biomaterials no significant levels of inflammation or bone resorp-
tion were observed (at 4 and 8 weeks). At 8 weeks the bioceramics not loaded with osteostatin were
found to be separated from the bone medulla by a fibrous capsule which diminished significantly in the
presence of the peptide. An increase was observed (using pCT) in bone neo-formation at different dis-
tances from the biomaterials, principally in those loaded with the osteostatin. These results were also con-
firmed by immunohistochemistry of osteoblast markers.

Conclusion: Our results suggest that the use of these osteostatin-loaded bioceramics are a good strategy

for accelerating bone regeneration.

Key words: PTHyD, osteostatin, bioceramics, bone regeneration, cavitary defect.

Introduccién

La proteina relacionada con la parathormona
(PTHrP) se identifico inicialmente en la hipercalce-
mia tumoral de origen humoral'. Actualmente se
sabe que la PTHrP y el receptor tipo 1 comin para
PTH/PTHrP (PTHR1) se expresan en una amplia
variedad de tejidos, malignos y no malignos, donde
la PTHrP ejerce efectos auto/paracrinos e intracri-
nos’. Si bien el fragmento 1-36 de la PTHrP, que
presenta homologia estructural con la PTH, ejerce
acciones anabolicas en el hueso, estimulando la
formacion 6sea*, los posibles mecanismos asocia-
dos son poco conocidos. El fragmento C-terminal
de la PTHrP es un potente inhibidor de la actividad
osteoclastica™. De hecho, el pentapéptido 107-111
de dicha proteina (llamado osteostatina), presenta
una potente actividad antirresortiva in vitro e in
vivo". Varios estudios in vitro han demostrado que
la osteostatina aumenta la diferenciacion de células
osteoblasticas de raton y de humano'", aunque su
receptor en las células 6seas es desconocido’®. Un
estudio de nuestro laboratorio ha demostrado que
el fragmento nativo de la PTHrP que contiene la
secuencia 107-139 transactiva rdpidamente el
receptor 2 del factor de crecimiento del endotelio
vascular (VEGF) en células osteoblasticas”. Por otra
parte, se ha demostrado que la administracion dia-
ria de este fragmento de la PTHrP durante dos
semanas a ratones ovariectomizados protege de la
pérdida de masa Osea observada en sus huesos lar-
gos, con efectos positivos en el hueso cortical y tra-
becular’. Recientemente, nuestro grupo también ha

demostrado que la PTHrP (107-139) revierte la oste-
openia y aumenta la regeneracion ésea en ratones
tratados con 3-metilprednisolona o diabéticos'™".

La comprension de los mecanismos de regene-
racion es fundamental para entender el comporta-
miento del tejido 6seo tras el implante de una pré-
tesis o durante la recuperacion de una fractura. Se
sabe que los procesos de reparacion 6sea en adul-
tos reproducen el desarrollo normal del esqueleto
durante la embriogénesis®. La formacion 6sea en
el feto comienza con la condensacion de células
mesenquimales seguida de su diferenciacion a
condrocitos (osificacion endocondral) o directa-
mente a osteoblastos (formacién Osea intramem-
branosa). En la mayoria de las fracturas, la forma-
cion del callo implica una combinacion de ambas
osificaciones. Aunque no se conocen completa-
mente las vias de senalizacion ni las interacciones
celulares implicadas en la reparacion 6sea, existen
diferentes estrategias para mejorar este proceso?.
Una de ellas implica la administracion sistémica o
local de factores osteogénicos que aumenten la
formacion 6sea de novo. Se ha demostrado que
inyecciones diarias de PTH mejoran la reparacion
osea de fracturas en ratas normales y ovariectomi-
zadas*?. Ademas, la administracion sistémica de
un anilogo de la PTHrP (1-34) contrarrestd los
efectos deletéreos en un defecto en ulna de cone-
jos tratados con prednisolona®. Un enfoque mas
directo para aumentar la reparacion 6sea consisti-
ria en la liberacién local de factores osteogénicos
con biomateriales en la zona afectada.
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Los biomateriales se pueden definir como
“materiales implantables que desarrollan su funcion
en contacto con tejidos vivos™. Recientemente, se
han disenado cerimicas mesoporosas bioactivas
que permiten la adsorcion y liberacion de distintas
moléculas con buenas expectativas en la aplicacion
clinica®. El SBA (Santa Barbara Amorphous)-15
posee una estructura hexagonal de poros cilindri-
cos con un didmetro de 5-10 nm. Una ventaja de
este tipo de cerdmica es su mayor volumen de poro
y la elevada concentracion de grupos Si-OH*,
Ademads, este material presenta una serie de micro-
poros interconectados que promueven una mayor
difusion ionica desencadenando una mayor res-
puesta bioactiva. De hecho, se ha estudiado la cap-
tacion y la liberacion del L-triptéfano cargado en el
material SBA-15 y en una version funcionalizada
(C8-SBA-15)*. La superficie hidrofébica del material
C8-SBA-15 es capaz de interaccionar con el anillo
indol del triptofano de diferentes péptidos y dejar
un espacio disponible menor, ocupado por cadenas
alquilicas. Nuestro grupo ha caracterizado la capta-
cion/liberacion de la osteostatina cargada en dichos
materiales, demostrando que el péptido les confie-
re actividad osteogénica en osteoblastos de raton'.

