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1. EL HUESO. ANATOMIA Y FISIOLOGIA

El tejido 6seo es una variedad especial de tejaiguativo que estd compuesto
por células y sustancia intercelular (Figura 1LB).caracteristica que lo distingue es la
mineralizacion de su sustancia intercelular, lo tuémparte gran dureza y lo hace
capaz de proporcionar sostén y proteccion. Adedesempefia un importante papel en
la regulacion de la calcemia.

A Fig. 1. 1.
N Representacion
4 A - esquematica de los
Mesen-’:hyme | L Osteblasts ‘ Ostezﬁytes Componentes ()SGOS
fireee. LmiacH el onsmEes Tomado de Gartner
Hiatt *.

1.1. ESTRUCTURA

Los huesos son organos del sistema esquelétiaamg el resto de los 6rganos,
estdn compuestos de varios tejidos: tejido 6saos dejidos conjuntivos de varias
clases (hematopoyético, adiposo), vasos sanguimewsjos y cartilago hialino o
fibrocartilago. La capacidad de los huesos parampsiar su funcién esquelética se
debe a los tejidos 6seo y cartilagindso

Macroscépicamente el hueso puede dividirse en ana pxterna denominada
cortical, o hueso compacto, que representa el 7€1%othl del esqueleto, y una parte
interna, denominada trabecular o esponjoso (Figjta Dicha estructura permite una
funcion mecanica éptima con un peso minimo.

Estructuralmente se distinguen 2 tipos de tejideodgrimitivo y adulto. El
primero, también denominado fibroso, embrionaraialf inmaduro o reticular, esta
formado por fibras colagenas orientadas en fasidduiegulares, de forma anarquica, y
tiene menor capacidad de carga, con osteocitosagermamarno y niumero. Es el tejido
del recién nacido, formado por osificacion encohdrenembranosa; o el que aparece
cuando se forma tejido 6seo rapidamente en un gwogatolégico (metastasis
osteoblasticas, enfermedad de Paget, etc) o figalo(callo de fractura, zonas de
crecimiento). Este tejido sera sustituido por tefdeo adulto, también conocido como
laminar, secundario o maduro.
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El tejido 6seo adulto esta formado por laminillaksadas, cada una de
cuales contiene fibras de colag dispuestas en una misma direccion, aunque distl
la de las laminillas adyacentes. Segun la orgaidzade las laminillas podem:
distinguir 2 variedades: tejido 6seo adulto espamjp compacto (que definen el hu
trabecular y el hueso cortical) iguras 1.2 y 1.3). Ambos presentan los mis
elementos, pero diferente estructura y funcion.rugsiralmente, el &90% del
volumen cortical esta calcificado -25% de volumen trabecular, que tiene me
superficie que el hueso cortical); mientras quncionalmente el hueso cortical tie
una misién mecanica y protectora, en tanto queelldueso trabecular es metabd

Lamela ﬁ/—

Osteocito

Osteona haversiana

Lamelas
circunferenciales

Lamelas

(b)

A
Laguna
Canaliculo

Canal central
de la osteona

Vasos sanguineos que

contienen la médula ésea

Hueso esponjoso
Osteona

Fibras de %\
Sharpey
Hueso
compacto

Vaso sanguineo

del periosteo ; Canal central de osteona
Periosteo — g (canal haversiano)

Canales de Volkmann

Vaso sanguineo

(a) (c) L

Figs. 1.2 y 1.3A la izquierda,esquema de la morfologia macroscépica del huesgacto y
esponjoso. A la derecha, estructura microscopica del huesoticalk (a) esquem:
tridimensional del hueso compacto mostrando susdad@s estructurales (sisternr
haversianos); (b) corte de un sistema haversiammdd se muestra la situacion de
osteocitos dentrale las lagunas; y (c) fotomicrografia de un sisteln@ersiano complet
Tomada de Fridez y cdls

1.2. COMPOSICION

El hueso esta formado principalmente por matriadseganica dnorganica),
células y agua.

1.2.1 Matriz 6sea

La matriz 6sea es la responsable de las propiedaidesecanicas del tejic
0seo, de tal manera que el hueso esponjoso sengrecu@neralizado en alrededor
un 99.2 % y el cortical en un 99.9 %. La nrz ésea no mineralizada recibe el norr
de osteoide y representa menos del 1.0 % del veluotal, pudiendo observarse
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forma de ribetes de unos Lfn de espesor revistiendo algunas trabéculas y adesd
intracorticales. El periodo de latencia entre gla#to del osteoide y su mineralizacion
oscila entre unos 10 y 20 dias.

La mineralizacion se inicia en la interfaz entre adteoide y el hueso
preexistente y avanza hacia la superficie a loolagy un plano de barrido de 2 au®
de espesor que se denomina frente de mineralizadidmedida que este frente se
desplaza, va dejando tras de si una matriz 6seeralitada en forma de cristales de
hidroxiapatita. La matriz ésea esta conformadaysa fraccion organica, cuyo peso
representa alrededor de un 25.0 %, y una fracoidmganica que equivale a un 75.0 %.

1.2.2.1 Fraccién organica

La matriz organica del hueso se parece a la ndgtiejido fibroso denso, como
son los cartilagos articulares. Esta formada plgemo, principalmente del tipo I, con
pequefias cantidades del tipo V y XIl, constituyeadd®0 por ciento de la matriz orga-
nica (Figura 1.3). El 10 por ciento restante esten&do por glicoproteinas no colagenas
y otras sustancias especificas del hueso. Dotaesohde su forma y contribuye a la
capacidad de resistencia a la traccion, mientraslguraccion inorganica o mineral
contribuye a la resistencia a la compresion.

Fig. 1.4.Imagen de la disposicion de
las fibras de coladgeno mediante luz
polarizada. En el hueso maduro las
fiboras de coladgeno se disponen en
laminas paralelas. Tomada de Gurley
y cols”.

Lo que se conoce como sustancia interfibrilar, &nar fundamental da
cohesion a las fibras de colageno y represent@tel® la sustancia organica. Esta
formada por precursores del colageno, mucoprotelipados en escasa proporcion y
mucopolisacaridos. Estos son la fraccion mas inaptet incluyendo acido hialuronico,
condroitin sulfato y queratdn sulfato. Los mucagadaridos son moléculas muy
hidrofilas con grupos carboxilicos en su composiciolianiones y grupos sulfato, lo
gue hace que presenten apetencia por iones calcio.

Finalmente, en el sistema lamino-canalicular (158f)bebiendo las fibras de
colageno, los mucopolisacaridos y los cristalesenailes (85%), se encuentra el agua
intersticial, cuya cantidad varia en relacion is@ea la mineralizacion y al grado de
polimerizacién de de los mucopolisacaridos.
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1.2.2.2 Fraccién inorganica

La fraccidn inorganica o mineral de la matriz égealiza dos funciones
esenciales: sirve de reserva de iones y confieneiedo la mayor parte de su rigidez y
resistencia. Aproximadamente el 90% del calciocderpo, el 85% del fésforo y entre
un 40 y un 60% del total del sodio y magnesio dekpo se encuentra en los cristales
minerales 6seos, que suponen cerca de dos teddipgesb seco total del hueso a modo
de pequefios cristales en forma de agujas, plaisastgncillos alrededor de las fibras de
coldgeno. Quimicamente se trata de hidroxiapa@&@o(POs)s(OH),), aunque no de
forma pura sino como otros constituyentes (carlmyratrato, magnesio, sodio, flior y
estroncio). También existe una pequefia proporcrcittatos, sodio, magnesio y
hierro. El principal componente es el fosfato @@diormando la hidroxiapatita. Entre
los cristales existen espacios ocupados por muisapélidos, iones y agua intersticial,
si bien fuera de los cristales existe una capaa(garbonato, magnesio, sodio, citrato,
etc) y por fuera de esta capa de hidrataciéon, tamcambio idnico entre el cristal y el
agua.

1.2.2. Células 6seas

Existen 4 tipos celulares que se asocian con @&lota)seo: las células de
revestimiento 0seo u osteoprogenitoras, el ostetmhlael osteocito y el osteoclasto
(Figura 1.5). Este ultimo es el unico de los 44dipelulares que tiene su origen en una
linea celular diferente, mientras que el resto ponedonsiderarse como una forma
modulada del mismo tipo celular.

1.2.2.1. Osteoblastos

El osteoblasto es la célula diferenciada formadimaueso que se encarga de
sintetizar la matriz 6sea. Secreta colageno y $éasgia fundamental que constituye el
hueso inicial no mineralizado u osteoide. Tambiartigpa en la calcificacion de la
matriz. El proceso de calcificacién parece seriadic por los osteoblastos mediante la
secrecion hacia la matriz de pequefias vesiculascrals (50-250 nm) que estan
limitadas por una membrana. Estas vesiculas sas eo fosfatasa alcalina, que se
secreta so6lo durante el periodo en el que la cphalduce matriz 6sea.

Los osteoblastos tienen forma cuboide o poliéddehido a su distribucion
monoestratificada en la superficie donde se estddiodo hueso. Como la matriz recién
sintetizada no se calcifica de inmediato, apenasiseen comparacion con la matriz
madura mineralizada. Su citoplasma es marcadanbastiilo y el aparato de Golgi,
debido a su tamarfio, a veces se ve como un areaatadedor del nacleo. Con el
microscopio electrénico se identificas prolongaemnitoplasmaticas muy delgadas que
atraviesan el osteoide producido por ellos a ®deltor y que se unen a prolongaciones
de células similares por medio de nexos (maculaanmumicans) que sirven de
comunicacion.
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1.2.2.2. Osteocitos

El osteocito es la célula 6sea madura encargddaatgenimiento de la matriz.
Se encuentra rodeado por ésta, que antes sinte&tind osteoblasto; es decir, que el
osteocito es un osteoblasto transformado. Posempkidad de sintetizar, asi como de
reabsorber, matriz 0sea, contribuyendo a la horasisstiel calcio sérico. La muerte de
los osteocitos por traumatismos o envejecimientalaretrae como consecuencia la
reabsorcion de la matriz por accién de los ostetm$a seguida por reparacion o
remodelacion del tejido 6seo debido a la actividadbs osteoblastos.

Cada osteocito ocupa un espacio (laguna u ostéoptage se amolda a la forma
lenticular de la célula. Los osteocitos extiendes grolongaciones citoplasmaticas a
través de finos tuneles o canaliculos en la matdza entrar en contacto con
prolongaciones de células vecinas por medio denés®s 0 maculae comunicans. El
osteocito es tipicamente mas pequefio debido a dasascantidad de citoplasma
perinuclear.

1.2.2.3. Células osteoprogenitoras

La célula osteoprogenitora suele considerarse agracélula de reposo, latente
o de reserva, que puede ser estimulada para trar@sB® en un osteoblasto e iniciar la
sintesis de matriz 6sea. Se las encuentra en &fwigp 6sea durante el crecimiento
normal y en los adultos durante la remodelaciéra.68stas células comprenden la
poblacion celular de la capa mas interna (profu@a)eriostio, las células enddsticas
qgue rodean la cavidad medular y las células destieviento de los conductos de
Havers y de Volkmann. Poseen la capacidad de dseidi proliferar. En los huesos en
crecimiento, estas células aparecen aplanadastigen un nicleo alargado u ovoide
palido y un citoplasma acidofilo, ligeramente bdedf poco visible. En las
fotomicrografias electrénicas se aprecian cistedsgeticulo endoplasméatico rugoso
(RER), ribosomas libres, un aparato de Golgi pegugi otras organelas. La
estimulacién de la célula osteoprogenitora la faansa en una célula secretora mas
activa: el osteoblasto.

En el adulto, en quien no se esta produciendo detacion de los huesos, las
superficies Gseas se hallan revestidas por una dapeélulas muy aplanadas con
citoplasma muy delgado y escasas organelas maslalla zona perinuclear. Estas
células, que se denominan de revestimiento &sen, asw@logas a las células
osteoprogenitoras, aunque es probable que se d¢remuem una fase mas latente que
aquéllas en las zonas donde se esta produciendmeto 0seo.

1.2.2.4. Osteoclastos

El osteoclasto es una célula multinucleada grang@ éuncién es reabsorber
tejido 6éseo. Se originan a partir de monocitos guaten sus multiples nucleos por
varias replicaciones del DNA vy divisiones nucleasiesdivision del citoplasma, o bien
por la fusibn de muchos monocitos. Cuando estanoaatiescansan directamente sobre
la superficie 6sea donde se producira la reabsor€iomo resultado de su actividad se
forma en el hueso inmediatamente por debajo delookisto una excavacion poco
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profunda llamada laguna de Howship o laguna desmraldn. La célula no es evidente
por su tamafio sino también por su marcada eosaofil

La zona de la célula en contacto directo con estiymiede dividirse en dos
partes: 1) una region central que contiene muatyggegues de la membrana plasmatica
a la manera de microvellosidades y recibe el nonderdborde desflecado o borde
festoneado y 2) un perimetro de citoplasma anukmam la llamada zona clara, que
delimita mas o menos el area de hueso que seeastsorbiendo.

Fig. 1.5.A) Osteoblastos sobre un ribete de osteoide. Eloidt se observa como un material
finamente fibrilar decolor gris, por debajo del cual se sitia el hueso milieado en color
negro. Tomada de Ross y cblsB) Osteocitos aislados por inmunofluorescenciamada de
Klein y cols.>.C) Imagen de microscopia electrénica de un ostsbalen funcion resortivaa(

= borde rugoso,b = zona de selladoc = membrana basal yd = dominio secretorio
funcionante). Tomada de Kalervo y cbls

1.3. BIOMECANICA

El hueso posee una resistencia a la tension similardel hierro, pero es tres
veces mas ligero y diez veces mas flexible. El eleo se adapta a su funcion
especifica en el organismo tanto con respecto @sfiguracion como a su estructura
microscoépica. La naturaleza suele seguir, en gerlarkey del minimo, de tal manera
gue las funciones mecanicas de carga y de protesei@onsiguen con el minimo peso
y la maxima eficacia.

Las distintas cargas que actuan sobre los huesdossdqueleto se encuentran
relacionadas con las diversas actividades del ishglby tanto compresivas, como de
traccion o de cizallamiento. El hueso esponjodeajeaprincipalmente a compresion, en
cambio, el hueso cortical debe soportar fuerzasod®resion, traccién y cizallamiento.
En lineas generales, la fase mineral del huesoriéete su resistencia a la compresion
y cizallamiento, mientras que el colageno le projpora su resistencia a la traccion.

El hueso responde con un patrén caracteristice &ukxzas aplicadas sobre su
superficie, el que depende del tipo de fuerza,idadsarquitectura y composicién del
tejido. La primera fase es eléstica y genera ufiameacion temporal que se mantiene
mientras actla la fuerza, para luego recuperasrsuef original. Si la fuerza aumenta, se
entra en una fase plastica y el hueso, aunque agee parcialmente, queda
deformado. Por ultimo, cuando la fuerza aplicadaugrior a la resistencia del tejido
se produce la fractura.
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Los huesos largos, formados fundamentalmente jido teortical, son elasticos

y poco plasticos, por lo que su resistencia es mayando la fuerza se aplica de

manera vertical al sentido de la carga. Cuandadezh actia de forma oblicua la fase
plastica se acorta y el hueso se fractura con nrapadtez. En los huesos integrados por
tejido esponjoso, la resistencia es mayor cuandigelza se aplica a lo largo de su eje
vertical. Estos huesos, al ser menos densos, ssipldsticos y menos elasticos, por lo

gue pueden resistir deformaciones mayores. Enuesds esponjosos las fracturas se
producen con variaciones de longitud de alrededarrd7 %, en cambio, en los huesos
corticales bastan modificaciones de alrededor d& %n

1.3.1. Biomecanica del hueso esponjoso

El hueso esponjoso se caracteriza por poseer tm&tagsa porosa que se mide
mediante la densidad aparente o estructural. Rfm@entiar ésta de la densidad de la
matriz mineralizada se debe descontar el volumdnsiporos de la masa total. De esta
forma, la densidad aparente es directamente priopaica la porosidad del hueso. El
aumento del area ocupada por los poros implicadisrainucion de las propiedades
mecanicas del hueso. Por otra parte, la estrudirdejido esponjoso se adapta a la
funcién particular de cada hueso. Asi, un hueso mesistente a las solicitaciones en
flexion es el mas adecuado para la absorcién degiende impactos, en cambio, en
areas como la epifisis proximal de la tibia, el dmueesponjoso presenta mayor
resistencia a las solicitaciones en carga axial.

