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Resumen.—Describimos un método de aislamiento y caracterizacion de células osteoblas-
ticas procedentes de la superficie de trabéculas d6seas de explantes obtenidos de metafisis de
fémures y tibias de conejo y de cabezas femorales humanas de pacientes sometidos a cirugia
protésica de cadera. Después de eliminar las células de la médula 6sea de los explantes, es-
tos se despositaron sobre dos tipos de mallas, de 80 y 100 um., obteniéndose un cultivo en
monocarpa que se mostro confluente a partir de los 20 dias. La poblacién celular aislada
presentd un fenotipo osteoblastico utilizando métodos colorimétricos para determinaciéon de
la actividad de fosfatasa alcalina (FA) y morfolégicos por medio de la observaciéon con mi-
croscopia electronica de barrido. Las células cultivadas exhibieron una morfologia diferente
segin el grado de confluencia de cultivo, siendo en todo momento positivas las sucesivas de-
terminaciones colorimétricas de FA realizadas a lo largo de la experiencia. Consideramos el
método de gran interés en investigacion en ortopédica, pues permite el estudio de comporta-
miento de estas células cuando estan sometidas a cualquier tipo de estimulo externo, asi co-
mo cuando se enfrentan a nuevas generaciones de biomateriales, etc.

ISOLATION AND CHARACTERIZATION OF OSTEOBLASTIC CELLS: ITS VALUE IN OR-
THOPAEDIC RESEARCH

Summary.—We describe a method of isolation and characterization of osteoblastic cells ta-
ken from the surface of bone trabeculae of explants obtained from femur and tibia metaphysis
in rabbits and human femoral head in patients undergoing orthopaedic surgery. Afther remo-
ving the cells from the bone marrow of explants, they were placed over two mesh, 80 and
100 pmn, obtaining then a culture in monolayer which showed to be confluent after 20 days.
The isolated cell population showed an osteoblastic phenotype using colourmetric methods to
determinate the alkaline phosphatase (AF) activity and morphologic methods by means of
scanning. The cultivated cell showed a different morphology according to the degree of con-
fluence of the culture, being always positive the sucesive colourmetric determinations of AF
along the experiment. We consider the method of a great interest for orthopaedic investiga-
tions, since it allows the study of the behaviour of these cells when they are subjet to different
types of external stimulus as well as meet they the new generations of biomaterials.

INTRODUCCION do analitico para el estudio de los fenébmenos ce-

S . L lulares.
Desde principios de siglo las técnicas de cul-

tivos celulares han aportado un poderoso méto- A partir de los primeros trabajos de Peck y cols.
(1) que reconocieron la posibilidad de aislar y cul-
tivar células dseas, se han descrito diferentes técni-
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calota de fetos de roedores (11-13), embriones de
pollo (14, 15), calota y huesos largos de conejo
(16), y hueso humano (9, 17-19).

Una vez establecido un cultivo celular la carac-
terizacion es esencial para estudios adicionales. Es-
ta se basa, de una parte, en la produccién de
ciertas sustancias asociadas a este tipo de células,
como el colédgeno tipo | (20, 21), actividad fosfata-
sa alcalina (22-24), produccién de osteocalcina
(25-27) y osteonectina (28), respuesta celular a la
PTH y prostaglandina El (8, 28-31) y la capacidad
osteogénica (26-30), y por otra, en la morfologia
de las células cultivadas pero su dificil diferencia-
cion de otras células mesenquimales obliga a que
los métodos de identificacion deban combinar am-
bos procedimientos, bioguimicos o inmunocitoqui-
micos y los morfoldgicos.

En este trabajo, describirnos el procedimiento
seguido para lograr iniciar una linea celular osteo-
blastica estableciendo sus caracteristicas mediante
estudio morfolégico con microscopia de contraste
de fase (MF) y microscopia electronica, y bioqui-
micos mediante la determinacion de la actividad
fosfatasa alcalina (FA).