El objetivo del presente estudio fue evaluar la
capacidad del material cerimico SBA-15, funcionali-
zado o no con grupos C8 (C8-SBA-15), cargado con
la PTHrP (107-111) para inducir osteogénesis en un
modelo de defecto cavitario en el fémur del conejo.

Materiales y Métodos

Preparacion de los materiales

El material mesoporoso SBA-15 fue sintetizado
utilizando un método basado en el uso de un sur-
factante, como agente director de estructura, y
tetraetilortosilicato (Sigma-Aldrich, St Louis, MO)
como fuente de silice®. Esta estructura fue confir-
mada por difraccion de rayos X (DRX) y andlisis de
adsorcion de N,. La funcionalizacion de silice se
llevo a cabo con el método post-sintético o grafting
del anclaje de un alcoxisilano, N-octiltrietoxisilano
(C8, Sigma-Aldrich), como se describe®. Se confir-
moé por espectroscopia infrarroja utilizando trans-
formadas de Fourier y por andlisis elemental. El
material funcionalizado resultante contiene un 11%
en peso (0,97 mmol/g) de fracciones organicas, lo
que permite calcular el grado de funcionalizacion.

Para los experimentos, ambos tipos de material
SBA-15 fueron conformados en discos de 50 mg
(6x2 mm) por presion uniaxial (1MPa) e isostatica
(IMPa). Los materiales fueron expuestos a radia-
cion ultravioleta en una camara de cultivos celula-
res (FLV120, Tecnologia para Diagnéstico e
Investigacion, Madrid) durante toda la noche para
su esterilizacion. La union de la PTHrP (107-111)
(Bachem, Bubendorf, Suiza) al material se efectud
por inmersion en una solucion del péptido (100
nM) en 1 ml de tampon salino fosfato (TSF), pH
7,4, a 4 °C con agitacion durante 24 horas®,

Produccion del defecto cavitario en conejo
Se utilizaron conejos blancos Nueva Zelanda
hembras (Granja San Bernardo, Valencia, Espana)