1.3.2. Biomecanica del hueso cortical

El hueso cortical es altamente anisotrépico, paue su resistencia depende de
la orientacion de la carga respecto a la direcd@®fas osteonas. Ademas, en los huesos
largos se admite la existencia de un isotropis@auustrersal cuya direccion de referencia
es determinada por su eje longitudinal. De estaenaara resistencia del hueso cortical
depende de la direccién y forma en que se apliaancargas, de modo tal que la
resistencia a la compresion es mayor que a laidraen todas las direcciones. La
resistencia a la torsién suele tener un valor gepxdmadamente, un tercio de la
correspondiente a la compresion.

La patrticular distribucion del tejido 6seo cortiem los huesos minimiza las
tensiones generadas por las cargas fisiolégicaglgben soportar. De esta forma, una
estructura tubular como la diafisis femoral es lasnadecuada para enfrentar las
solicitaciones en compresion, traccion, flexion orsidn, en cambio, la seccién
triangular de la diéfisis tibial es 6ptima paraabsr las solicitaciones en flexion en el
plano sagital, que predominan durante la marcha.
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1.4. DINAMICA DEL TEJIDO OSEO

El tejido 6seo es un tejido muy dinamico, sometidprocesos tales como el
crecimiento (que en longitud depende del cartildgarecimiento, entre la epifisis y la
metéfisis (Figuras 1.6), el modelado, el remodelatioreparacion (Figuras 1.7).
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Figs. 1.6 y 1.7En los huesos largos, la longitud supera ampliamemtlas otras dos dimensiones y
presentan un cuerpo o diafisis y dos extremidadepifisis. La parte de la epifisis que esta en aciot
con la diéfisis se llama metafisis y se extiendaldeel limite diafisario hasta la linea epifisarurante

el crecimiento, entre la metafisis y la epifisissi@a la fisis. A la derecha se representan laz$ade la
remodelacion 6sea (Fase resortiva: activacion de Msteoclastos; fase de inversion o cambio:
proliferacion y diferenciacion local de células tesprogenitoras a osteoblastos; fase formativa: los
osteoblastos forman nueva matriz 0sea; y fase deatlso: los osteoblastos maduran a osteocitos
diferenciados). Tomada de Hills y cdls

1.4.1. Crecimiento 6seo

El crecimiento 6seo se inicia en la vida embriangrcontinda hasta la pubertad
por medio de la adicidon de hueso nuevo a la cafesdria de la placa de crecimiento o
fisis, que es una estructura con forma de discosgutcaliza entre la epifisis y la
diafisis. Su region central esta constituida potilego hialino, en el que se diferencian
cuatro capas: zona germinal, proliferativa, deileaa hipertréfico y de cartilago
calcificado.

La region periférica de la placa de crecimienta@leeomina zona de Ranvier y
corresponde a un anillo de seccidn triangular  lex$erna que rodea la region central
de la fisis. Esta zona se encuentra constituidac@loitas inmaduras con diferenciacion
condroblastica y osteoblastica. Las primeras dmunggn al crecimiento circunferencial
de la placa de crecimiento y las segundas colalmmarml incremento longitudinal de la
cortical diafisaria.



Efecto de la implantacién de células meséquimadetejiloadiposo diferenciadas a osteoblastos
en la reparacion de defectos cavitarios del féntuue modelo experimental ovino INTRODUCCION

El crecimiento del espesor del hueso se obtieneiamied la aposicion
concéntrica subperiéstica de tejido 0seo. Las agldé la capa mas interna del periostio
se diferencian en osteoblastos que depositan hams®@ la superficie externa de la
cortical diafisaria, a través de una osificaciorntige intramembranoso. El crecimiento
0seo depende de factores genéticos y, ademasfl@slanpor factores sistémicos
(hormonales) y locales (de tipo mecanico y nerjioso

1.4.2. Modelado 6seo

En las metéfisis, el crecimiento 0seo se asocamanienos de reabsorcion en la
superficie externa y de formacién ésea en la iatemmentras que en las diafisis ocurre
lo contrario. Este proceso se denomina modelado gspermite que los distintos
huesos conserven su forma durante el crecimierambién permite la renovacion
constante del esqueleto.

El modelado esta programado genéticamente, pepoobable que los factores
mecanicos locales también influyan sobre el mis8w.considera que la tension que
ejerce el manguito periostico sobre ambos extreisess es un factor que contribuye a
que aparezcan osteoclastos sobre la superficienaxdel cono metafisario.

1.4.3. Remodelado 6seo

Un ciclo de remodelado se inicia con la aparici@ a$teoclastos sobre la
superficie 6sea que va a ser remodelada. Los ds$to®, que presentan en su
superficie de contacto con el hueso un fruncidaataristico de la membrana celular,
excavan el hueso subyacente dando lugar a imagensacabocados conocidas como
lagunas de Howship. Durante el proceso de realisol@s células se desplazan sobre el
tejido 6seo mediante movimientos de vaivén queipadrompararse con los del cepillo
de un carpintero. La superficie de reabsorcién cama osteoclasto abarca mediante
estos desplazamientos se conoce con el nombre ohnidoosteoclastico, cuya
extension es de 1,5 a 3 veces mayor que la supediiccontacto de la célula con el
hueso. La fase de reabsorcion de un ciclo de relamalelura de 1 a 3 semanas, y el
espesor de la capa de hueso que se reabsorba erttcéd 50 (en el hueso esponjoso) y
100 micras (en el hueso compacto).

En el remodelado 6seo se distingue una fase deagpona de formacion. En la
primera, de reposo o inversion y que dura de 1 serBanas, los osteoclastos son
sustituidos por células mononucleadas de citoplasoasamente tingible. Estas células
corresponden a preosteoblastos y se originan plevhahte a partir de precursores
medulares de estirpe fibroblastica. En la faseodmdcion los osteoclastos revisten la
cavidad labrada por los osteoblastos, que rellenarhueso nuevo la zona previamente
excavada. Esta fase de formacion, incluyendo pesiat® inactividad transitoria, dura
unos 3 meses (hueso trabecular y cortical).

El hueso nuevo es depositado inicialmente en fodeamatriz ésea no
mineralizada u osteoide, integrado principalmeimmieqolageno tipo | y proteoglicanos.
Los osteoblastos depositan el osteoide sobre sblhreexistente hasta formar un ribete
de 8 a 10 micras de espesor medio. Con posterihridas un periodo de latencia, el
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osteoide se mineralizara progresivamente parbudar al hueso maduro. El periodo de
tiempo que transcurre entre la formacidon de osteoig la primera fase de su
mineralizacion (mineralizacion primaria) se denamtiempo medio de retardo de la
mineralizacion y tiene una duracién de 10 a 20.diasmineralizacion primaria se
inicia en la interfase entre el osteoide y el huesoeralizado preexistente y avanza
hacia la superficie a lo largo de un plano de Harde 2 a 3 micras de espesor. Este
plano, integrado en parte por mineral amorfo, s®@aena frente de mineralizacion. A
medida que este frente se desplaza, va dejandaléras matriz 6sea mineralizada
mediante la formacién de cristales de hidroxiapatRor consiguiente, siempre que
existe mineralizacion activa, el frente se sitUieeal osteoide y el hueso mineralizado.
La mineralizacién primaria es controlada activaregmbr los osteoblastos. Mediante
este proceso el hueso nuevo alcanza en pocos wWid@®% de la maxima densidad
mineral posible.

Una vez completada la mineralizacion primaria, hekeso nuevo continua
incrementando su densidad mineral, pero a unaidaldenucho menor. Este proceso se
denomina mineralizacion secundaria, dura de 3 afemy finaliza cuando el hueso
alcanza una densidad maxima del 90 al 95%.

Un ciclo de remodelado (reabsorcion, inversion ymfacion, sin contabilizar la
mineralizacion secundaria) dura unos 4 meses. HEjuoto de osteoblastos y
osteoclastos que actlan en coordinacién para ctanple ciclo de remodelado se
denomina unidad de remodelado 6seo (bone remodetiig BRU), en tanto que el
resultado final de cada ciclo es una nueva unigtdctural ésea (bone estructural unit,
BSU) (Tabla 1.1).

En el hueso compacto o cortical, los osteoclastopartir de los canales de
Havers o de Volkmann, excavan tuneles que desmli@saran los osteoblastos para
dar lugar a nuevas BSU corticales u osteonas. B$&k tendran forma cilindrica y
estaran centradas por un nuevo canal de HaverselEhueso esponjoso, los
osteoclastos, a partir de la superficie trabecutlan lugar a excavaciones poco
profundas y de base ancha que a continuacion sgténadas con hueso nuevo por los
osteoblastos. Como resultado de este proceso s®rfam nuevas BSU trabeculares
(paquetes trabeculares, osteonas trabeculares)rdea fplanoconvexa (1 mm de
longitud, 0,6 mm de de anchura y 0,040 mm de espredio). Asi pues, el hueso esta
integrado por unidades estructurales de forma yafi@mvariables, que a modo de
ladrillos estan unidas entre si por superficiesataentacion.

Remodelado cortical Remodelado trabecular
Efecto de la reabsorcign  Cono de reabsorcion Laguna de Howship
Duracion de reabsorcign 10 dias
Duracion de inversion 15 dias 15 dias
Duracion de formacion 3 meses 4-6 meses
% hueso adulto remodelado/ dfio 4% 25%
N° unidades funcionalgs 100 800
activadas/hora
Resultado final: UNIDAO Osteona cortical o sistemal Osteonas trabeculares
ESTRUCTURAL ELEMENTAL de Havers

Tabla 1.1.Comparacion del remodelado cortical con el trabecul
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1.4.4. Reparacion o consolidacion ésea

El hueso es un Grgano unico por su capacidad ppeaar una lesiéon que afecta a
todo su espesor mediante una regeneracion completamediante la produccion de
tejido cicatricial. Las fases de consolidacién d® dractura son: el impacto y la
formacion del hematoma, la induccion, la inflamaciél callo blando, el callo duro y la
remodelacion (Figura 1.8). A medida que el procesmal de consolidacion avanza se
producen cambios en el aporte sanguineo, en ledteds oxigeno y en el movimiento
en el foco de fractura.

A

Periostio \‘

Hematoma

Hemorragia
organizado

/{ Osteoblastos
-

T

Ostaoide

Hueso hbroso

Cartilago

Fig. 1.8.Proceso de consolidacion Osea. 4 fases. 1. Fasefldenacion. 2. Fase de formacion
de caléo blando. 3. Fase de formacién de callo duto Fase de remodelacién. Tomada de
Netter®.

2. DEFECTOS PATOLOGICOS DEL HUESO

Un defecto es una carencia o imperfeccion de labdades propias de algo. En el caso
del hueso seria una falta de hueso y se podriaificda en tres grupos (tabla 1.2), teniendo en
consideracion que sus distintas caracteristicagguueombinarse entre si (Figuras 1.9-1.12).
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FORMA Y TAMANO

LOCALIZACION
ANATOMICA

TIPO DE TEJIDO OSEO

Defectos cavitarios
Defectos segmentarios

Defectos epifisarios
Defectos metafisarios

Defectos esponjosos
Defectos corticales

Defectos diafisarios
Intercales y terminales

Tabla 1.2. Clasificacion de los defectos 6seos en funciéraderina y tamafio, localizacién y

tipo de tejido 6seo afectado.

2480,

Fig. 1.9.Esquema de defectos 6seos: intercalares (cavitakio hemicortical —B-; y cortical —
C-) y terminales (hemiarticulares —D-; y articulareE y F-).

Un defecto 6seo cavitario es aquél en el que exiséeausencia localizada de
tejido 6seo que respeta la continuidad anatomichwso (Figura 1.12). Estos defectos
pueden tener origen tumoral como el quiste 6éseplsjnnfeccioso, como la osteitis;
metabolico, como el pseudoquiste hemofilico; o guusiirgico. Algunas fracturas y
pseudoartrosis también pueden comportarse comotdsféseos cavitarios.

En un defecto 6seo segmentario el defecto provoaasalucion de continuidad
anatomica del hueso. Estos defectos pueden tergEmotraumatico, como es en la
mayoria de las fracturas conminutas y en pseudsatrtumoral, en lesiones benignas
y malignas; o postquirdrgico, como son los grarakfectos 60seos encontrados en los
recambios protésicos.

El defecto 6seo esponjoso epifisario es una auseleciejido 6seo esponjoso a
nivel de la epifisis del hueso, que puede ser dgemrtumoral o postraumatico. El
defecto 6seo esponjoso metafisario es una falteudso a nivel de la metafisis, que es
un area anatomica muy rica en tejido 6seo esponj@eelen tener origen
postraumatico, como en el caso de las fracturashaadimiento trabecular, o tumoral.
El defecto 6seo cortical diafisario es la ausemg@aun fragmento de cortical de la
diafisis de un hueso largo, cuyo origen puede ssguirirgico, como en el caso de
defectos secundarios a recambios protésicos, oralmoomo en las metastasis
diafisarias.
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™

Figs. 1.10, 1.11 y 1.1Ejemplos de defectos 6seos de diferente naturdigzéa fila superior,
defecto postraumatica, tumoral, tras la resecciérias extremos 6éseos en una pseudoartrosis y
en una enfermedad de las particulas en una artsij@aotal de cadera. En la fila inferior,
ejemplo de un defecto 6seo cavitario en torno @oamillo en una prétesis total de rodilla. En

la fila inferior, ejemplo de defecto 6seo cavitayicelleno del mismo con injerto triturado
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3. SUSTITUTOS OSEOQOS

Los sustitutos 6seos son los tejidos y materialgdendos para reparar defectos
0seos con la finalidad de obtener la regenerac@uedética. Se clasifican en injertos
6seos y biomaterialésaunque pueden considerarse otros grupos, confan skers
andamiajes sintéticos, los compuestos “licon-basgdlos injertos combinados.
Idealmente debieran poseer propiedades de osteng€énesteoinduccion y
osteoconducciéon, ademas de ser biocompatiblesarcooh la capacidad de una buena
fijacion bioldgica y poder ser biorreabsorbiblesr Hjacion bioldégica entendemos el
proceso por el que un componente implantado llegstar firmemente unido al hueso
por el crecimiento de éste sobre y hacia el intat@ implante, sin la utilizacion del
cemento 6sed. También deben tener una estructura similar @llégeso sano, deben
ser faciles de usar y contar con una relacion duesteficio favorable.

Historicamente, el primero que usé un sustitutohdedso fue Von Meek eren.
Durante el siglo XX el material mas utilizado fugn embargo, el injerto 6seo
autdgeno, que en las Ultimas décadas ha cedidmtesa favor del alogénico y de los
andamiajes sintéticos. En la actualidad, si bien existen muchos susstdseos, el
fundamental, “gold-estandar” de todos, sigue siezldajerto autélogo de cresta iliaca
(Tablas 1.3y 1.4).