MATERIAL Y METODOS

1. Aidamiento de osteoblastosy técnicas de cultivo

Los osteoblastos se obtuvieron de un cultivo prima-
rio iniciado mediante la técnica de explantes a partir de
pequefios fragmentos de esponjosa de 1 a 3 mm. aproxi-
madamente, obtenidos de metafisis de fémures y tibias
de congjo y de cabezas femorales de pacientes sometidos
a sustitucion articular de cadera con edades comprendi-
das entre 65 a 83 afos.

Para eliminar las células de la médula 6sea, los frag-
mentos de hueso se lavaron de forma repetida con una

Figura 1. Anillos de disefio personal y malla de 80 pm.
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Figura 2. Microscopio de contraste de fase (MF): Células 6seas
emigran del explante (E) (100 X).

solucion tamponada estéril PBS, (Phosphate Buffered
Saline), a la que se afiadié penicilina (100 Ul/ml), es-
treptomicina (100 pg/ml) y anfotericina B (2,5 pg/ml)
para prevenir contaminaciones. Tras ello, se depositaron
(en nimero de 6 a 8) sobre mallas de nailon de 80 y
100 um de didametro de poro sujetas entre dos anillos de
acero inoxidable grado 304 (no téxico para las células)
(Fig. 1), especialmente disefiados para este fin, que se
colocaron en placas de Petri con 5 ml. de medio de cul-
tivo Dulbecco (Dulbecco's Modified Eagle's Medium,
Biochrom KG) suplementado inicialmente con un 20%
de suero fetal de ternera (SBF, Biowhittaker, France) y
penicilinay estreptomicina como antimicrobianos de ru-
tina (100 Ul/ml. y 100 pg/ml., respectivamente).

La incubacién de los cultivos se realizé a 37 °C, en
una atmoésfera de 5% de CO2y 95% de humedad relati-
va.

El medido de cultivo se renov6 alas 24 horas 'y pos-
teriormente cada 3-4 dias, lo que permitié eliminar su-
cesivamente las células no adherentes. Cuando las
células tapizaron la superficie de cultivo (aproximada-
mente 20-30 dias), se retiraron los anillos con los ex-
plantes y se realiz6 el primer subcultivo en frascos de 25
cm?, separando las células mediante tratamiento enzi-
matico con Tripsina-EDTA (0,1 mg./ml., 0,2 mg./ml.:
Sigma). La viabilidad de las mismas se comprobd me-
diante el test de exclusion (tincion vital) con azul tripan
a 0,05%.

2. Identificacion y caracterizacion de osteoblastos

A) Métodos Bioquimicos

La determinacion de la actividad fosfatasa alcalina,
se evalud utilizando el KIT-104 (Sigma) empleando co-
mo muestra un extracto de células preparado previo lisa-
do de las mismas y liberacion enzimética mediante
chogue osmético con agua destilada y triton X-100 al
1%, para medida espectrofotométrica a 405 nm. de la
producciéon de paranitrofenol a partir de paranitrofenil-
fosfato, que bgjo condiciones alcalinas se convierte en un



L. MESEGUER OLMO Y COLS—AISLAMIENTO Y CULTIVO DE CELULAS OSTEOBLASTICAS.. 237

Figura 3. Imagen con MF: A) Las células presentan morfologia poligonal con nicleo ovalado y B) prolongaciones citopla-

méticas (200 X).

complgjo de color amarillento de intensidad variable
proporcinal a la actividad fosfatasa.

B) Método Morfoldgico: Microscopia Electronica de
Barrido (MEB) y Transmision (MET)

Las células dseas cultivadas se sembraron en un tubo
Leighton a 20.000 célulasicm.? durante 10 dias, se fija-
ron con glutaraldehido a 2,5% en tampo6n cacodilato
0,15 M (pH 7,2) y tras lavado con el mismo tampodn, se
realizo la postfijacion con tetradxido de Osmio a 1%. La
deshidratacion se llevd a cabo con concentraciones de-
crecientes de alcohol y acetona antes del punto critico de
secado, seguidamente fueron cubiertas con oro y exami-
nadas fotografiadas usando un microscopio electronico
de barrido JEOL JSM-6100 a 15 kV.