con una edad de 24-30 semanas [n=2 para micro-
tomografia computerizada (nCT) y 5 para estudios
histologicos]. Estos animales fueron estabilizados
individualmente en jaulas en las instalaciones del
Animalario de la Fundacion Jiménez Diaz durante
dos semanas. Los animales tuvieron acceso libre a
agua y a una dieta estindar (Panlab, Reus,
Espana) en una habitacion mantenida a tempera-
tura ambiente con ciclos de 12 horas de luz y 12
horas de oscuridad. Todos los estudios fueron
desarrollados con la aprobacion del Comité de
Experimentaciéon Animal de la Fundacion Jiménez
Diaz. El dolor y el sufrimiento de los animales se
disminuyeron de acuerdo a la normativa europea.
La intervencion quirtrgica se realizé bajo anes-
tesia general. Los conejos fueron rasurados en
ambas rodillas para crear los defectos cavitarios
lateral y medial con una fresa de media velocidad
(5 mm de didmetro y 4-5 mm de profundidad)®. A
continuacién, se implantaron los materiales a
ensayar y las heridas fueron suturadas. El defecto
lateral femoral derecho recibié el material SBA-15
sin el péptido; y el defecto medial derecho el bio-
material SBA15 cargado con PTHrP (107-111). El
defecto femoral lateral izquierdo recibié el mate-
rial SBA-15 funcionalizado con C8, mientras que el
biomaterial C8-SBA-15 cargado con PTHrP (107-
111) fue implantado en el defecto femoral medial
izquierdo. Los animales fueron sacrificados a las 4
y 8 semanas de estas intervenciones. Los fémures
se distribuyeron para examenes histologicos e
inmunohistoquimicos y andlisis de pCT.

Histologia

Los fémures de conejo se fijaron en p-formalde-
hido al 4% en TSF a 4°C. Las muestras fueron des-
calcificadas (24 h) en Osteosoft (48/72 h) (Merk,
Whitehouse Station, N.J.), deshidratadas e incluidas
en parafina. Los analisis histologicos se llevaron a
cabo en secciones de 8 pm sobre el plano sagital,
depositadas sobre portaobjetos pretratados con L-
lisina (Polylysine, Thermo, Waltham, MA)), y tras
tinciéon con hematoxilina/eosina. Antes de la tin-
cion, las muestras se mantuvieron a 60°C durante
6-24 horas para fijar los tejidos al portaobjetos. Se
desparafinaron incubdndolas secuencialmente en
xilol, etanol 100%, 70% y agua destilada. Tras la
tincion, las muestras se deshidrataron y montaron
con resina DPX (una mezcla de distireno, plastifi-
cante y xilol). Se utilizaron dos secciones histologi-
cas de cada conejo de un total de 2-4 conejos por
grupo experimental. Todas las evaluaciones de las
muestras fueron analizadas por 3 observadores
independientes.

Inmunobistoquimica

Los cortes histologicos obtenidos de las mues-
tras Oseas fueron desparafinados y rehidratados.
Se realizé el bloqueo y la permeabilizacion en
albumina bovina de suero en (4% en TSF con 0,1%
de Triton X-100) durante 30 minutos a T/A. Se uti-
lizaron anticuerpos frente a osteocalcina (OC)
(Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, CA), VEGF
(Abcam, Cambridge, MA), RAM11 (Dako) y TRAP



Figura 1. Imagen por microtomografia computeriza-
da (uCT) del fémur distal del conejo con el biomate-
rial (m) incorporado

(Santa Cruz Biotechnology), y un anticuerpo poli-
clonal frente a esclerostina (R&D, Minneapolis,
MN). Los anticuerpos primarios se incubaron en
una camara himeda durante toda la noche a 4°C,
salvo en el caso de la esclerostina que fue incuba-
da dos horas a temperatura ambiente (T/A). En
todos los anticuerpos, menos en la esclerostina, se
utiliz6 un anticuerpo secundario biotinilado. Se
incub6 con el complejo extravidina-fosfatasa alcali-
na (dilucién 1:200), durante 60 minutos a T/A y se
lavé con TSFE, tres veces, durante 5 minutos. En el
caso de la esclerostina el anticuerpo secundario
estaba unido a peroxidasa, que fue incubado
durante 1 hora a T/A. Se realizo el revelado
mediante incubacién con el sustrato cromogénico
DAB durante 10 minutos. Se incluyo siempre una
muestra sin anticuerpo primario como control
negativo. Las muestras fueron contrastadas con
hematoxilina. Las células con positividad para los
diferentes anticuerpos se determinaron en 10 cam-
pos proximos al material. En el caso de los osteo-
citos positivos para esclerostina, éstos se cuantifica-
ron en 5 campos aleatorios en el hueso cortical.