SUSTITUTOS OSEOS CARACTERISTICAS
Osteogénesis - Aspirado de médula ésea
Osteoinduccién - Matriz 6sea desmineralizada

- Proteinas morfogenéticas
- Factores de crecimiento
- Terapia génica

Osteoconduccion - Sulfato calcico
- Cemento de fosfato calcico
- Ceramicas
- Colageno
Injertos compuestos - Eglr;nt]:ier:%:;memos Tabla 1.3. Propiedades de
algunossustitutos 6seos.
TIPO INJERTO | OSTEOGENESIS | OSTEOINDUCCION | OSTEOCONDUCCION
Hueso Autélogo 2 2 3
Biomateriales | DBM 0 2 1
Colageno 0 0 2
Ceramicas TCP 0 0 1
HA 0 0 1
CPC 2 2 3
Injertos B-TCP/BMA - 3 -
combinados | BMP/compue
stos sintéticos

Tabla 1.4. Propiedades de diferentes tipos de sustitutos OS@BM: matriz dsea
desmineralizada. TCP: Fostato tricalcico. BMA: Asgio de médula ésea. BMP: Proteinas
morfogéneticas. CPC: Cemento de fosfato célcicon@da. 3 = excelente).
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3.1. INJERTOS OSEOS

Un injerto 6seo es un fragmento de tejido 6seo sgieimplanta con fines
reparativos o estéticos. El ideal es el procedéektenismo individuo en el que se va a
implantar, debido a que cuenta con las tres pragiesl basicas para la regeneracion
dsea: osteogénesis, osteoinduccion y osteocondiiédibabla 1.5).

INJERTO OSEO | RESISTENCIA |OSTEOGENESIS|OSTEOINDUCCION | OSTEOCONDUCCION
ESTRUCTURAL
Auto6logo
Esponjoso No +++ +++ +++
Cortical +++ ++ ++ ++
Alogénico
Esponjosa No No + ++
Congelado
Esponjosa No No + ++
Liofilizado
Cortical +++ No No +
congelado
Cortical + No No +
liofilizado

Tabla 1.5.Propiedades de diferentes tipos de injertos autddogaloinjertos.

3.1.1. Autoinjerto o injerto autélogo

Un autoinjerto es el injerto extraido de una pdetesqueleto y transferido a
otra localizacién en el mismo individdd Como ya hemos dicho, es el “gold estandar”
de los sustitutos 0seos, aportando O6ptimas propésdaosteoconductivas,
osteoinductivas y osteogénicas (Figuras 1.13 y)1Ademas, es histocompatible y no
inmundgeno, no transmite enfermedades y normalnseniiecorpora bien en el sitio del
injerto. Las desventajas con las que se asocisssomlumen limitado, el tiempo de
intervencion quirdrgica (que alarga), la pérdidenftca y la disrupcion temporal de la
estructura normal de la zona donante, ademas a®faglicaciones que puede deparar
(Tabla 1-6). Otra limitacion a su uso es la edaldsyantecedentes del donante, no
pudiendo obtenerse de nifios, ancianos o paciemtesniermedades malignas.

La localizacion mas frecuente y accesible de d@edebtiene un autoinjerto es
la cresta iliaca. También podria obtenerse debia,tdel peroné, del olecranon, del
radio distal o de las costillas. En la cresta dizona donante suele ser la anterior o la
posterior, de donde se podrian extraer cantidades1#,87 ml y 30,31ml,
respectivamente. En un 8,5-20% los pacientes prsenmplicaciones*.

Fig. 1.13. Autoinjerto esponjoso
de cresta iliaca empleado como

aporte biologico en
pseudoartrosis en  transporte
0seo.
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Fig. 1.14. Secuencia de
incorporacion de un
autoinjerto estructural en
la reconstruccion de un
defecto 6seo creado por
la reseccion del primer
metatarsiano  por un
tumor 6seo.

- Infeccion superficial
MENORES | - Seroma

- Hematoma

- Hernia abdominal
MAYORES | - Complicacion vascular y/o nerviosa Tabla 1.6.

- Infeccion profunda Complicaciones de la
- Hematoma profundo toma de autoinjertos

3.1.2. Homoinjerto o aloinjerto

Un homoinjerto o aloinjerto es un tejido trasplaataentre miembros
genéticamente no idénticos de la misma especige puede obtener de donantes vivos,
como en el caso de las cabezas femorales extraidéss artroplastias de cadera, de
donantes multiorganicos o de donantes de tejidossi@uyen la primera alternativa
como sustituto 6seo y, por este motivo, su usoasadrementado en 15 veces en la
pasada década, suponiendo en la actualidad uo tbedios sustitutos 6seos utilizados
en los Estados Unidos, donde la FDA lo considenmocdejido para transplantar
utilizado sin aditivos *°>. Con este fin se mantiene en establecimientosejigos
(Figuras 1.15y 1.16).

Fig. 1.15.Establecimiento de tejidos de la Fundacion Cliri@a Francisco, en Ledn.

La conservacion de un homoinjerto se hace por alifes métodos: de
congelacion, criopreservacion o liofilizacion; yeple ser fresco, congelado o procesado
alternativamente para minimizar la posible resugshundgena a la que se expondria
al huésped al que se implanta el material. Tampigede clasificarse en cortical o
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esponjoso (Figuras 1.17 y 1.18). El homoinjertedoese utiliza menos frecuentemente
gue el procesado por la dificultad para realizacetening de enfermedades.

El riesgo de transmisién de enfermedades con agerescos y la dificultad
para su almacenamiento y distribucién, ha genadizel uso de injertos frescos-
congelados vy liofilizados, con propiedades fundaaierente de osteoconduccion,
aungue también conservan un numero variable deeipest osteoinductivas. Estas
propiedades osteoinductivas varian de acuerdgoalde injerto y al procesamiento
utilizado en su preparacion, esterilizacion y alemarniento.

Las ventajas de los homoinjertos incluyen su angpiponibilidad, que depende
de la oferta de los bancos de tejidos, su reducidanogenicidad y su buena tolerancia
por parte del receptor. Entre sus inconvenientesitae el comportamiento biolégico
inferior al del autoinjerto 6seo, su elevado caktananutencion, el riesgo de infeccion,
una mayor incidencia de fracturas y la posibilidied transmision de enfermedades
(SIDA, hepatitis, leucemia, tuberculosis, sifilincer, encefalopatia de Creutzfeldt-
Jakob, etc).

En relacion con la incorporacion del aloinjert@stjueleto del huésped donde se
trasplanta, el proceso comienza con una osteocoiftu@asiva, a la que sigue la
formacion 6sea estimulada por las sustancias oshactioras. Los injertos corticales se
incorporan por trepacion-sustitucion a través de mpoceso de formacion
intramembranosa en las uniones corticales (Figtdr@)1EI injerto cortical finaliza con
una exposicibn medular al canal que se incorporaopiicacion endocondral. Este
proceso crea una estructura con una fortaleza ,déjie es reabsorbida vy,
posteriormente, convertida en hueso nuevo. Ena&stetrel injerto medular se incorpora
exclusivamente por formacion encondral, permitieladfmrmacion de hueso dentro del
marco osteoconductivo, aportando fortaleza desgeralipio *°.

Finalmente, en cuanto a los métodos de esteriima@ara erradicar la
posibilidad de la presencia de bacterias, hongesug, para disminuir a la minima
expresion el riesgo de su transmision, lo que seaifta mediante screening para el
VIH-1, VIH-2, VHC, VHB, HTLV-I, HTLV-II, sifilis y citomegalovirus'’, existen dos
fundamentales: mediante radiacion gamma o con Gdéetileno. El primero ofrece
mejores efectos sobre la actividad mecanica, perap el 6xido de etileno, afecta a las
propiedades osteoinductivas del huésdEs el método de esterilizacién que se utiliza
con mas frecuencia y su objetivo es la obtencidtefildos que posean un aceptable
margen de seguridad y cambios minimos en su astaugt comportamiento. No
obstante, como ya dijimos, disminuye las propiedadssteoinductivas y las
caracteristicas biomecéanicas del tejido. El segumatodo se desaconseja por la
toxicidad de sus residuos.

Fig. 1.16.Secuencia de triturado de homoinjertos de cabezasfales.
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Fig. 1.17. Homoinjerto triturado (A) y estructural (B y C). R derecha, homoinjerto
osteocondral del extremo proximal del humero coodpsula y el manguito de los rotadores
integros.

Fig. 1.18.Secuencia de consolidacion de un homoinjerto estralcen la reconstruccion de un
defecto Oseo intercalar cortical.

3.1.3. Isoinjerto o injerto singénico

Los isoinjertos son los efectuados entre individussgénicos, es decir,
genéticamente idénticos, como es el caso de loslgemmonocigéticos idénticos.

3.1.4. Xenoinjerto o heteroinjerto

Los xenoinjertos son los injertos que se implamaine individuos de especies
diferentes™®. Son el centro de interés de muchos estudios debidue se pueden
conseguir con facilidad. Sin embargo, su capacidaninogénica, tanto de las células
como de la matriz organica, limita su utilizaciohace necesaria su desproteinizacion.

3.1.5. Injerto 6seo vascularizado

El injerto 6seo vascularizado es un injerto 6see ganserva su irrigacion
sanguinea y se implanta en el sitio receptor megiggcnicas microquirdrgicas de
anastomosis vascular. En rigor se trata de un lénatgp 6seo y habitualmente
corresponde a un autoinjerto.
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3.2. ANDAMIAJES SINTETICOS

La principal diferencia que existe entre los anagesi sintéticos y los injertos es
que los segundos aportan células a la zona reeeborla finalidad de reconstruirla y
los primeros no. Estos podemos clasificarlos etoldmables, bioinertes y bioactivos.

Los materiales biotolerables son aquéllos en las ejuhueso nuevo se forma a
distancia del implante, es decir, implante y huestédn separados por una capa de tejido
conectivo. Dentro de este grupo se encontrari@eraknto 6seo, el acero inoxidable y
las aleaciones de cromo-cobalto. El crecimientoo Ggge sucede con este tipo de
implantes se denomina osteogénesis a distanciamiatsriales bioinertes son los que
presentan una elevada estabilidad in vivo y resisiemecanica. En este grupo se
encuentran la alimina. El crecimiento que se predwan este tipo de implantes se
denomina osteogénesis por contacto. Los matermdestivos son los que presentan
propiedades osteoconductivas, con buena bioconijutth pero pobres caracteristicas
mecanicas. El crecimiento 6seo que se produce sterntipo de implante se denomina
osteogénesis de unioén, ya que el hueso crece dlagiaterial y es capaz de establecer
uniones fisicoquimicas con ¥l

3.2.1. Ceramicas

Las céramicas son materiales no metélicos e inmggnjue presentan una
estructura cristalina y se obtienen generalmentdapaplicacion de altas temperaturas y
presiones. Se clasifican en bioabsorbibles, biteser bioactivas.

3.2.1.1. Ceramicas bioabsorbibles

Las ceramicas bioabsorbibles fueron las primeratasadias sintéticas utilizadas en el
trasplante 6seo, y por eso son con las que masiexga clinica contamos. Actualmente estan
consideradas como medicamentos por la FDA, sonsetidana estricta legislacion para su
comercializacion'® (Tabla 1.7 y Figura 1.19).

TIPO PRODUCTO DE FOSFATO CASA COMERCIAL
CALCICO

Fosfato tricalcicq Mimix Biomet
sintético
Beta-tricalcio fosfato Cerasorb Curasan
Beta-tricalcio fosfato Chornos Synthes
Beta-tricalcio fosfato Vitoss Orthovita
Hidroxiapatita coralina Pro Osteon Interpore Cross
Hidroxiapatita porosa Endobon Biomet/Merck

Tabla 1.7.Ceramicas bioabsorbibles comercializadas en la @aiad.
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Fig. 1.19. Estructura macroscopica de
\J \ diferentes compuestos de fosfato célcico.
\ / ‘ Tomado de Calsiresorb Cerapatite. Les
phosphatesde calcium. Ceraver.

Las ceramicas bioabsorbibles son sustancias ostéoctivas que facilitan la
formacion Osea por este aporte de matriz, sobgei¢alas células del huésped crearian
hueso nuevo a partir de sus propios factores osteciivos'®. Si a aquéllas se le
afladieran sustancias osteoinductivas tales contoréacde crecimiento o proteinas
morfogenéticas (BMPs) se sumaria el efecto osteotnd No aportan un alto grado de
soporte estructural porque son fragiles y tienga tesistencia tensional.

Los materiales pueden comercializarse como imp@am@o0sos, N0 pPOrosos
densos o particulas granulares con poros. En c@astoporosidad, el tamafio optimo
de los poros es de 150 a 500 micrémeffdsle tal forma que, a medida que el tamafio
del poro aumenta, la fortaleza del implante disiyeén(Figura 1.20). La excepcion son
las ceramicas derivadas de materiales como lodesprias cuales presentan un poro
bioldgico interconectado en una malla.

Fig. 1.20. Estructura macropérica (100-40pm) de biomateriales de fosfato calcico. En el
centro, granulo des-TCP (x 1000) y a la derecha, detalle de su midroetura (x 2000).
Tomado de Calsiresorb Cerapatite. Les phosphateald@&m. Ceraver.

3.2.1.1.1. Fosfato célcico

Las ceramicas de fosfato calcico tienen una esiraicltamente cristalina que se
crea por calentamiento de sales minerales a tetapnaayor de 1.000° mediante el
proceso conocido como sinterizacion. Presentarangor variable de osteointegracion
basado en el tamafio de los cristales y su estegtriaysiempre mas lenta que la de los
materiales de sulfato calciéd Por cuanto respecta a su reabsorcion, todavée
demostrado en estudios en humanos. En animalesepgue el 80% del cemento se
reabsorbe en 10 semanas, con resorcion y reempéazande hueso durante 30
semanas?®??

El fosfato calcico se encuentra disponible en uren gvariedad de formas y
productos, incluyendo ceramicas, polvos y cememtas utilidad como material de
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relleno en defectos 6seos ha sido documentadaieralas de experimentacion y en
humanos 4% Aqui, fundamentalmente empleado como cementdasetilizado en
fracturas del radio dist&f?, en fracturas de mesetas de la tii#}, de calcaneos,
caderas y columnad®®* Sus propiedades mecénicas son comparables allasieso
esponjoso, con la posibilidad afiadida de podenpuarse y remodelarse en el hueso
donde se implanta. No obstante, su resistencialmisminuye después de 4 meses en
un 30-40% . Por todo, cuando se quiera utilizar para sopduenzas de torsién hay
que asociarlo a una estabilizacion rigida. Sissa Wacer uso de €l en lugares de pocas
demandas torsionales los complementos de estaldilizpodrian obviarse.

Parece que no se asocia a efectos adversos tempeandilizacion de estas
ceramicas, ni a la aparicion de reaccién inflamatde cuerpo extrafio. Los hallazgos
radiograficos muestran la persistencia de este rimaturante un periodo largo de
tiempo debido al fallo de la completa remodelacEinfosfato tricalcico que es el mas
biodegradable, aparece mas incorporado al huesmnpecompletamente del todo. Una
ventaja de este tipo de fosfato célcico absorleblgue se pega bastante bien al hueso
del huésped. Pero este tipo de ceramicas no ppsepiedades osteoinductivas, por lo
gue la union entre el hueso y el injerto se comsjgr afinidad local de los factores de
crecimiento, que sirven en el proceso de regen®@raci

3.2.1.1.2. Fosfato tricalcico

El fosfato tricalcico se presenta en bloques, doEjupolvo o en masilla,
obteniéndose por tratamiento termoquimico, conafoshmonico, dejando el fosfato
tricalcico con una estructura y porosidad simildreso medular®.

3.2.1.1.3. Hidroxiapatita

La hidroxiapatita, que se puede obtener de forntarala(bovina, coralina o
ficdgena) o sintética (ceramica o no ceramicayresapatita compuesta principalmente
por fosforo y calcio. Su férmula corresponde aofa04)s(OH),, con una relacion
calcio/fésforo de 1,67. Aunque muchos materiales ido llamados hidroxiapatita, en
realidad presentan relaciones Ca/P variables gunedga2,0 a valores tan bajos como
1,3. Para evitar estos problemas, la American 8odox Testing and Materials ha
determinado los patrones de referencia, de modaupeireza pueda ser determinada y
controlada.