Para el estudio con MET, las células cultivadas fue-
ron centrifugadas a 1000 rpm durante 10 minutos, y €l
sedimento obtenido se fij6 con glutaraldehido al 2,5%,
la postfijacion se llevd a cabo con tetradxido de Osmio &
1%. Seguidamente las muestras fueron deshidratas con
alcohol e incluidas en Epon. Las secciones ultrafinas

Figura 4. Imagen con MEB muestra numerosas microvellosi-
dades de la célula. (4.500 X).

montadas sobre regjillas de cobre fueron examinadas con
un microscopio electrénico Zeiss EM 109.

RESULTADOS

Las células obtenidas a partir de los explantes
tanto animales (OC) como humano (OH) crecieron

uv,a e
é e

Figura 5. Imagen con MET donde se muestran caracteristicas
propias del osteoblasto; flecha negra: reticulo endoplasmético
rugoso; cabeza de flecha: mitocondrias; flecha blanca: fibras
colagenas (7000 X).
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Figura 6. Imagen con MF: Abundantes contactos intercelulares
(cabeza de fecha) y division celular (flecha). (200 X).

en general rapidamente en las placas de Petri, no
influyendo el diametro de los poros de las mallas
utilizadas.

Con MF se observd que las células emigraron
desde la superficie Gsea de los explantes, observan-
dose a los 7 dias (Fig. 2), frecuentes células dis-
puestas de forma dispersay adheridas a fondo de
la placa mostrando una morfologia heterogénea bi
o tripolar, con nacleo central ovalado y con uno o
dos nucléolos patentes, asi como extensas proyec-
ciones citoplasmaticas (Fig. 3A-B), con microvello-
sidades en toda la superficie de la célula (Fig. 4).

Los estudios con microscopia electronica de
transmision (MET) (Fig. 5) mostraron las caracte-
risticas propias de estas células como son: promi-
nente reticulo endoplasmatico rugoso, un activo y
bien desarrollado aparato de Golgi, numerosas mi-
tocondrias y vacuolas dispersas, €l nicleo excéntrico
con uno o dos nucléolos. Este aspecto fue similar
para los OC y los OH, tanto en su forma aislada
como cuando més tarde las células fueron con-
fluentes.

Figura 8. Orientacion del cultivo conflljente: A) imagen
con MF, 200 X; B) imagen con MEB, 270 X.
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Figura 7. Imagen con MF: Cultivo confluente y cambios mor-
folégicos en las células. (200 X).

A los 15 dias, la presencia de conexiones a tra-
vés de estas proyecciones de la superficie celular,
revela la abundancia de contactos intercelulares
existentes entre las células orientadas de forma pa-
ralela (Fig. 6).

A los 20-30 dias, se observd la confluencia de
este tipo de células, mostrando en este periodo tina
morfologia mas poligonal o incluso redondeada
disminuyendo la longitud de las prolongaciones ci-
toplasméticas (Fig. 7), manteniéndose las conexio-
nes entre ellas con tendencia a una orientacion en
una misma direccién (Fig. 8A), como también se
pudo observar con MEB (Fig. 8B).

Con las poblaciones celulares obtenidas en €l
primer subcultivo se procedié de nuevo a la identifi-
cacién de las mismas mediante MF, MEB, MET y la
determinacion colorimétrica para fosfatasa alcalina.