Analisis de uCT

Las muestras de fémur de conejo se cortaron
con un disco hiperflexible de granulometria fina
(15 pm) y abrasion suave conectado a un motor
quirdrgico (KaVo. Dental GmbH, Biberach,

@ ORIGINALES / Rev Osteoporos Metab Miner 2012 4;4:117-126

Alemania) a una velocidad de 15.000 rpm.
Durante el proceso de corte, la muestra se irrigd
constantemente con suero salino para prevenir el
sobrecalentamiento y su deshidratacion. Las mues-
tras fueron escaneadas con un sistema de microto-
mografia de alta resoluciéon (SkyScan 1172,
Skyscan N.V., Aartselaar, Bélgica), con un tubo de
rayos X con un voltaje de 100 kV y una corriente
de 100 pA sin filtro. Una vez escaneadas, se gene-
raron las imdgenes con la aplicacion DataViewer
(SkyScan), que fueron reconstruidas en funcion
del algoritmo de Feldkamp*. El angulo de rota-
cion del escaneado fue de 360°. Para el andlisis
cuantitativo y cualitativo del crecimiento 6seo
alrededor del implante se utiliz6 la aplicacion
CTAn (SkyScan). De cada muestra se analizaron
un total de 70 imdgenes. Los parametros trabecu-
lares fueron calculados en regiones seleccionadas
(Figura 1) entre 0 y 5 pixels y 10 y 15 pixels, sien-
do 1 pixel equivalente a 21,8 pm. Mediante la apli-
cacion CTVol (SkyScan), se crearon los modelos
tridimensionales tanto del biomaterial (que se ha
considerado como un cilindro para mayor claridad
de la representacion) como del hueso formado a
diferentes distancias de la superficie del implante.
El sistema de analisis proporciond el cilculo de
los siguientes pardmetros trabeculares:

e Porcentaje de volumen &seo (BV/TV):
Relaciona el volumen de tejido 6seo calcificado
respecto del volumen total del area analizada (%).

e Factor de patron de hueso trabecular (Th.Pf):
Indice de conectividad del hueso trabecular. Estd
basado en el principio de que una mayor concavi-
dad trabecular indica una mayor conectividad, al
aumentar la probabilidad de nodos de conexion
entre las trabéculas. De esta forma, un Tb.Pf menor
indica una mayor conectividad trabecular (mm™).

Andlisis estadistico

Los resultados se expresan como media + error
estindar de la media (EEM). La comparacién no
paramétrica entre dos muestras se realizd por la
prueba de Mann Whitney. Se utiliz6 ANOVA no
paramétrica para comparar varias muestras
(Kruskal-Wallis), seguido de una prueba post-hoc
(Dunn). Todos los valores con p<0,05 fueron con-
siderados significativos.

Resultados

Se utilizaron técnicas de histologia y pCT para

comprobar la respuesta del tejido al biomaterial y

el efecto de la PTHrP (107-111) tras el defecto cavi-

tario en el fémur del conejo, a las 4 y 8 semanas.
Del anilisis histopatolégico de las muestras

6seas se obtuvieron los siguientes resultados:

SBA-15

A las 4 semanas de implantar el material SBA-
15, éste se hallaba intacto rellenando el defecto
cavitario producido en el fémur. La zona de entra-
da del biomaterial estaba ocupada por abundante
tejido conectivo denso. Alrededor del biomaterial
se observo una gran presencia de osteoide (Figura
2A) en zonas corticales, y una capsula fibrosa que
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aisla y envuelve al material, sin
interferir aparentemente con el
area medular. No se observo
reaccion inflamatoria. A las 8

Figura 2. Imagenes representativas de la tincion de Masson en los fémures
de conejos con los implantes de los biomateriales SBA-15 (A) o C8-SBA15
(O) sin cargar o cargados (B y D, respectivamente) con la PTHrP (107-111)
a las 4 semanas del defecto cavitario. m= material correspondiente

semanas, el biomaterial en
contacto con la médula 6sea
no presentaba modificaciones A
significativas, permaneciendo
aislado por la capsula fibrosa.
Ademas, en la zona en contac-
to con el hueso cortical se
observo la formacion de trabé-
culas en las proximidades del
implante (Figura 4A).