El componente mineral del hueso humano incluyeosatipos de fosfatos de
calcio hidratados, siendo el mas comun la hidratiggn La hidroxiapatita del hueso es
un cristal plano de 20 a 80 nm de largo y de ZhenSle espesor, y supone el 65% de la
fraccion mineral del hueso (Figuras 1.21 y 1.23)tr& sus caracteristicas mecanicas
destacan la rigidez y la dureza, que se combinanla@lasticidad y continuidad del
colageno, principal componente organico, para darh@eso sus particulares
propiedades. Asi, los cristales de hidroxiapatitaentan la rigidez de la matriz 6sea de
modo que, sin ellos, el hueso podria doblarse xtreraa facilidad™.
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Figs. 1.21 y 1.2. Bloques vy

granulos de Pro Oste6n una

hidroxiapatita derivada del coral
con una porosidad similar a la del
tejido esponjoso humano (Pro
Osteoff 500 en el centro y hueso
esponjoso humano a la derecha).

La hidroxiapatita es biocompatible y presenta unanh capacidad de unién al
hueso, permitiendo una buena osteointegracion efil piolégico incluye una falta de
toxicidad local o sistémica, ausencia de reaccidlamatoria o reaccion de cuerpo
extrafio al aplicarse en bloques o particulas sugl&usencia de respuesta piégena. En
contra a lo que sucede con los fosfatos tricalciesgpoco soluble al ser implantada en
tejido Oseo.

Desde el punto de vista biomecéanico, las ceramilgstipo de los fosfatos
calcicos presentan una resistencia a la tensidrimpacto débil y son fragiles. Al ser
utilizadas como medio para rellenar defectos 6dadsdroxiapatita se aplica en forma
de estructuras coralinas, formadas por poros imeatados, de modo que permitan el
crecimiento del hueso del huésped hacia su intefiste relleno ha demostrado ser
capaz dlg proporcionar al implante unas caractasstie resistencia similares al hueso
normal .

Aunque existen estudios animales que sugierenabetoxiapatita puede tener
propiedades osteoinductivd§ debido su escasa formacién de hueso, al lentmgta
reabsorcién y a su elevada fragilidad, la hidroxidg no suele utilizarse de forma
aislada. Combinada con el fosfato tricalcico, mefmagil y con una reabsorcién del
95% a las 26-28 semanas en estudios animglels lugar a un compuesto de fosfato
calcico bifasico que tiene una reabsorcion masieade la hidroxiapatita pura (Tabla
1.8).

CARACTERISTICA FOSFATO TRICALCICO HIDROXIAPATITA
Fragilidad Menor Mayor
Tasa de reabsorcion Mas lenta Mas rapida
Tasa de resorcion Mas rapida Mas lenta
Transformacion Mayor Menor

Tabla 1.8.Comparacion de las propiedades del fosfato tricddar la hidroxiapatita.

3.2.1.1.4. Sulfato calcico

El yeso, un hemihidrato de sulfato calcico (G es una ceramica
bioabsorbible. La primera en utilizarse como imgedseo. El yeso tiene una rapida
transformacién y se reabsorbe durante las primeesmsanas de la implantacion.
Ademas, no inhibe la osteogénesis ni agrava lac¢ida cuando se utiliza en cavidades
infectadas. Es barato y de facil preparacion; psedeesterilizado; y su vida media es
indeterminada. Sin embargo, no aporta fortalezernat ni soporte y solo puede ser
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utilizado en pequefios defectos cavitarios. El faom@atural del poro de yeso es un

poco grande, lo que impide la interconexion dettabéculas. En la actualidad la

utilizacién del sulfato calcico esta resurgiendebido a la creacion de tabletas de este
material.

3.2.1.2. Ceramicas bioactivas

Las ceramicas bioactivas son las que interacciaoanel medio produciéndose
una unién fisico-quimica, generando una osteogereiesiva por la liberacion de
iones al medio y la inclusién de éstos en el mdistho 6seo. En general, contienen
menos de un 60 % de SlQun elevado Na®y CaO y un porcentaje de CaO0p
similar al encontrado en el hueso nativo. Cuandepms en contacto estos materiales
con agua la superficie del cristal se conviertalegamente reactiva, produciéndose una
rapida formacion de cristales de hidroxil carbonapatita (HCA) a lo largo de la
superficie. Varias combinaciones de diferentes etgos han sido utilizados para crear
diferentes cristales. Estos materiales no se reladaspara dejar paso a la formacion de
nuevo hueso, de hecho el valor de estos injertpeiel adhesion que consiguen entre
ellos y el huésped. Esta adhesién puede aumentdiadiendo apatita o cristales de
wollastoninta

3.2.1.2. Ceramicas bioinertes

Las ceramicas bioinertes son aquéllas que no mr@ti con tejidos vivos.
Consiguen la mayor resistencia mecanica de todos$njertos materiales y una gran
biocompatibilidad. Generalmente estan compuesto)dgo de metales, como la
alumina (AbO3), el zirconio (ZrQ) o el titanio (TiQ), mostrando una excelente
resistencia a la compresion. De hecho, este tipomdéeriales se utiliza como
componentes de protesis articulares. Puesto quse molhieren al hueso, su aplicacion
se limita a las reparaciones que no requieranteesis: a la torsion.

3.2.2. Polimeros

Los polimeros de cemento, como el polimetacril®MMA) se han utilizado
durante décadas como sustitutos de hueso parareafeiectos y en la reconstruccion
de fracturas complejas. Debido a que el PMMA preduoa inflamacion giganto
celular de cuerpo extrafio cuando se fragmentasenmeemplaza por nuevo hueso en el
lugar del defecto, se considera que los polimertesfieren con los osteogénesis y la
reparacion normal.

Actualmente se estan introduciendo polimeros pareiste reabsorbibles, como
el poliglicélico (PGA) o el polilactico (PLLA), queermiten la formacion de nuevo
hueso y se degradan. Estos polimeros han sidoadisgfton forma de tornillo y se han
utilizados con cierto éxito en la fijacion de fuaets de huesos largos. También podrian
utilizarse para transportar sustancias tales cartibidticos o agentes osteoinductivos.
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3.3. BIOMATERIALES

3.3.1. Matriz 6sea desmineralizada

La matriz 6sea desmineralizada (DBM) es un bionetgue se obtiene de la
decalcificacion del hueso cortical. Mantiene laregtra trabecular de colageno del
tejido original y puede servir como andamiaje bjidd osteoconductivo, aunque pierde
cierta resistencia en este proce$o La desmineralizacién no elimina completamente
los factores de crecimiento, por lo que estos tingepueden ser mas osteoinductivos
que el resto®* Los resultados clinicos con su uso, no obstameson uniformemente
buenos, debido principalmente a que el procesamienat se realiza de manera
uniforme, aunque mediante él se disminuye el riedgoinfeccion y de respuesta
alérgica por parte del huésped. La DBM suele atiie como complemento de otros
sustitutos 6seos y se presenta de diferentes fdffiagas 1.23 y 1.24Y.

Grafton® DBM*
DBX®

Osteofll®

Accell® Connexus

Dynagraft® i -
Orthoblast® Il - A Fig. 1.23. Representacion de los

: : niveles de osteoconductividad en
diferentes DBM en modelos de rata
atimica. Tomado de Grafton. Matriz

Allomatrix®

InterGro® Paste

Accell® DBM100 i s e TS B A Osea desmineralizada (MOD).

NIVELES DE = Osteotech, Inc. 2008.
OSTEOINDUCTIVIDAD: ™

Fig. 1.24.Formas de presentacion de
una matriz 6sea desmineralizada
(Graftor®): pasta (A), gel (B),
orthoblend (C), putty (D), cruch (E),
flex (F), matriz strips (G) y matriz plf
(H).

3.3.2. Colageno

La matriz 6sea extracelular es muy abundante eigenb (Figura 1.25). Este
ayuda al depdsito mineral, al crecimiento vascukgtiene los factores de crecimiento y
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favorece un entorno para la regeneracion 6sea. Aslean estudios recientes se ha
demostrado util como transportador de factoresoosteductivos, osteoinductivos y
osteogénico$®. Como inconvenientes, puede crear reacciones iitanias y aporta
poco poder estructural

Fig. 1.25 La matriz Mastergraft es una sustancia osteoconductora
reabsorbible formada por una esponja de colageriateftida de tendén
bovino, rico en colageno tipo I) unida a granulas aeramica (con 15% de
hidroxiapatita y 85% de Beta-fosfato tricalcico) dstructura porosa para
permitir la penetraciéon de fluidos biolégicos y @kcimiento 6seo. A la
izquierda, la esponja de colageno; en el centraglaresentacion gréafica de
la mezcla, con una fuerza compresiva de 489 Nja/derecha, arriba un
granulo de ceramica (0.5-1.6 mm de tamafio) y albajgoro (500u de
diametro mayor y 124 de didmetro menor interno), con magnificacion de
25X. Tomado de Technical Guide. Masterdtafiatriz. Medtronic. 2005

3.3.2. Sustitutos 6seos sintéticos

En la ultima década se han conseguido grandes evammn los denominados
sustitutos sintéticos, que muestran caracteriségalkisivamente de osteointegracion y
osteoconduccion y continan en investigacion bajomsnposicion en calcio, silicona o
aluminio. Idealmente también debieran ser biocoiblgst mostrar minima reaccion
fibrosa, capacidad de remodelacion y permitir kacidn de nuevo hueso. Desde el
punto de vista mecanico, deberian mostrar unaeesia similar a la del hueso cortico-
esponjoso al que sustituyera. Entre las desventegarian un bajo grado de
reabsorcion, la dificultad para su obtencion yrpskresultados clinicos con alguna
reaccion inflamatoria de cuerpo extrafio en las pegaeriencias al respectd

3.4. COMPUESTOS “LICON-BASED”

3.4.1. Cristales bioactivos

Los cristales bioactivos son compuestos durosje®I{no porosos), compuestos
de calcio, fosforo y dioxido de silicon (el silies su principal compuesto). Variando las
proporciones de oxido de sodio, 6xido de calciadxido de silicon, pueden producirse
todo el rango de formas, desde soluble a no reabsar Tienen propiedades
osteoconductivas y osteointegradoras, y presenmtarrasistencia mecanica mayor que
las preparaciones de fosfato calcico, similareasaceramica con hidroxiapatita. Los
cristales bioactivos resisten al taladro y al tilgpero pueden romperse en el proceso.
Son dificiles de fijar al esqueleto y han sido izaiflos satisfactoriamente como
expansores de sustitutos 6séds

Las ceramicas bioactivas, una nueva variacion nsas fuertes que los cristales
bioactivos en cuanto a sus propiedades mecanicasasi, continlan siendo fragiles y
se rompen cuando se someten a ciclos de cargainBarar mejorar la resistencia se le
han afiadido fibras de acero inoxidable y particdéaseramica, como el zirconio
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3.4.2. Vidrio ionomeérico

Los cementos de vidrio ionoméricos, compuestos dieioc aluminio y
fluorosilicato mezclado con acido policarboxilicopnsisten en una pasta que se
endurece a los 5 minutos de ponerla en contacteelkcagua, adquiriendo en 24 horas
una resistencia compresiva y una elasticidad caasbp@ra la del hueso cortical. Son
biocompatibles, se osteointegran de manera simildos cristales bioactivos y su
estructura porosa favorece la osteoconduccion rycgusiguiente, el crecimiento éseo.
Al no ser reabsorbibles, sin embargo, no se reamipor hueso. Los cristales
ionoméricos han sido considerados como los sustitdel polimetil metacrilato, pero
sin producir la reaccién exotérmica

3.4.2. Sustratos osteoconductivos no biolégicos

Los sustratos no biolégicos (polimeros degradadgsréir de los cuales se
fabrican metales, como los poros de tantalio) efnean control absoluto final sobre la
estructura, no son inmundégenos y presentan undeexeeiocompatibilidad® Entre
ellos, el Metal Trabecular, con un alto indice dsistencia a la carga y propiedades
similares a las del hueso, con una alta ductiligad le permite la deformacion sin
romperse (Figuras 1.26 — 1.28).

Figs. 1.26 y 1.27Metal trabecular,
consistente en poros interconectados
que dan como resultado una
estructura porosa en un 80%. Se
fabrica mediante técnicas de
deposicién de vapor que crean una
configuracion de celdas metélicas
similares a las del hueso trabecular,
propiciando la aposicion dsea
directa (izquierda). A la derecha,
aspecto de su textura macroscopica.

Fig. 1.28. Microfotografias
comparativas de tres tipos de
recubrimientos porosos:
metal trabecular (izquierda),
malla porosa (centro) vy
microesferas sinterizadas
(derecha). Tomado de
Trabecular Metal
Technology. Zimmer.
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3.5. INJERTOS COMBINADOS (BIOLOGICOS Y SINTETICOS)

Los sustitutos compuestos son injertos de célukstsogénicas, factores de
crecimiento osteoinductivos y matriz osteocondéctiLas mezclas pueden ser
multiples: médula 6sea con compuesto sintéticoapitros deg-TCP con matriz ésea
desmineralizada, factores de crecimiento osteotnahisc con compuestos sintéticos,
BMP con compuestos de polimeros de acido poligtiadt matriz 6sea desmineralizada
con BMP y compuestos polimeros de &cido poliglem(Figuras 1.29 -1.31%

Los estudios preliminares muestran una funciondlidamparable a la de los
injertos autdlogos y alogénicos, sin sus desvestaj@bido al hecho de ser sintéticos.
Un injerto compuesto combinado con una matriz @steductiva, con agentes
bioactivos que aporten propiedades osteoinductiv@steogénicas, seria una réplica de
un injerto autélogo. La matriz osteoconductivaaem sistema de liberacion para los
agentes bioactivos, requiriendo menos quimiotaxiseyyos migracion de progenitores
osteoblasticos al sitio del injerto. Se comportagaes, como un transportador de
células y factores de crecimiento y regularia sallpacion y tiempo de liberacion, a
diferencia de los geles y PELETSs, que soélo contrah tiempo de liberacion. La
infusion directa de las células progenitoras peri@ituna mayor y mas rapida
reparacion del hueso facilitando el reemplazo daebadn osteoconductor por el hueso
nuevo mediante “creeping substitution”.

N

Fig. 1.29. Secuencia de la técnica de aspiracion de médula.6Femado de Aspiration
Technique. MastergrdftMatriz. Medtronic. 2005.

Figs. 1.30 y 1.31Arriba, de izquierda a derecha,
adicion de células osteogénicas obtenidas mediante
aspirado de médula o6sea a una matriz
osteoconductiva (Mastergraft®); detalle de la
fijacion de las células (centro); y representacion
1 esquematica del sustituto 6seo, con las células
afadidas en el armazon (derecha). Abajo,
representacion esquematica de la curacién de un
defecto 6seo al que se ha afiadido una matriz y
12-18 meses células obtenidas de aspirado de médula 6sea. El
reemplazo del armazén osteoconductor por hueso
nuevo mediante “creeping substitution” se veria
acelerado. Tomado de Technical Guide.
Mastergraff Matriz. Medtronic. 2005.

Intraoperatorio
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4. INGENIERIA TISULAR

4.1. INTRODUCCION

La ingenieria tisular puede definirse como la ddaco induccion de la
formacion de un tejido especifico, en una local@@acespecifica, por medio de la
manipulacién y seleccién de células, matrices §megos biolgicos (Figura 1.32§

En nuestro campo se refiere fundamentalmente geéion de tejido 6seo de la mejor
calidad posible. Actualmente la ingenieria tisut@mbina el aporte de células,
indiferenciadas o no, que se colocan sobre unazmaala cual se pueden afadir factores
de crecimiento que aceleren su proliferacion eféneinciacion para ser trasplantadas a
una estructura dafiada y conseguir su regener&cion

Fig. 1.32. Esquema
de la necesidad de

células madre

embrionarias,
a9 factores de

Cells G - ..