Estas células mostraron por el método colorimé-
trico una alta actividad para la fosfatasa alcalina,
durante todo el periodo del estudio (3 meses), con-
firmando el fenotipo osteobléastico de las mismas.
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DISCUSION

Hoy dia podemos recurrir a tres modelos para
[levar a cabo estos estudios: cultivos de calota fetal,
cultivo de hueso humano normal y lineas celulares
establecidas procedentes de sarcomas, etc. Cada
procedimiento tiene sus ventajas e inconvenientes
(mezcla de poblaciones celulares, cambios del fun-
cionamiento celular, potencial de crecimiento va-
riable, etc.).

Desde las primeras descripciones de cultivos de
células dseas, se han centrado los esfuerzos en esta-
blecer las condiciones adecuadas «in vitro», para la
completa expresion y mantenimiento dd fenotipo
osteoblastico. Asi pues, unavez que e cultivo 6seo
estd establecido, la caracterizacion de las células se
convierte en esencial para posteriores estudios.
Unicamente por la morfologia de las células culti-
vadas no se pueden diferenciar entre varias células
mesenquimales, por ejemplo, osteoblastos, condro-
citos y fibroblastos. Por esta razén, se han emplea-
do para establecer la exacta naturaleza de las
células Gseas cultivadas la microscopia €electronica
de transmision y barrido, métodos histoquimicos
(determinacion de la actividad de la fosfatasa alca-
lina), inmunocitoquimica para colageno tipos I-11,
cuantificacion de la produccidon de osteocalcina,
respuesta a PTH, etc. (2, 3, 6-9, 11, 12, 22, 23,
25,27,29,30).

El método de aislamiento utilizado en este tra-
bajo, se basa en la cuidadosa diseccion de tejido
0se0 esponjoso retirando hueso cortical y periostio,
asi como en la capacidad de migracion, desde los
explantes, y de adhesion de los osteoblastos sobre
determinadas superficies (cristal, polimeros, etc.)
(5, 32) sin precisar suplementar el medio de culti-
vo con &acido ascOrbico como ocurre con las técni-
cas descritas por Ecarot-Charrier et al. (1983)
(11) y Ecarot-Charrier et a. (1988) (12). La eli-
minacion de las células no adherentes de la médula

Osea se ha realizado con sucesivos lavados y cam-
bios del medio de cultivo, con lo que evitariamos
las alteraciones celulares descritas con procedi-
mientos de tipo enzimatico con colagenasa (1, 14).
Una vez obtenido éstos son cultivados en medios
adecuados para su multiplicacion y diferenciacion.

No hemos observado efectos adversos sobre el
potencial mitético de las células con la aplicacion de
Tripsina-EDTA sobre las células, tal como describe
Masquelier y cols. (1990) (13), pues los subcultivos
realizados después de su aplicacion, presentaron un
crecimiento similar que antes de su aplicacion.

En cuanto a las técnicas aplicadas para la iden-
tificacion han consistido en: la observacion de su
aspecto morfolégico en cultivos a baja densidad y
confluentes utilizando la microscopia de contraste
de fase, microscopia electrénica de transmision y
barrido y el estudio de la actividad de fosfatasa al-
calina por técnicas colorimétricas, demostrando la
caracterizacion fenotipica osteoblastica durante to-
do el periodo de cultivo. Los resultados de las ob-
servaciones morfolégicas tanto a baga densidad
como en confluencia coinciden con los autores con-
sultados (13, 15, 24, 27, 32-35), no encontrando
diferencias sustanciales entre ambos tipos de célu-
las OC y OH.

Considerarnos este método de gran interés para
el amplio campo de la investigacion en ortopedia,
pues el disponer de células éseas en cultivo, y en
concreto osteoblastos, en unas condiciones precisas
fisico-quimicas y nutricionales, constituye un mé-
todo atil permitiéndonos el estudio de las funciones
y los factores que regulan su crecimiento, el efecto
de determinados farmacos, € estudio de la fisiopa
tologia de las enfermedades Oseas, asi como el
comportamiento de las mismas frente a diferentes
biomateriales, linea de trabajo que seguimos ac-
tualmente en nuestro centro.
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