C8-SBA-15

En los animales implanta-
dos con este material se obser-
v6 un comportamiento similar
al descrito para el implante de
SBA-15 sin funcionalizar a las 4
semanas. Sin embargo, el C8-
SBA-15 se encontraba aislado
por una capsula fibrosa de
mayor espesor (Figura 2C). La
reparacion Gsea observada a
las 8 semanas, abarcaba todo
el defecto cavitario, observan-
dose una capsula fibrosa exter-
na bien definida rodeada por

osteoide que ocupaba la luz
de la cavidad de entrada del
biomaterial y trabéculas Oseas
de hueso neoformado rodean-
do la cara cortical del biomaterial (Figura 4C).

SBA-15 + PTHrP (107-111)

A las 4 semanas de implantar el SBA-15 carga-
do con PTHrP (107-111), se observd una intensa
cicatrizacion que abarcaba desde la cavidad de
entrada del biomaterial (ahora ocupada por una
gruesa capa de tejido conjuntivo fibroso y cartila-
go articular) y gran cantidad de osteoide rodean-
do al mismo. El biomaterial en contacto con el
area medular se hallaba rodeado por hueso trabe-
cular situado en la periferia de la superficie de
osteoide (Figura 2B). Por otra parte, el osteoide
descrito aument6 significativamente alrededor de
la cara cortical del biomaterial en direccién a la
superficie externa a las 8 semanas; siendo, por el
contrario, mas limitada hacia la zona medular
donde se observaban dreas trabeculares rodeando
el biomaterial implantado (Figura 4B).

C8-SBA-15 + PTHrP (107-111)

El comportamiento del C8-SBA-15 cargado con
la PTHrP (107-111) fue similar al descrito en el
grupo anterior, manteniéndose un mayor espesor
de la capsula fibrosa en comparacion con los gru-
pos que no estaban funcionalizados con C8
(Figura 2D). A las 8 semanas, durante el proceso
de reparacion, se observé una hiperplasia conjun-
tiva externa y del cartilago hialino y una hiperpla-
sia 6sea que conformaban el estrato tisular de las

neoformaciones de osteoide que rodean al
implante. Lo mas destacado de este grupo fue la
reaccion interna observada en la cdpsula fibrosa,
la cual aparecia desdoblada permitiendo la apari-
cion de un espacio ocupado por osteoide no cal-
cificado que perfila la superficie intacta del bioma-
terial (Figura 4D).

Las observaciones realizadas en el estudio his-
tologico a 4 y 8 semanas para cada uno de los bio-
materiales fueron confirmadas por estudios de
pCT. En las imdgenes representativas de cada
grupo experimental se puede observar la forma-
cion 6sea de novo, con presencia de trabéculas, a
diferentes distancias del material implantado
(Figuras 3 y 5). El aumento de formacion 6sea
observado en las imagenes correspondientes a los
materiales cargados con PTHrP (107-111) se evi-
denci6 por el aumento del % de BV/TV y la dismi-
nucion del Tb.Pf. en el fémur del conejo (Tabla 1).

Los cambios observados en la histologia y en
la estructura 6sea del fémur del conejo se correla-
cionaron con un aumento significativo de la tin-
cion de OC en las muestras con materiales carga-
dos con PTHrP (107-111) (Figura 6A). Se observo
un aumento significativo de la tincién en los fému-
res que contenian los biomateriales cargados con
PTHrP (107-111) en comparacion con aquellos
que no contenian el péptido. De especial interés
es senalar que la presencia del péptido en el bio-
material C8-SBA-15 indujo un mayor efecto en
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Tabla 1. Pardmetros estructurales 6seos a diferentes distancias de cada uno de los biomateriales implantados,
con o sin PTHrP (107-111) a las dos y cuatro semanas del defecto cavitario producido en el fémur de conejo