- Gl - — . - I creC|m|_ento y
> V] \ ] andamiaje para la
| [ | [ reparacion de
Scaffolds Cell Culture Implantation Remodeling fraCtUraS. Tomada de

Drosse y cof?®

El primer caso de sustituto éseo con fines terag#sifue descrito en 1668 por
el cirujano aleman Job Van Meek'ren. Desde entbaassido multiples las ocasiones
en las que se han utilizado injertos 6seos, fagtoe crecimiento y células para
conseguir la reparacion 6sea®>. El conocimiento de las células estromales
multipotenciales, sin embargo, es mas recientepmégndose so6lo a 1968, cuando
Friedenstein y cols* las identificaron como células adherentes que dban clones,
no fagociticas y fibroblasticas, definidas comaaogtorming units-fibroblastic (CFU-
U).

4.2. CELULAS

4.2.1. Conceptos

La reparacion y la regeneracion del hueso se peodiutcavés de una secuencia
ordenada de acontecimientos celulares que estamenafados por diversos
condicionantes biolégicos y mecanicos. El primendicionante biolégico es la
necesidad de la presencia de células osteoprogenitapaces de formar huesd
Estas células son pluripotenciales y, por tantpacas de diferenciarse siguiendo varias
lineas tisulares.

Las células madre pueden dividirse segun su patledeidiferenciacion en tres
grupos: ceélulas totipotenciales, capaces de gendgido embrionario y
extraembrionario; células pluripotenciales, capatesdiferenciarse a tejidos de las tres
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capas embrionarias; y células multipotencialesacep de diferenciarse a diferentes
tipos celulares de la misma capa embrionatia

Durante el desarrollo embrionario, las células decapa mesodérmica se
diferencian a multiples tipos de tejidos, incluyerdieso, cartilago, tendones, musculo,
grasa y estroma medular. Estos precursores cdulmbién presentes en la etapa
postnatal, se denominan células mesenquimalesalesno MSCs*®*’y son células no
hematopoyéticas, estromales, que presentan maiji)incon capacidad para
diferenciarse a diferentes tejidd5s

En el aflo 2006 la sociedad internacional de Ter&whular (International
Society Cellular Therapy — ISCT-) propuso tresetiits para definir las células
troncales mesenquimales (MSCs): debian ser adksresm cultivo; expresar los
antigenos CD73, CD90 y CD105 en ausencia de awgghematopoyéticos, como
CD34, CD45, marcadores de monocitos, macréfagaosfgcltos B; y ser capaces de
diferenciarse in vitro en osteoblastos, adipociyosondrocitos bajo condiciones
estandar de cultivo. Adicionalmente mostrarian dailglidad de autorrenovarse, de
desarrollarse en mdltiples lineas celulares y déferar sin limite (Figura 1.33%2

yo N
/ﬁfﬁ Activation
(®
N
/
@ ©
A 4
\

. . 1 Proliferation

Self Renewal

Fig. 1.33. Proceso de autorrenovacion
células madre. Tomado de Mushler y ctls

Las células troncales mesenquimales adultas (M8G®lulas madre adultas
(ASCs), que son células pluripotenciales, se encarerentre las células diferenciadas
de un o6rgano o tejido adulto y pueden replicargiifgrenciarse hacia los fenotipos
celulares especializados del tejido en el que eesah respuesta al estimulo adecuado
(Figura 1.34) *° Su funcién en un organismo vivo consiste prifcieate en el
mantenimiento y reparacion del tejido en el quersmuentran. Si antes se pensaba que
se podian diferenciar Unicamente en el linaje aeldél tejido en el que se encontraban,
actualmente se sabe que tienen un mayor graddetderdiiacion plastica. De tal forma,
se ha conseguido diferenciar células muscularestin ge células troncales neuraf€s
y obtener células musculares, células grasas daséheurales a partir de células
troncales de la dermi¥.

Las MSCs se localizan principalmente en la méddsea, originando
fibroblastos medulares o celulares reticulareqaiios, osteoblastos y condrocitts
pero también en el periostio, en el musculo, erdaa, en el cerebro y en la piel.
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4.2.2. Biologia de las MSCs

Las MSCs son células capaces de diferenciarsaa Ipsteoblastico in vitro y
de mantener su habilidad de difusion cuando seaimt@h in vivo. Su migracion,
diferenciacion y posterior desarrollo de la capadidpara formar tejidos estan
controlados por factores de crecimienfo

Las células osteogénicas son células capaces dducorohueso o de
diferenciarse a células formadoras de hueso. Sdidzan en el periostio, en el tejido
blando peritrabecular y en la médula 6sea obtepmtaaspiracion. Se supone que
derivan de un pequefio grupo de células troncalegpptenciales indiferenciadas del
tejido conectivo cuya localizacion y caracterigtiaspecificas se desconocen. Los
progenitores osteoblasticos se pueden encontrdidaran tejidos blandos.

4.2.2.1. Fase expansiva

A la produccién de la célula hija proliferativa sggun periodo de proliferacion o
expansion. Durante esta fase, el nUmero de pragesiaumenta considerablemente. A
nivel 6seo se estima que una célula hija puedélidie de 6 a 14 veces de media antes
de convertirse en una con fenotipo de hueso matfurediante un fenémeno conocido
como secuencia replicativi.

4.2.2.2. Plasticidad celular

La plasticidad o transdiferenciacion celular sardetomo la capacidad de una
célula para diferenciarse en células maduras thstia las de su tejido de origen. Es la
flexibilidad de una célula para sobrepasar la lbarde linaje y adoptar perfiles de
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expresion y fenotipos funcionales de células desatjidos®. En numerosos estudios
se ha demostrado que la diferenciacion celularitedinpuede cambiar su fenotipo bajo
los estimulos apropiadds®"*® De tal forma, las MSCs pueden diferenciarse o &6
células del mesodermo, sino también a un destidodstmal o ectodermé&P.

4.2.2.3. Heterogeneidad

Otro aspecto a tener en cuenta es la heterogengéeds MSCs. Las colonias
individuales derivan de precursores unicos, muesiir@a naturaleza heterogénea en
términos de proliferacion celular y potencial déeinciacion multilinaje. De hecho,
solo una menor proporcion de colonias (17%) quévaerde la médula 6sea adulta
humana continda su crecimiento mas alla de 20idhas, mientras que la mayoria de
las células muestran envejecimiento precoz.

4.2.2.4. Capacidad inmundégena

Las MSCs son hipoinmundgenas y pueden eludir s inmune del receptor.
Expresan el complejo mayor de histocompatibilidactidse | y no el de clase Il en su
superficie °°, CD40, CD80, CD86. La expresiéon de MHC clase | ayuda a proteger a
las MSCs de las células NK (natural killer); mrastque la ausencia de las de clase Il
les permite no ser reconocidas por los CD4+ T.d®ar parte, las MSCs contienen un
conjunto de MHC de clase Il en su interior que umeexpresarse en superficie cuando
las tratamos con interferon (IFN- y). En relacién con el poder cancerigeno de las
MSCs en su uso terapéutico, en la actualidad reteexpruebas al respecfo

4.2.2.5. Adhesion celular

Las MSCs se movilizan en la sangre periférica spuesta a agresiones tales
como quemaduras, lesiones musculoesqueléticas respuesta a lesiones hipdxicas
°060-62 En esta funcién intervendrian muchas de las ra@écque se encuentran
relacionadas con la captura, atrapamiento, roddamiadhesion y transmigracion de los
leucocitos de la sangre a los tejidos, también emgatas en las MSCs. Incluyen
integrinas, selectinas y receptores de quimioquinas

Entre las integrinas que se expresan en las MS@aagion con su adhesion al
endotelio tenemos a lad, o2, a3, a4, o5, av, B1, B3 y 4. También intervienen la P-
selectina y la VCAM-1, ICAM-1, ICAM-3, ALCAM, y leendoglobulina/CD105> vy,
en la mitad de los casos, la VLA¢4p1 y CD49d. Sin embargo, la E y la L-selectina,
relacionadas con la primera etapa del rodamientcof®tario, no han demostrado
expresion, o lo han hecho minimamente. Cuando fagugrpos neutralizan las
integrinas, presentan una gran adherencia a las&ndoteliale.
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4.2.3. Obtencion de las MSCs

Las MSCs pueden obtenerse mediante la implantad@rosteoblastos, sin
capacidad inmundgena y con la posibilidad de expssih vitro después de obtenerse
(con las limitaciones de exigir bastante tiempa,|ldgar a relativamente pocas células
viables después de su obtencion del tejido primgdoque su grado de multiplicacion
es relativamente bajo); o mediante el uso de ®ldéadonantes no humanos (células
xenogeénicas), lo que solventaria el problema dgel hdmero celular. Sin embargo, la
inmunogenicidad de estas células, la posibilidattatesmisién de agentes infecciosos y
los problemas sociales y éticos derivados de sphssodisminuido el entusiasmo por
este tipo de métod®'. En este contexto, la célula madre parece seejarrapcion.

Desde que se inici6 la utilizacion de células mamne fines terapéuticos han
sido multiples los estudios que se han realizada patender y mejorar su obtencion,
habida cuenta de su demostrada capacidad parardif@rse a células de origen
mesodérmico, ectodérmico y endodérmic®. La célula ideal para aplicaciones
regenerativas debiera estar en numero suficientenamplio (millones o billones de
células), debiera poder obtenerse por procedimsemimimamente invasivos, debiera
poderse diferenciar a distintos linajes y debievdepse trasplantar de manera eficaz y
segura a un mismo paciente o como implante alogéhic

La proporcion de células osteoprogenitoras en kduaédsea ha sido motivo de
multiples estudios. Segun Muschlé? seria de un progenitor osteogénico por 23x10
células nucleadas en médula 6sea humana. La detmidn se realizO mediante la
prueba de la fosfatasa alcalina. Ademas, se obsgm@&xistia una correlacion positiva
con el numero de células nucleadas y una correlacggativa con la edad de los
pacientes ®’. En el aspirado de médula 6sea la prevalencia éelas madre

mesenquimales seria de 1 por 1.000 a 1 por 10£lQlas nucleadas, lo que equivaldria
a una fraccién del 0,001 al 0,01% (Figuras 1.353@)1°%

Fig. 1.35.0btencién de células
de medula o6sea de forma
percutanea mediante aspiracion
(A-B) y mezcla con matriz 6sea
desmineralizada (C-E) durante
la técnica de Rougraff en el
tratamiento de un quiste 6seo
simple.

Fig. 1.36. Aspecto del
quiste Oseo simple antes
de la inyeccién de Ila
mezcla de aspirado de
médula 6sea y matriz 6sea
desmineralizada y, a la
derecha, 11 meses
después.
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La cantidad de células madre o células progenitemaka médula ésea es muy
baja y disminuye de forma drastica con la edad. ddnlto joven y sano posee
aproximadamente una célula progenitora por cadaOQ00células nucleadas de la
médula 6sea. A pesar de su escasez, la poblacioélulas progenitoras locales suele
ser suficiente para formar hueso en respuesta degian o a otros estimulos. Sin
embargo, en algunos casos, cuando existen muy padaks osteoprogenitoras o
cuando su capacidad de respuesta esta dismindidgagtencial osteogénico de la
médula Osea local es insuficiente para cubrir kEsesidades de formacion de hueso
nuevo. En estas situaciones, la formacién Osea sn@mdecuada y se producen
pseudoartrosis u otros fracasos de la reparation

4.2.4. Aislamiento de MSCs

Desde los primeros estudios realizados por Frigdieng Owen’® se encontr6
qgue la poblacion de células que se adheria alighash cultivo era heterogénea, tanto
en morfologia como en capacidad de diferenciadf@mostraron que no todas las
unidades formadoras de colonias de fibroblastod=0-0 tenian el mismo potencial
para dar origen a células de distintos linajes.

La metodologia establecida por Friedenstein cdasish cultivar células
provenientes de médula 0sea de organismos adlleEspués de un cierto tiempo,
retiraba todas las células en suspension y cublivab células adheridas a la caja de
cultivo. Las células adherentes eran heterogér@iasembargo, después de varias
resiembras, predominaban células que crecian emafale colonias fibroblastoides,
denominadas células clondgénicas progenitorashbadebfastos o unidades formadoras
de colonias de fibroblastés En la década de los 90, Caplan y cGlmgraron obtener
y diferenciar MSCs de humanos adultos modificandome&todo utilizado por
Friedenstein.

Para el aislamiento de MSCs, intentando consegéiulas mas puras y
homogéneas, se han utilizado diferentes protocotoexistiendo datos que permitan su
comparacion (Figura 1.37J% La obtencién de médula 6sea mediante gradierges d
densidad tiene la desventaja de que en las primmesd®mbras se encuentran tanto
células endoteliales como macréfagos contaminaosli@ultivos, por lo que estos son
muy heterogéneds.

grasa

centrifugacion

I Fraccion
— mononuclear

Percoll /
Ficoll Fig. 1.37. Método para aislar

- Células MSCs por centrifugacion.
sangre rojas Tomado de Forriol y col§?
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Los métodos de separacion celular utilizados serban algunas de las
caracteristicas fisicas de las células, como ehfiamy en aspectos inmunofenotipicos.
De acuerdo con éstos, las células pueden ser isgladas mediante dos métodos
(seleccion positiva y seleccion negativa), queipegcdel uso de un citdmetro de flujo o
de una columna inmunomagnética. La seleccion pas#¢ basa en el reconocimiento
por un anticuerpo de una molécula presente endéaade interés. Este método es muy
atil cuando el antigeno utilizado para reconocéa aélula se expresa Unicamente en
ella. Su inconveniente es que hasta la fecha nousata con un anticuerpo que
reconozca Unicamente a MSCs. La seleccion negativhasa en la eliminacion de
células distintas a la poblacion de interés. Erasb especifico de las MSCs se utilizan
anticuerpos dirigidos contra macréfagos, linfogitosiegacariocitos y células
endoteliales.

Uno de los problemas que tenemos con las muestias g aislamiento de
MSCs es la contaminacidon por otros tipos celularesmo células madre
hematopoyéticas, como resultado de la preparaélara solventar este problema se
recurre a dos procedimientos: el contaje magnétioel contaje por fluorescencia
activada. La primera prueba utiliza epitopos pasitipara MSCs que son marcados con
anticuerpos. Posteriormente, un campo magnéticerrextse aplica para separar las
formas negativas de las positivas. El contaje delas activados con fluoresceina
(Fluorescence-Activated Cell Sorting —FACS-) peergue una poblacion de células
hetereogéneas se caractericen y separen en basetensidad de la fluorescencia que
emiten mientras pasan un iluminador (Figura 1.88)citdmetro solo puede contar
células que emita una determinada luz con paramdafinidos.

Otra alternativa para la obtencion de MSCs de n@édeka es el aislamiento
celular mediante digestion enzimatica con colagenaksas colagenasas son enzimas
capaces de partir las cadenas peptidicas en laxutmlde triple hélice de colageno. De

esta forma, las células se separan del tejido yigruser facilmente colectadas por
lavado y centrifugacion.

IASER N ¢ B Detector de luz

Detector de fluorescencia

.‘oooooo

citometria

Intensidad

Fig. 1.38. Método para aislar MSCs por
fluorescencia. Tomado de Forriol y cofs.

35



Efecto de la implantacién de células meséquimadetejiloadiposo diferenciadas a osteoblastos
en la reparacion de defectos cavitarios del féntuue modelo experimental ovino INTRODUCCION

4.2.5. Diferenciacion de células troncales mesenqales

Las MSCs se pueden diferenciar a varias lineadacetuy esta diferenciacion
esta estrechamente controlada por factores devgegito, hormonas, moléculas de la
matriz extracelular y sefiales de direccionamietin. la linea osteogénica, esta
diferenciacion puede ser inducida in vitro por etamiento de las MSCs con
glucocorticoides sintéticos (como la dexametasdhg)icerolfosfato, acido ascorbico y
1,25-dihidroxivitamina [ La actividad fosfatasa alcalina y la calcificaca®la matriz
extracelular son marcadores tipicamente utilizagasa detectar preosteoblastos y
osteoblastos maduros, respectivamente.