SBA-15+ C8-SBA-15+
e S PTHIP (107-111) R PTH:P (107-111)
Distancia o ToPf g o Th.Pf g o Th.Pf | 0 Th.Pf 1
qam) BV/TV (%) Pf (mm?) | BV/TV (%) Pf (mm?*) | BV/TV (%) Pf (mm?*) | BV/TV (%) Pf (mm™)
109 0,50+0,09 60,82+1,14 27,74+1,04* | 28,01+0,35* 2,01+0,98 35,02+1,46 | 26,75+1,10* 0,59+0,10*
327 3824035 | 2827222 | 1448:090¢ | 1435145 | 4,03£120 | 283740,23 | 17,60£0,53* | 8,01£0,42
SBA-15+ C8-SBA-15+
§ semanas L PTHrP (107-111) R PTHrP (107-111)
Distancia o ™ 4 o Th.Pf . 0 Th.Pf " 0 Th.Pf .
(um) BV/TV (%) Pf(mm?) | BV/TV (%) Pf (mm?) | BV/TV (%) Pf (mm?) | BV/TV (%) Pf (mm™)
109 13,65¢0,22 | 17,420,890 | 24242095 | 1902:072 | 195:059 | 35244092 | 2:86+0.44 | 875:0,21*
327 2575058 | 14,68:0,11 | 44,08+122* | 625:0,15° | 1,13:0,12 | 4496x141 | 23,202082¢ | 4,11£0,33*

BV/TV (%) porcentaje de volumen 6seo; Th.Pf. factor de patréon de hueso trabecular. Los datos corresponden
a un conejo representativo de cada grupo. *p<0,05 vs. material sin cargar correspondiente.

este marcador que en el SBA-15 (Figura 6A). En
ninguno de los fémures estudiados se observo un
aumento del componente inflamatorio en presen-
cia de los diferentes materiales estudiados.

Ademas, la presencia de células postitivas para
la inmunotincion de TRAP o de RAM11 (Figura 6B
y ©) (marcaje de macréfagos) fue muy baja en
todos los grupos de estudio (por debajo del 3%),
siendo pricticamente nula en el caso de los mate-
riales con PTHrP (107-111). No se pudieron cuan-
tificar las diferencias en la inmunotincion positiva
para VEGF (Figura 6D), ya que el marcaje fue muy
débil para este marcador en la mayoria de los gru-
pos de estudio.

Discusién

Los resultados expuestos anteriormente demues-
tran la capacidad osteogénica de la osteostatina,
cargada en los materiales cerdmicos SBA-15 y C8-
SBA-15, en un modelo de regeneracion o6sea.
Estos hallazgos abren nuevas perspectivas en el
contexto de la reparaciéon Osea, ya que sugieren
que la exposicion local a este pentapéptido en el
entorno 6seo promoveria la regeneracion Osea.
Recientemente, nuestro grupo ha demostrado la
capacidad de los materiales SBA-15 y C8-SBA-15
con la PTHrP (107-111) para liberar al medio el
péptido y se observé que el primero liberaba
aproximadamente un 4% mas que el segundo a lo
largo del tiempo. Esta diferencia en el perfil de
liberacion con ambos biomateriales es similar a la
obtenida con los mismos materiales cerdmicos car-
gados con L-triptofano, el aminodcido C-terminal
de la PTHrP (107-111)®. Hay que tener en cuenta
que las cargas negativas del SBA-15 al pH fisiol6-

gico utilizado en el proceso de captura del pépti-
do promueven las interacciones electroestaticas
con las cargas ligeramente positivas de los grupos
amino en la PTHrP (107-111) a este pH. Sin
embargo, la superficie hidrofébica del C8-SBA-15
es capaz de interaccionar con el anillo indol del
triptofano en este péptido; aunque esta funciona-
lizaciéon deja un espacio disponible menor (ocupa-
do por cadenas alquilicas) para la adsorcion del
péptido en el interior de los poros en compara-
cion con el SBA-15%. Esto justifica que este mate-
rial retenga menos PTHrP (107-111) que el C8-
SBA-15.

Considerando estos hallazgos in vitro, nos pro-
pusimos determinar la capacidad osteogénica de la
osteostatina cargada en estos materiales mesoporo-
sos in vivo. Con tal finalidad, se desarrolld un
modelo de regeneracion ésea tras provocar un
defecto cavitario en el fémur de conejo. A las 4
semanas del defecto, tanto el SBA-15 como el C8-
SBA-15 promovieron la osteointegracion, con pre-
sencia de tejido conectivo y osteoide, de acuerdo
con estudios anteriores con otros materiales cerami-
cos®. Este efecto fue mayor en el caso de ambos
materiales con la osteostatina adsorbida, como indi-
ca la presencia de trabéculas neoformadas en las
inmediaciones del biomaterial y un menor grosor
de la capsula fibrosa, sobre todo a 8 semanas. La
falta de respuesta inflamatoria con estos biomateria-
les, como indica la ausencia significativa de células
con tincion de RAM11 (macrofagos) y TRAP, como
consecuencia de su estabilidad (sin degradacion
aparente), constituye una ventaja de este tipo de
biomateriales®. Sin embargo, una inflamacioén sos-
tenida asociada a la degradacion de materiales
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como el B-TCP (fosfato tricalci-
co ultraporoso) o el DCaS (sul-
fato de calcio denso) puede
comprometer la regeneracion
o6sea en defectos Oseos, como
consecuencia del desacopla-
miento entre regeneracion 'y
resorcion 6sea®*. Ademds, aun-
que la inmunotincién para
VEGF fue débil, se pudo obser-
var una revascularizacion de la
zona del defecto. En este senti-
do, dos estudios recientes de
nuestro grupo demostraron que
la administraciéon sistémica de
la PTHrP (107-139) estimula la
angiogénesis y el sistema VEGF
en la tibia en regeneracion de
ratones osteopénicos diabéticos
o tratados con glucocorticoi-
des™".

Las propiedades de la PTH
y del fragmento N-terminal de
la PTHrP como agentes anabo-
licos cuando se administran de
forma sistémica en humanos y
en modelos animales de osteo-
porosis y/o fractura Osea son
conocidas?. En concreto, estu-
dios en los que se utiliza la
PTHrP (1-36) o un andlogo sintético de la PTHrP
(RS-66271) han demostrado un aumento de la
densidad mineral 6sea (DMO) de la columna ver-
tebral en mujeres postmenopatsicas®, asi como
del hueso cortical y trabecular en ratas osteopéni-
cas®. Ademas, el RS-66271 administrado de modo
sistémico ha demostrado ser eficaz para aumentar
la reparacion Osea en conejos tratados con gluco-
corticoides (osteopénicos), aumentando la DMO y
los parametros biomecdnicos y normalizando los
cambios histologicos asociados a la pérdida de
hueso®. Por otro lado, diferentes factores locales
6seos, como la IL-1/6, IGF-1 (factor de crecimien-
to similar a la insulina tipo 1), TGF-f (factor trans-
formante del crecimiento) o las proteinas morfo-
genéticas del hueso (BMPs), han sido propuestos
como posibles agentes para promover la repara-
cion 6sea®, aunque existen pocos estudios del
efecto de dichos factores incorporados a un mate-
rial en este contexto.

La liberacion local de factores de crecimiento en
defectos 6seos, como representa el modelo usado
en este trabajo, se ha demostrado como eficaz y
ventajosa frente a su administracion exégena. Asi,
un estudio en ratas con un defecto segmentario en
el fémur e implantadas con matrices degradables
que contenian ADN plasmidico de BMP4 y/o del
fragmento 1-34 de la PTH aumentaron (en mayor
medida cuando la matriz poseia ambos factores) la
neo-formacién 6sea en dicho defecto®. Algunos
autores han estudiado la interaccién entre la PTHrP
y el IGF-1 enddgenos como reguladores de la repa-
racion Osea tras la fractura en ratas™. En este mode-
lo, al inicio de la formacién del callo cartilaginoso,

C8-5BA-15

Figura 3. Imagenes representativas (analizadas por pCT) de la neoforma-
cion 6sea a diferentes distancias de cada uno de los biomateriales estu-
diados, con o sin PTHrP (107-111) a las 4 semanas de realizar el defecto
cavitario en el fémur del conejo

SBA-16+ \

PTHrP (107-111)
L
!\‘n.