Los factores de crecimiento juegan un papel imptetan la osteoinduccion. De
hecho, el tratamiento de MSCs humanas con faet@recimiento insulinico (IGF-1),
con factor de crecimiento epitelial (EFG) y contéaae crecimiento vascular (VEGF)
aumentan la actividad de la fosfatasa alcalinamitzeralizacién in vitro. En cambio,
existe controversia en cuanto a los factores darsrento derivados de las plaguetas
(PDFG). Algunos sostienen que tienen un minimotefeauctor en la osteogénesis
actuando sobre hMSTE, mientras que otros defienden su uso por lo cootra

Aunque no hay marcadores unicos ni combinaciongscétcas para las MSCs
0 si se ha descrito en su superficie positividas [#H2, SH3, CD29, CD44, CD71,
CD90, CD106, CD120a, CD124, SB10, SB20 y SB21 @&h! De hecho, el SB10 se
ha propuesto como diferenciador de célula oste@mitaya humana, aunque
posteriormente se ha visto relacionado con otrpeciss®®. Existe negatividad para
CD14, CD34 y para el antigeno comun leucocitaricd&B*. Por otra parte, el SH3,
SH4 y STRO-1 no estan presentes en las célulastbpaygticas (Tabla 1.9).

MOLECULAS PRESENTES [ MOLECULAS AUSENTES
INTEGRINAS
ol (CD 49a),02 (CD 49b),a3 (CD 49c),u5 (CD 49€)u6 | p2 (CD 51),04(CD 49€)al
(CD 49f),av, Bl, B3 (CD 61),84 (CD 104)
RECEPTORES DE CITOCINAS Y FACTORES DE CRECIMIENTO

bFGFR, INGF, PDGFR (CD 140a), IL-IR, IL-3R (CPEGFR-3, IL-2R (CD 25)
123), IL-4R (CD 124), IL-6R (CD 126), IL-7R (CD 127
IFN-yR (CDw119), TNFIR and TNFIR (CD 120
TGFBR, TGFB IIR

’

CELULAS DE ADHESION MOLECULAR
ICAM-1 y -2, VCAM-1 (CD106), L-selectina (CD 62L), CAM-3, cadherin-5 (CD 144), E-selectina (CD 62E),
LFA-3 (CD 58), endoglobulina (CD105), CD72, ALCAMP-selectina (CD 62P), PECAM-1 (CD31), LFA-1(CD18)
(CD166)

OTROS ANTIGENOS
Receptor de transferrina, STRO-1, HOP26, SB-10,,GDBD4, CD 11h, CD14, CD16, CD31, CD34,CD40, CD43,
Thy-1(CD90), SH-2(CD105), SH-3(CD73), SH-4, SB-20CD45, CD56, CD61, CD68, CD80, CD86, CD104,CD106,
SB-21, CD 29 subunidadl integrina, CD 44, CD 71. CD133 factor von Willebrand

Tabla 1.9. Perfil de marcadores de superficie celular de autroncales mesenquimales humanas (bFGFR =
receptor factor de crecimiento fibroblastico basieBlGF = factor de crecimiento neuronal; PDGFR = egator
factor de crecimiento derivado de las plaquetas|R.. 2R, 3R, 4R, 6R, 7R = interleukinas-1, 2, 3,47 receptor;
IFN-yR = receptor interferon gamma; TNFIR =receptor factonecrosis tumoral; TNFIIR = receptor factor Il
necrosis tumoral; TGFPIR = Receptor factor betaansformador de crecimiento; TGFPIIR = Receptortfadeta

Il transformador de crecimiento; EGFR-3 = Recep®ifactor de crecimiento epidérmico; CAM = Molécula d
adhesion intercelular; VCAM = Molécula de adhesi@ssular celular; LFA-3 = funcién linfocitica antige 3;
ALCAM = célula de adhesion molecular leucocitarigieada; PECAM = célula de adhesion molecular plaguiet
endotelial; CD = Cluster Designation. Existe contrmsia en cuanto a la expresion del CD 133 -alguna®®@as no

lo encuentran mientras que otros lo reportan inolesmo método para obteneff&s%"
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4.2.6. Células troncales procedentes del tejido gra

El tejido adiposo deriva de la capa mesodérmicariemdria y contiene un
estroma que es facil de aislar, con adipocitogjlaglestromales (células musculares
lisas, células endoteliales, fibroblastos, célulada sangre y preadipocitos) y células
madre >"® Estas células pueden ser digeridas enzimaticamerseparadas de los
adipocitos flotantes por centrifugacion. Esta pobla, denominada células madre o
estromales derivadas del tejido adiposo (ADSCs)npasten muchas de las
caracteristicas de las células madre de la médea, éncluyendo el extenso potencial
de diferenciacion y la habilidad para la diferenga multilinaje (Figura 1.39).
También se las conoce como células madre adultasadas del tejido adiposo
(ADAS), células estromales adultas derivada detdepdiposo, células estromales
adiposas (ASC), células madre adiposas mesenqueim@®MSC), lipoblastos,
pericitos, preadipocitos, células procesadas g@elaipirado (PLA) y como “células
madre derivadas del tejido adiposo” (ASCs), que@sno la Sociedad Internacional
para las Aplicaciones Tecnoldgicas de la Grasaegoalidlo que se las conozca, con la
particularidad de la multipotencialidad y adheraraiplasticd®.

El nimero aproximado de células madre que se ahrtide un lipoaspirado de
tejido graso, aunque dependiente de la edad, diekine masa corporal y del lugar de
la obtencién, es de 5.000 CFU-F por gramo de tgjidiposo. Es decir, al menos 500
veces mas que las que se obtienen de la médula casgaprevalencia es de 100 a
1.000 por mililitro”®"" . Zuk y cols’® de hecho, consiguieron aislar células madre
adultas mediante lipoaspiracion (procesed lipoaspi—LPA-) del compartimento
adiposo estromal en suficiente nimero, con un mieqito estable y pardmetros
cinéticos en cultivo; y las mismas células se hanseguido diferenciar, con el
tratamiento especifico, a linajes mesenquimalesioda (osteogénico, adiposo,
miogénico y condrogénic®’) y a linajes no mesenquimaléy

L
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Cartilage Fat Blood Vessels Nerve

Fig. 1.39.Esquema de la multipotencialidad de las célulasma#DSCs. Tomada de Strem y cls
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El medio donde se cultiva una muestra tiene grapoitancia sobre el
crecimiento y la diferenciacion de las ADSCs. Galmente las células se siembran en
cultivos que contienen una equilibrada solucion sa¢es, como MEM (Minimal
Essential Media), DMEM (Dulbecco’s Modified Eagl&gedium), RPMI-1640, BME
(Basal Medium Eagle), DMEM:F-12 (Dulbecco’s Modifi€agle’s Medium/Ham’s
Nutrient Mixture F-12), a los que se afiade sueemégalmente 10-20 % de suero fetal
bovino). Puesto que éste contiene citocinas y fastde crecimiento (PDGF y EFG), un
aumento del 10-15% de su concentracion incremeanianproliferacion de MSCs. Sin
embargo, la utilizacion de estos medios ha susxiteidrta preocupacion por la
posibilidad de transmision de enfermedades, estinaia la creacion de otros libres de
proteinas o0 con bajos requerimientos de suero o comstituyentes de bajo peso
molecular.

La diferenciacién osteogénica in vitro de las ADS0sede a las 3-4 semanas
de cultivar las células en un medio que contengardetasonaf} glicerolfosfato, L-
glutamina y ascorbato. El proceso de induccién yced matriz mineralizada
extracelular de fosfato calcico, osteocalcina,di@sa alcalina, osteopontina, colageno
tipo | y expresion de factores genéticos de trapsidn (genes como Runx2 y Osx),
demostrandose mediante las tinciones del Rojo daria y Von Kossa. La induccion
osteogénica también se favorece por la adiccidr@fe-2 al medio de cultivo, asi como
por miembros de la superfamilia de las TEBFcomo serian las proteinas
morfogenéticas. En relacion con los mecanismosatsdripcion de la osteogénesis y la
participacion del Runx2, éste actia como mediaéatral ejecutando sefiales de las
BMPs y las Wnt promoviendo un direccionamiento fgioo y osteogénesis.
Afadiendo BMP-2, BMP-4 y BMP-6 activamos el R-Snyafécilitamos la formacion
del complejo Runx2-Smad, que regula los genesivbjeRunx-2 es una proteina DNA
que actua como andamiaje en la regulacion derésct@lacionados con la expresion
genética del esqueleto para la diferenciacion bistica y la morfogénesis esquelética
% Una vez que la célula madre se ha diferenciadops$teoblastos producen proteinas
de matriz extracelular que indican un fenotipo aisk&stico.

En humanos, el fenotipo de la célula de superflei&dDSCs es bastante similar
a la MSCs. CD105, STRO-1 y CD166 (ALCAM) son trearoadores comunes que se
utilizan para identificar el potencial de difereamdn multilinaje y que se expresan
tanto en las ADSCs como en las MSCs. También ellCfactor receptor de célula
madre) se expresa en células totipotenciales yipphenciales, incluyendo células
madre embrionarias, MSCs y ADSCs. Ademas de estrsatiores multipotenciales,
las ADSCs y las MSCs presentan otros marcadoresiplerficie: CD29 {1 integrina,
que juega un papel importante en la angiogéendsidd4 (receptor hialuronato, que es
crucial en el desarrollo de la matriz extracelwajuega un importante papel en
numerosos eventos patologicos vy fisiologicos) YCBI49e (5 integrina, importante
para la adhesién a la fibronectina). Las ADSCs tambxpresan altos niveles de CD54
(ICAM-1) comparado con las MSCs. ICAM-1 es un miembe la superfamilia de las
inmunoglobulinas y puede estar sobrerregulado spuesta a numerosos mediadores
inflamatorios y citocinas.

Por otra parte, las ADSCs no expresan marcadoresatbpoyéticos o
endoteliales, como son el CD3, CD4, CD11C, CD141&DCD16, CD19, CD31,
CD33, CD38, CD56, CD62p, CD104 y CD144; y menosldélexpresan el HLA-DR.
La mayoria, sin embargo, expresan moléculas MHGecla sugiriendo su potencial
para el transplante alogénico. Una diferencia erexpresion de marcadores de
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superficie es en la expresién reciproca de VLA-B4Qd/CD29) y su receptor VCAM-
1 (CD106) (Tabla 1.10).

MARCADORES DE PATRONES DE EXPRESION
SUPERFICIE ADSCs MSCs
CD9 + +
CD10
CD13
CD29
CD31
CD34
CD44
CD45
CD49d
CD49e
CD54
CD55
CD59
CD90
CD105
CD106
CD117
CD146
CD166
STRO-1

+|+ [+

+
+
+

+ [
+

S S P

N N A AR AR Ak

|+ [+ ]+

Tabla 1.10.Fenotipo de los marcadores de superficie de ADSKIS@s. Tomada de Strem y ¢bls

4.3. MATRICES

Las matrices, entendidas como sustitutos 6seos, sansustrato donde
colocamos las células y los factores de crecimipata favorecer la regeneracion osea.
Los materiales de los que se pueden componer stiiplegl matrices, con la misma
funcion osteconductora.

4.4. FACTORES DE CRECIMIENTO

Los factores de crecimiento son proteinas secretada las células que,
actuando sobre la célula objetivo, llevan a calmaation especifica. Existen tres tipos
diferentes de actuacion: autocrina, en la cuakelof de crecimiento actia sobre la
célula de la que proviene o sobre células con icfenotipo (por ejemplo, un factor
de crecimiento producido por un osteoblasto ejsuckincion sobre otros osteoblastos);
paracrina, en la cual los factores de crecimiefgocen su influencia sobre células
vecinas con un fenotipo diferente a la célula arigpor ejemplo, factores de
crecimiento producidos por osteoblastos son capdeesstimular la diferenciacion de
una célula indiferenciada) y, por ultimo, endocriren la cuél los factores de
crecimiento ejercen su influencia sobre una cétidafenotipo diferente y que se
encuentra en una localizacion anatomica difergrde €jemplo, factores de crecimiento
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producidos por tejido neural en el sistema nergosentral estimulando la actividad
osteoblastica). Estos factores de crecimiento puemlguar sobre multiples tipos
celulares y pueden inducir diferentes actividadesagios tejidos (Tabla 1.1F).

Los factores de crecimiento enlazan con el recaj#da célula diana e inducen
un sistema de sefiales de transduccion intracejuafinalmente culmina en el nucleo
y con una respuesta biolégica. La unién del fadrcrecimiento y su receptor se
conoce con el nombre de interaccion ligando-recefietas interacciones son muy
especificas y pueden ser simples interaccione® emtrfactor de crecimiento y su
ligando o complejas entre uno 6 mas ligandos canoumas receptores. Por otra parte,
existe una redundancia en este sistema biologague diferentes formas del mismo
factor de crecimiento puede unirse a un Unico tecep diferentes factores de
crecimiento pueden ser activados por el mismo tigah

Una vez que se establece la interaccion ligandeptec, el receptor se activa a
través de cambios en su conformacion. Los receptigaen dominios extracelulares
que se unen al ligando, y dominios intracelulanes sg unen y activan el sistema de
transduccion de sefiales. Parte de este sistemmandeluccion de sefiales se relacionan
con el factor de transcripcién, una proteina irth@ar que es activada en el contexto de
una secuencia de activacion que se inicia a trdekeeceptor del dominio intracelular.
La activacion del factor de transcripcion llegaétleo, se une al ADN nuclear e induce
la expresion de un nuevo gen o conjunto de gen&s,sgn los que cambian las
caracteristicas de la célula. El tipo de activaciési como el factor especifico de
trascripcion, varian en funcion de la célula objetila combinacién del factor de
crecimiento y su receptor y las caracteristicassieélulag™.

FACTOR DE FUENTE TIPO DE FUNCION
CRECIMIENTO RECEPTOR
FACTOR DE Plaquetas, matriz Serin-treonin | Factor de crecimiento pleotrépico que
CRECIMIENTO Osea extracelular, sulfato estimula la proliferacién de células madre
TRANSFORMANTE B | matriz cartilaginosa indiferenciadas
(TGF-B)

PROTEINAS OSEAS
MORFOGENETICAS
(BMP)

Serin-treonin
sulfato

Células
osteoprogenitoras,
osteoblastos, matriz
6sea extracelular

Promueve la diferenciacion de células
mesenquimales a condrocitas,
osteoblastos. Promueve la diferenciacion
de osteoprogenitores a  osteoblastos.
Influye en los patrones de formacion
esquelética
Mitdbgeno para células mesenquimales

FACTORES DE Macréfagos, células Tirosin-quinasa

DERIVADO DE LAS
PLAQUETAS (PDGF)

CRECIMIENTO mesenquimales, condrocitos y osteoblastos
FIBROBLASTICO condrocitos,
(FGF) osteoblastos
FACTOR DE Matriz 6sea, Tirosin-quinasa| Promueve la diferenciacion y pestion
CRECIMIENTO condroblastos y de células osteoprogenitoras
SIMILAR A LA condrocitos
INSULINA (IGF)
FACTOR DE Plaquetas, Tirosin-quinasa| Mitdgeno para células mesenquimgles
CRECIMIENTO osteoblastos osteoblastos, quimiotaxis macrofagos

Tabla 1. 11.Factores de crecimiento. Tomada de Lieberman y*ols
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Aunque se conocen las sefales de transducciorsdadimres de crecimiento y
de sus receptores, existe un conocimiento limitddoas vias por las cuales estos
factores de crecimiento actGian en la regulacidla deparacién 6sed. En este ambito,
los factores de crecimiento derivados de las plagu@latelet Derived Growth Factor —
PDGF-) son secretados por las plaguetas durantades precoces de la curacién de las
fracturas y estudios in vivo han demostrado queetieactividad mitdgena para los
osteoblastod”. Aunque su actuacién todavia no esta claramerfiaidie pudieran
favorecer la curacion 6séa

Con respecto a las proteinas morfogenéticas (BME¥de que Urist descubrid
en 1965 las propiedades osteoinductivas de laamésea desmineralizada (MOE
las investigaciones se han centrado en el papaldéllas tanto en la formacién del
hueso embrionario como en la reparacion del esguelestnatal. Las BMP son un
grupo de glicoproteinas no coldgenas pertenecientias superfamilia del factor de
crecimiento transformant@ (transforming growth factof -TGFf-). Se sintetizan
localmente y ejercen sus efectos predominantenmeatiante mecanismos autocrinos y
paracrinos. Sus acciones estan mediadas por unlgonde receptores tipo | (BMPR-
1A y BMPR-2B) vy tipo Il que, una vez activados,nsducen la sefial hacia el interior
de la célula por medio de la activacion de lasgingis Smad, que forman complejos
gue se acumulan en el ndcleo y regulan la expregoatica.