Material

l Hueso a 0 -100 pm

l Hueso a 100 -200 pm
Hueso a 200 -300 pm
Hueso a 300 -400 pm

C8-5BA-15 +
PTHrP (107 -111)

Figura 4. Imagenes representativas de la tincion de
Masson en los fémures de conejos con implantes de
los biomateriales SBA-15 (A) o C8-SBA15 (C) sin car-
gar o cargados (B y D, respectivamente) con la
PTHrP (107-111) a las 8 semanas del defecto cavita-
rio. m= material correspondiente
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Figura 5. Imagenes representativas (analizadas por nCT) de la neoforma-
cion Osea a diferentes distancias de cada uno de los biomateriales estu-
diados, con o sin PTHrP (107-111) a las 8 semanas de realizar el defecto

cavitario en el fémur del conejo
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Figura 6. (A) Inmunotincién de osteocalcina (OC) en
las proximidades de los biomateriales estudiados car-
gados o no con PTHrP (107-111), a las 4 y 8 sema-
nas del defecto cavitario producido en el fémur del
conejo. Los resultados son medias + EEM de 3 cone-
jos por cada grupo experimental. *p<0,05 vs material
sin cargar correspondiente. Imigenes representativas
de la inmunotincién de TRAP (B), de RAM11 (O) y
de VEGF (D) en las proximidades del material
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el IGF-1 parece aumentar la
condrogénesis, mientras que la
PTHP regularia la tasa de dife-
renciacion de condrocitos vy,
tras la osificacion endocondral,
ambos factores parecen actuar
coordinadamente para aumen-
tar la osteogénesis a través de
acciones autocrinas/paracrinas.
La PTHrP, cuya expresion
aumenta en las células preoste-
oblasticas a través de su frag-
mento N-terminal, podria esti-
mular la diferenciacion y sinte-
sis de coldgeno en estas célu-
las a través del IGF-1% Los
resultados obtenidos en este
modelo de defecto cavitario
apoyan la hipétesis de que el
fragmento C-terminal de la
PTHrP ejerce efectos anaboli-
cos locales para promover la
reparacion 6sea, posiblemente
independientes del IGF-1,
basandonos en datos previos
in vitro®. Los datos expuestos
resaltan la importancia de la
osteostatina como factor ana-
bolico liberado de forma local
en las inmediaciones de mate-
riales implantados; como demuestra la histologia y
el analisis de pCT.

La existencia de cierta variabilidad en los resul-
tados obtenidos se puede deber a las siguientes
razones: se intenté reducir el nimero de conejos
utilizados de acuerdo con las guias éticas de
Proteccion Animal realizando multi-intervenciones
en ambos fémures. Ademads, la reproducibilidad
del defecto cavitario asi como el andlisis histologi-
co (dificultad del corte en parafina con un mate-
ria) y de pCT tiene sus limitaciones debido a lo
expuesto anteriormente.

A la vista de los resultados expuestos, la PTHrP
(107-111) cargada en el material C8-SBA-15 ejerce
un mayor efecto osteogénico en comparacion con
el material sin funcionalizar. Es posible que este
mayor efecto se deba al péptido remanente adsor-
bido en la cerdmica, cuyas concentraciones resi-
duales demostraron ser suficientes para estimular
la proliferacion de células osteoblasticas in vitro,
en comparacion con el SBA-15 en el que el pépti-
do es liberado de forma mds rapida'.

Conclusiones

Como conclusion, queda probada la capacidad de
los biomateriales cerdmicos SBA-15 y C8-SBA-15
como soportes de liberacion local de la PTHrP
(107-111) para favorecer la regeneracion Osea tras
un defecto cavitario en el fémur del conejo.
Ademas, la funcionalizacion del SBA-15 con gru-
pos C8 y su posterior carga con PTHrP (107-111)
permite obtener un biomaterial idoneo para pro-
mover la regeneracion 6sea en este sentido. Los
hallazgos aqui presentados apoyan la posible uti-
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lizacion de dichos materiales cargados con la oste-
ostatina como alternativa terapéutica en la repara-
cion y la regeneracion osea.
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