En la actualidad existen mas de 15 BMP humanasediies y se han clonado
sus genes, habiéndose demostrado que desencademampleja serie de sucesos
celulares que culminan en la formacion ésea, paaticio también como mediadores
fisioldgicos en la reparacion de las fracturasrdgie su accion principalmente mediante
la induccién de la diferenciacién de células mesangles hacia células formadoras de
hueso y de cartilago, capaces de producir unacasifin encondral o una osificacion
directa, dependiendo del medio ambiente donde is@ein

Las BMP mas estudiadas por su capacidad para@radgeneracion 0sea han
sido la BMP-2 recombinante humana (rhBMP-2) y la BB¥I recombinante humana
(rhBMP-7), también conocida como proteina osteagéii (osteogenic protein-1 OP-
1). Ambas se obtienen mediante técnicas de biokegiaoen células de mamiferos y las
investigaciones preclinicas y clinicas han demdstgue inducen la formacion 6sea y
la reparacion de defectos 0seos, con resultadoeabs comparables a los del injerto
de hueso autologo.

Finalmente, la asociacién de aspirados de méduwa de cresta iliaca a otros
injertos y a factores de crecimiento derivadosadsangre parece logica con el fin de
facilitar la curacion 6se§*. El concepto nace de la idea de que determinaatésspde
la sangre contienen factores de crecimiento quelaega estimulacion ésea, como
seria el plasma derivado de las plaquetas (PRPlagtores de crecimiento autélogo
(FCA).
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5. ESTADO ACTUAL DEL PROBLEMA

La regeneraciéon de 6rganos es un suefio de la madjoe, hasta que sea posible
de forma verdaderamente eficaz, se sustituye porplantes, trasplantes o con la
suplencia de la estructura dafiada por elementté&tisos (protesis). En este contexto,
la ingenieria tisular esta desarrollandose coniginm fin, basandose en la combinacion
de grandes poblaciones celulares, factores indegctole diferenciacion celular y
matrices™*®¢

En el campo de la Cirugia Ortopédica y Traumatalolgi principal investigacion
en el campo de la ingenieria tisular, donde losyssclinicos en humanos todavia son
relativamente escasos, se centran en la obteneitasdélulas capaces de diferenciarse
a un fenotipo histologico diferente: células madmesenquimales o, mejor
denominadas, troncales. La fuente mas utilizadestkes células es la médula 6sea, de
donde se obtienen para tratar pseudoartrdsi§ osteonecrosis de cadera y rodfifa
8991 fracturas’®, para facilitar las fusiones vertebrafésy para reparar otros defectos
6seo0s?*® Giannoudis® las obtiene con aparatos intramedulares mediangistema
de “reaming-irrigation-aspiration”.

En los Ultimos afios se han descrito nuevos origetdares a partir de los que
poder aislar células troncales con un potenciall@iral de la médula ésea. Es el caso
de la placentd’, el cordén umbilicaf®, el tejido musculaf® o el adiposo "%79:991%0
siendo éste la alternativa mas interesante daddsndancia y accesibiliddd*® en
contraste con la limitada cantidad de tejido medglze se puede obtener y con la
dificultad y morbilidad asociadas a su extracciBor otra parte, parecen no existir
diferencias significativas entre las derivadasalgrasa (ADMSCs) y las de la médula
0sea (BMMSCs) en cuanto a rendimiento de célulhsradtes, cinética de crecimiento,
senescencia celular y capacidad de diferencia@xgistiendo incluso investigaciones
recientes que afirman que a partir del tejido agbpse obtiene un mayor numero de
células madre mesenquimales y con mayor capacidditepativa que las que se aislan
de la médula’’. En la misma linea, se ha demostrado que las AD8VE®B capaces de
adquirir fenotipos de hueso, cartilago, grasa ocaritio '® ademas de piel®y
neuronas’? dependiendo del microambiente que se cree mediaticion in vitro de
determinados factores de crecimiento y proteinas.

Aunque las técnicas de obtencion y diferenciacisteablastica de las ADMSCs
han sido bastante estudiadas en los ultimos aéawmaloria de los estudios in vitro
utilizan células procedentes de lipoaspirados hesaff, en tanto que los estudios in
vivo lo hacen con animales de experimentacion pemgjefundamentalmente roedores
104104y, lagomorfos%.

En nuestro ambito nacional, las publicaciones ikglata la ingenieria tisular son
muy escasas y se limitan a pocos grupos de ineesdig, que han publicado
fundamentalmente revisiones del tema, con pocastadss. El mas prolifico de los
grupos investigadores ha sido el de Forriol, qeaeitrabajando con el mismo modelo
experimental desde hace mas de 10 afios, si bitraderen células madre soélo en los
Gltimos. Otros que estan trabajando o han mosiradeés por ellas son Gueratf§ y
Mazzolini, en la Clinica Universitaria de Navatfa Otras investigaciones relacionadas
con la regeneracion 6sea son las de Suso, en Baacefjue estudio el potencial
osteogénico de polimeros bioabsorbiBféslas de Meseguer, en Murcia, que estudia el
papel de implantes de espuma de hidroxiapatita gih@tica de crecimiento de
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osteoblastos sobre ceramicas porosas de hidroxzddt'%; la de Murcia, en Gijon,
que utiliza un homoinjerto arterial para regeneradefecto 6seo en la tibia del conejo
11y Jla de Sancho, en Barcelona, que demuestra gsehbmoinjertos 6seos
criopreservados contienen células viables que puederesponder, atendiendo a su
estirpe mesenquimal y a su escaso grado de difecéiic morfoldgica, a precursores
de células osteoformador&s. También en Barcelona, Orozco, en la Clinica dekn
trabaja en ensayos clinicos sobre el tratamienfgsdadoartrosis con células troncales;
ademas de experimentalmente en el de la artrostkegeneracion discal. En la
regeneracion del cartilago a partir de célulasctms trabajan los grupos de Forriol,
Vaquero, Ripoll y De Prado.

El mencionado grupo de Forriol estudié en 1999Mbiporacion de diferentes
tipos de injertos 6seos mediante histomorfometriacederos, demostrando una mejor
incorporacion de los autoinjertos y homoinjertoegadados que la de los homoinjertos
liofilizados '*° Los mismos autores han continuado realizando diestu
histomorfométricos experimentales en analisis dat&faz entre el hueso y diferentes
clavos de fijacion externd® y en el estudio de los efectos de la elongaca@a&obre
el cartilago articular y de crecimiento, y sobrétso trabecular. Otros autores que han
realizado estudios histomorfométricos 6seos hao kid del grupo de Frias® En
2004, Forriol publicé una revision sobre la biokbgi biomecanica del desarrollo,
haciendo especial referencia al papel hormonals &alctores mecanicos y a los factores
de crecimiento; y, mas recientemente, en 2008, oérrado ya en técnicas de
ingenieria tisular, repasando las aplicacionescelénen nuestra especialidad de Cirugia
Ortopédica y Traumatologia de las células madrapuitenciales’. Por Gltimo, en el
recientemente congreso SECOT, celebrado en Baecelein23 al 25 de septiembre de
2009, se presentaron comunicaciones y cartelegdifien que versaban sobre la
obtencion y aplicacion de células madre en Cir@itmpédica y Traumatologia. Los
proyectos presentados mostraban la tendenciakadaaon y posterior implantacion de
células troncales en situaciones donde la reganarasea podia estar alterada.

Mas recientemente, en el congreso celebrado eb5g noviembre en Madrid
sobre “¢,Qué hay de nuevo en COT? “, una de lassnadsado el tema de las nuevas
aplicaciones de las MSCs. John Huard, de Pittsbymggsentd los trabajos
experimentales que estd realizando, consistenteda ediferenciacion de células
troncales del musculo a células de caracterist@giosas que implanta en estas
estructuras con resultados funcionales satisfastorEn la misma linea, Valdala
implanta las mismas células troncales del tejidscular en el disco intervertebral para
favorecer la sintesis de proteoglicanos y consegarmayor hidratacion del mismo, al
igual que Clouet*® Mc Devitt, por su parte, consigue células troesale menisco para
implantarlas posteriormente.
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El sistema 0seo presenta una gran capacidad refjgaegue, sin embargo, es
limitada. Las estrategias terapéuticas actualeslaoion con la reparacion 6sea, cuando
es necesaria ante defectos esqueléticos de didemaniraleza®’, se refieren al empleo
de injertos y sustitutivos 0seos, que muestrani@dapes particulares y, derivadas de
ellas, ventajas e inconvenientes para su't$oLa terapia celular y las técnicas de
ingenieria tisular se han desarrollado en los Oki@fios como alternativa a algunas de
las limitaciones de aquellos procedimientts Asi, se esta investigando sobre células
troncales multipotenciales de naturaleza mesenduiynadiferente procedencia
4168:69779:100:120123 By aste  contexto, considerando los muchos imentes todavia
existentes relativos a la metodologia de las téenide ingenieria tisular y a su
aplicacion, nos planteamos nuestra hipotesis dmjtraen nuestro medio podemos
definir y mejorar los protocolos de aislamientdfiga, caracterizacion y diferenciacion
de células troncales del tejido graso (ADMSCSs) capacidad osteogénica, pudiendo
usar éstas para inducir y acelerar la formacioniefldo 6seo en defectos cavitarios

femorales experimentales.
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Objetivos

1. Obijetivo principal
Facilitar la reparacion de defectos 6seos cavitadon células osteogénicas
diferenciadas a partir de células mesenquimaleddijidlo graso y factores de
crecimiento en un modelo experimental.

2. Objetivos secundarios

2.1. Obtener, expandir y manipular ADMSCs para inducir dsferenciacion

hacia células ostedgenicas.

2.2. Crear defectos Gseos cavitarios en el fémur deas\ag raza Asaaf.

2.3. Utilizar ADMSCs con fenotipo osteogénico para dlereo de los defectos

cavitarios utilizando como vector un gel de PRP.
2.4. Demostrar la efectividad del implante de ADMSCdaeformacion de tejido

0seo funcional mediante estudios radiograficos,tcamapatologicos e

histomorfométricos.
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3. 1. DISENO DEL ESTUDIO
Realizamos un estudio experimental prospectivo:

- Estudio experimental porque es el investigadormgasgna la exposicion al
procedimiento que se ha de evaluar. La caractaifiitndamental de estos estudios es
gue se produce una manipulacion de una exposiétarrdinada en un grupo de sujetos
que se compara con otro u otros grupos en el quee atervino, o al que se expone a
otra intervencién. En el momento actual, estosdéssuson los que presentan una mayor
fiabilidad en la investigacion clinica. En nuestaso comparamos diferentes implantes
para la regeneracion de un defecto 6seo cavitfumrealizabamos previamente.

- Estudio prospectivo porque la informacion sobrediaable de resultado se

recoge a medida que se va produciendo, es decig h#uro. Medimos crecimiento
6seo después de un tiempo determinado desde tdrrete| defecto 6seG”.
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en la reparacion de defectos cavitarios del fénmuue modelo experimental ovino

3. 2. AMBITO DEL ESTUDIO

En el Servicio de Cirugia Ortopédica y Traumataodgl Complejo Asistencial
de Ledn, en colaboracion con el Establecimientdajielos de la Fundacion Clinica San
Francisco de Ledn y con el Departamento de Ciruddeedicina Animal de la Facultad
de Veterinaria de la Universidad de Ledén, hemodajelo con las siguientes

poblaciones:
1. Poblacion de referenciaovejas de raza Asaaf.

2. Poblacion accesibleovejas de raza Asaaf criadas en la granja dadaltad de
Veterinaria del Campus de Vegazana de Leon.

3. Poblacion en estudio (materiat) 22 ovejas sanas de raza Asaaf, con un peso
comprendido entre 50 y 70 kg y una edad de 3-6,afiosieradas las 12
primeras con numeros romanos (I-XIl) y las sigwsntcon una letra y un
namero arabigo (C1-C10). Se excluyeron 3 ovejaa:por pérdida involuntaria
de la muestra (oveja C2) y dos por fallecimientaadte el periodo de
seguimiento debido a sendas anorexias que ocagionaa disbiosis intestinal,
con toxemia y exitus (ovejas VII y XI). Con todd,neaterial final del estudio
fueron 19 ovejas, de las que se obtuvieron eleddblmuestras.
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3. 3. OBTENCION Y DISTRIBUCION DE LOS INDIVIDUOS D EL ESTUDIO

Comenzamos trabajando con ovejas merinas adultda pgesponibilidad de las
mismas en la regidén. Sin embargo, debido a lasullifides que encontramos para
extraer grasa de su organismo, por tratarse deakrsntde una especie delgada, las
sustituimos por ovejas de cola grasa de raza Agagbtira 3.1). De esta manera
dispusimos de abundante tejido graso de su cokaohfteniamos de forma sencilla y
con poca morbilidad.

Figs 3.1.0veja merina adulta (A) y de raza Asaaf (B), cotalede su cola.

Las ovejas del estudio se obtuvieron de forma woaticompradas por el
Departamento de Cirugia y Medicina Animal de la ukad de Veterinaria de la
Universidad de Ledn. Antes habiamos puesto a pelnteétodo de obtencion de células
de grasa trabajando con 10 ovejas obtenidas delderat municipal de Ledn. En todos
los casos se cumplié con la normativa sobre maggico de los animales de
experimentacion segun directiva EU 86 / 609 derat) Europea y Real Decreto 1201 /
2005 de Espaiia.

Los animales fueron identificados mediante un tnosaerado en su oreja que
se correspondia con un identificador intraabdom({Rédua 3.2). En todas las ovejas
realizamos un defecto 6seo en el extremo metalisiistal de cada uno de sus fémures,
considerando cada defecto como la unidad de estqd®dejé de ser el individuo. A
continuacion, los defectos fueron distribuidos @lieamente en siete grupos, un grupo
control y seis grupos experimentales en los quepkearon diferentes implantes.
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Fig. 3.2.Detalle del crotal de identificacion de las ovegsla oreja.

Grupos de estudio (unidad = defecto 6seo)
- Grupo | (defectos en los que no se implanta n&dgfectos 6seos.

- Grupo Il (defectos en los que se implanta plasit@ én plaquetas —PRP-): 6
defectos 6seos.

- Grupo lll (defectos en los que se implanta plasit@a €n plaguetas —PRP- y
células mesenquimales no diferenciadas —~ADMSC¥gfdatios 6seos.

- Grupo IV (defectos en los que se implanta plasi@ en plaquetas —PRP- y
células mesenquimales diferenciadas —~ADMSC-0-gfBalos 6seos.

- Grupo V (defectos en los que se implanta hetendnjéseo liofilizado de
procedencia bovina en forma de “chips”): 4 defeadssos. El autoinjerto
(procedente de la misma oveja) supone muchos pnalsletécnicos de
obtencion y tendria la limitacion de poder aportalulas osteogénicas
adicionalmente.

- Grupo VI (defectos en los que se implanta plase@en plaguetas —PRP-, y
heteroinjerto 6seo liofilizado): 4 defectos 0seos.

- Grupo VIl (defectos en los que se implanta hetgedion 6seo liofilizado y
células mesenquimales diferenciadas -ADMSC-0-eféatos 6seos.

- Grupo VIl (defectos en los que se implanta plasioa en plagquetas —PRP-,
células mesenquimales diferenciadas -ADMSC-0- \erbétjerto 0seo): 5
defectos 6seos (Tabla 3.1).

GRUPO DESCRIPCION N° DE DEFECTOS

I Control 6
I PRP 6

11 PRP + ADMSC 4

\Y PRP + ADMSC-0 5

V Heteroinjerto 6seo 4

VI Heteroinjerto 6seo + PRP 4

Vi Heteroinjerto 6seo + ADMSC-0 4

VIII Heteroinjerto 6seo + PRP + ADMSC-0 5

Tabla 3.1. Resumen de los grupos del estudio (PRP = plasma eic
plaguetas; ADMSC = células mesenquimales no diteaglas; ADMSC-0 =
células mesenquimales diferenciadas).

51



Efecto de la implantacién de células meséquimadetejiloadiposo diferenciadas a osteoblastos
en la reparacion de defectos cavitarios del fénmuue modelo experimental ovino MATERIAL Y METODO

Una vez obtenidos los animales, se cuidaron y martan en el estabulario de la
Facultad de Veterinaria de la Universidad de Le#inel Campus de Vegazana, bajo
condiciones ambientales ideales. Las intervencignésirgicas fueron realizadas en los
quiréfanos del Departamento de Cirugia Animal denlama Facultad de Veterinaria;
mientras que el procesado, cultivo y expansion tdptlo graso lo fueron en el
Establecimiento de Tejidos de la Fundacién CliSiaa Francisco, en la ciudad de Leon.
Los estudios de imagen se realizaron en la Facdéaeterinaria; y los anatomo-
patologicos e histomorfométricos en el ServicioAsatomia Patologica del Complejo
Asistencial de Le6n (Figura 3.3).

Fig. 3.3.De izquierda a derecha, facultad de Veterinarialal&niversidad de Leén, Complejo
Asistencial de Ledn y Establecimiento de Tejidomd&indacion Clinica San Francisco, donde
se llevaron a cabo los diferentes pasos del estudio

52



Efecto de la implantacién de células meséquimadetejiloadiposo diferenciadas a osteoblastos
en la reparacion de defectos cavitarios del fénmuue modelo experimental ovino MATERIAL Y METODO

4. 4. MATERIALES, CONCEPTOS Y CLASIFICACIONES UTI LIZADOS

Plasma rico en plaquetasEl plasma rico en plaquetas (PRP) es un producto
biologico, autdlogo, no toxico ni alergénico, que ®btiene mediante
centrifugado de la sangre disponiendo asi de suspaeentes (hematies,
leucocitos, plaquetas y proteinas) en distintascioames, segun el gradiente de
su densidad. Contiene factores de crecimiento @ gman cantidad de otros
componentes, tanto intra como extraplaquetario$) oo gran potencial
biolégico.

Células Troncales MesenquimalesLas células troncales mesenquimales son
células estromales no hematopoyéticas que mudasaiguientes propiedades:
son adherentes en cultivo; expresan los antigem&3CCD90 y CD105 en
ausencia de antigenos hematopoyéticos, como CDB45.Cmarcadores de
monocitos, macrofagos y linfocitos B; y son capagesdiferenciarse in vitro
hacia osteoblastos, adipocitos y condrocitos baodiciones standard de
cultivo. Adicionalmente, muestram la posibilidad deitorrenovarse, de
desarrollarse en mdltiples lineas celulares y déferar sin limite %,

Heteroinjerto éseo liofilizada Un heteroinjerto 6seo es un fragmento de tejido
0seo de otra especie sometido a un proceso de laoidge y posterior
sublimacion a presion reducida del hielo formada gaparar el agua (Fig 2-4).

Chips de injerto 6seo Un chip de injerto 6seo es un pequefio fragmento
(minifragmento) de injerto 6seo (Figura 3.4).

Fig 3.4 De izquierda a derecha. Hueso previo a procesoialdizado.
Chip de hueso liofilizado previo al implante.
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- Variables radiogréaficas. Utilizamos la escala de Lane y Shadtit? para el
estudio de la regeneracion 0sea, valorando el p@jeede formacion 6seay el
remodelado 6seo (Tabla 3.2 y 3.3 y Figuras 3.%Y) 3.

% DE FORMACION OSEA VALOR
Ninguno 0
25% 1
50% 2
75% 3
100% 4

< 25%
\> 50%
75%
Tabla 3.2 y figuras 3.5 y 3.6Arriba, tabla de porcentajes de formacion ésea kdefecto
femoral y el valor concedido a cada porcentaje,stiderando como formacion ésea la pérdida

de radiolucencia del defecto en circulos concénfridesde la periferia hacia el centro. Abajo,
esquema de los circulos concéntricos estimados phiglculo del porcentaje de formacion

Osea.
REMODELACION OSEA VALOR
Ninguna 0
Apreciable 2
Completo 4

Tabla 3.3.Valores de la remodelacién ésea, considerando ctahla modificacion sufrida en
el contorno del defecto 6seo origin®lor remodelacion ésea apreciable entendimos laigérd
de definicion o regularidad de los bordes del diefe®or remodelacién 6sea completa, la
desaparicién de la radiolucencia del defecto.

- Variables anatomo-patolégicasPara la evaluacion histolégica de los cortes se
cuantifico el crecimiento 6seo en la esponjosauecibn de la actividad celular
dentro del defecto y en la periferia del misffa Se utilizé6 una escala
cuantitativa ordinal en la cual una mayor puntuacsignificaba un mayor
crecimiento (Tabla 3.4 y figura 3.7).

EVALUACION HISTOLOGICA VALOR
No actividad celular 0
Aposicion temprana de hueso nuevo 1
Aposicién activa de hueso nuevo 2
Reorganizacion del tejido esponjoso (aparicionstearlastos) 3
Esponjoso completamente reorganizada 4

Tabla 3.4.Valores de la evaluacion histoldgica de los cortes.
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Fig. 3.7. Aposicion temprana

=% de hueso nuevo. Se observa
L4 ribete osteoblastico alrededor

Tig 't;‘fi de las trabéculas Oseas.

% Tricromicro de Masson. 100X.

- Variables histomorfométricas La histomorfometria 6sea es el analisis
histolégico cuantitativo de los diferentes elemsrgoe integran el tejido 6seo
(células y sustancia intercelular), resultando elacionar entre si una serie de
recuentos y mediciones?® Los parametros histomorfométricos nos permiten
definir cuantitativamente las caracteristicas estirales y funcionales del hueso
en condiciones normales, patolégicas o experimesitdn este trabajo hemos
utilizado parametros estaticos primarios y secuodarrealizando las
mediciones de areas mediante un meétodo semiautamddis distancias de
manera automatica y los contajes celulares de fararaual.

1. Medidas geométricas del defecto 6seo (de 13 mniaheetto y 11 mm
de profundidad) (Figuras 3.8 y 3.9):

1.1. Medida del area del circulo de la secciérstrarsal del defecto.
1.2. Medida del area del rectangulo de la secaoonal del defecto.

1.3. Medida del volumen del defecto.

2

AREA DEL CiRCULO = 72'4—
L , ,
L AREA DEL RECTANGULO= x|
D 2
T VOLUMEN DEL CILINDRO = 72'4—x L

Fig. 3.8.Representacion esquemética de los calculos demaiude un
cilindro y del area del circulo y del rectangulo sle seccion transversal
y coronal.

55



Efecto de la implantacién de células meséquimadetejiloadiposo diferenciadas a osteoblastos
en la reparacion de defectos cavitarios del fénmuue modelo experimental ovino MATERIAL Y METODO

L Fig. 3.9.
Representacién

esquematica de las
medidas de los

1

: diametros y
) longitudes de las

: : ! : secciones
s — transversal y
D D coronal de los
defectos del

estudio.

1.4. Area trabecular total. Es el area que ocugsitrdbéculas dseas en el
defecto cavitario creado e indica la cantidad fidaeseo presente
en su interior.

1.5. Profundidad de crecimiento. Es la neoformadiéea progresando
de forma centripeta desde los bordes en los defedseos
implantados. Medida en mm, corresponde al valompdio del
maximo diametro de todos los osiculos encontradas anterior del
defecto 6seo (Figura 3.10).

Fig. 3.10. Representacion
esquematica de la medida
de la profundidad de
crecimiento: distancia
comprendida entre las dos
puntas de flecha.
Corresponde al didmetro
maximo del osiculo.

1.6.Area de microfragmentos del hueso liofilizaHs. el sumatorio del
area de cada uno de los microfragmentos de hus#lzéido que se
implantan dentro del defecto (Figura 3.11).

Fig. 3.11. Representacion

esquematica del éarea del
hueso liofilizado, resultante
del sumatorio de las

diferentes areas de hueso
liofilizado, marcado en

negro en la figura.
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2. Medidas de los osiculos (neoformacién 6sea quedorde pseudépodo
se introduce en el tejido del huésped):

2.1. NUmero de osiculos seglin la escala de R&h(fFigura 3.12 y tabla

3.5).
1 = Ningun osiculo
2 = Unosiculo
3 = 26 mas osiculos

4 = >70% de osiculos (40X)

Fig. 3.12 y tabla 3.5.A la izquierda, imagen de un osiculo. A la
derecha, escala de Rahfy

2.2. Area de cada osiculo. Mediante medicion direlel area a través
del programa analysis (Olimpt)s conectado al microscopio (Fig
3.13).

Fig. 3.13. Representacion
esquematica de la medida del area
del osiculo, marcado por una
linea negra en toda su periferia.

2.3.Numero de osteocitos en cada osiculo. Medizoiéaje directo del
nuamero de osteocitos existentes en cada osiculdOX (Figura
3.14).

Fig. 3.14. Detalle de osiculo,
donde se observan los osteocitos
dentro de las lagunas (en blanco).

3. Medidas celulares.

3.1.Ribete de osteoblastos. Es el conjunto de loisigtos que rodean a
cada una de las trabéculas Oseas en la perifetiadefecto.
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Realizamos el contaje de los mismos eligiendo &ga@leatorias de
la zona mas cercana al defecto. En todos los celeggmos la
preparacion de la seccion central de los cortéslefecto (Figura
3.15).

Fig. 3.15.Marcaje de las 8 zonas
gue se eligen de manera aleatoria
para realizar el contaje del ribete
osteoblastico.

3.2.Numero de osteoblastos. Realizamos el con&jmogl osteoblastos
dentro del defecto. Consideramos el osteoblastooogiula de un
solo nudcleo y citoplasma basdfilo, con forma apl@naubica o
cilindrica en funcion de su mayor o menor gradactevidad.

3.3.Numero de osteoclastos. Contaje de numero @eaastos dentro

del defecto. Son células grandes multinucleadas aitmplasma
ligeramente acidofilo.
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3.5. CRONOGRAMA 'Y FASES DEL ESTUDIO

El estudio fue llevado a cabo una vez conseguiddsreificados los animales de
experimentacién y puestas a punto las técnicasstearaento, purificacion, cultivo y
diferenciacion de células mesenquimales (ADMSCladrasa segun se especifica en el

cronograma de la figura 3.16 y en las tablas 3§y

MATERIAL Y METODO

(0]

2° semestre 2008 | 147 semestre 2009 2° semestre 2009
Tarea 1
Tarea 2
Tarea 3
Tarea 4
Tarea 6 |
| Tarea 7 |
| Tarea 8 |
Tareal | Puesta a punto de las técnicas de aistampmificacion, cultivo
y diferenciacion de ADMSC.
Tarea 2 | Estudios de multipotencialidad in vitro.
Tarea 3 | Caracterizacion fenotipica de la poblacdérADMSC mediante
citometria de flujo.
Tarea 4 | Obtencién de tejido graso de las primeragms objeto de estud
y aislamiento de ADMSC.
Tarea 5 | Cultivo, diferenciacion y marcaje de ADMSC.
Tarea 6 | Creacion de los defectos 0seos e implante.
Tarea 7 | Controles radiograficos.
Tarea 8 | Estudios anatomopatologicos e histomoriforoét

Fig. 3.15 y tabla 3.6Cronograma del estudio.
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0. Puesta a punto de las técnicas de cultivo y diGeaerodn in vitro

1. Premedicacion, anestesia y preparacion del camipargjco de la oveja

2. Obtencion de grasa de la cola de la oveja en ciomeis de esterilidad y asepsis

3. Procesado del tejido graso en campana de flujonkanyi con material estéril pa
obtener ADMSCs

4. Cultivo primario y expansion de las ADMSCs

5. Induccion osteogénica de las ADMSCs

6. Caracterizacion de las ADMSCs

7. Pruebas inmunohistoquimicas

8. Marcaje de las células a implantar

9. Elaboracion de la matriz de fibrina del animal adeeximentacion (plasma rig
en plaquetas —PRP-) y adicién de células

10. Creacién del defecto 6seo cavitario en el animabdmrimentacion y aplicacid
del contructor

11. Control mediante imagenes de la reparacion 6sea

12. Sacrificio de los animales en los tiempos conveniglobtencidon de las muestrs

13. Estudio anatomopatoldgico e histomorfométrico denbaiestras

=

ra

1S

Tabla 3.7.Resumen de la relacién de fases del estudio.
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3.6. METODOS INSTRUMENTALES

0. Puesta a punto de las técnicas de cultivo y difereiacion in vitro. Para el
cultivo de las ADMSC aisladas se procedi6 a la biena alta densidad (con
objeto de asegurar el cultivo primario) sobre siigies plasticas en medio de
expansion de cultivo primario (DMEM, 10% Suero i fetal, 1%
Penicilina/Estreptomicina, 1% L-Glutamina y 2,5npF&Fb) (Figura 3.17). El
medio de cultivo se cambi6 cada 2-3 dias. En esiadiciones las células en
cultivo alcanzaron el estado de confluencia en @ia3.

Fig. 3.17. Establecimiento de
cultivo primario sobre superficie
plastica.

En cuanto a la multipotencialidad de las célulagwdtivo, se pusieron a punto
las técnicas de diferenciacion adipogénica, ostéogé condrogénica.

Induccién adipogénicaPara la diferenciacion de las ADMSCs hacia célda
fenotipo adipocitico, éstas se cultivaron en mextigpogénico (DMEM, 10%
suero bovino fetal, 1% penicilina/estreptomicingg L-glutamina -PAA Lab.-,
1uM dexametasona —Sigma-, 0,5mM IBMX —-Sigma-, 1dpsdilina —Sigma- y
200puM indometacina —Sigma-) y, posteriormente,esdiz0 la tincion Oil Red
O (Sigma) para evidenciar la formacion intracelularvacuolas con contenido
lipidico (marcador caracteristico de adipocitosyFa 3.18).

Induccion condrogénica Para inducir la diferenciacion condrogénica de
ADMSCs, las células fueron cultivadas en medio cogéhico (DMEM, 1%
suero bovino fetal, 1% penicilina/estreptomicin& 1-glutamina, 50 pg/ml
acido ascorbico, 6,25 pg/ml insulina y 10 ng/ml TGEF-Sigma-) durante 21
dias. Se probaron diversas estrategias de cuktivanonocapa, en pellet y en
matriz de fibrina. Para el cultivo en monocapa dakilas fueron sembradas
sobre superficies plasticas y cultivadas con medrmarogénico. Para el cultivo
en pellet, 1 x 1Dcélulas fueron centrifugadas y cultivadas adiaioiueel medio
condrogénico sin provocar la resuspension del péligra el cultivo en matriz
de fibrina, 1 x 10 células fueron sembradas en 100 pl de fibrinacetaa a
partir de plasma ovino, como se describio en ettapa correspondiente. La
caracterizacion de la diferenciacion condrogéniea rgaliz6 mediante la
observacion al microscopio de la morfologia celylarediante tincion con Azul
Alcian, que tifile de azul los proteoglicanos tipicesla matriz cartilaginosa
(Figura 3.18).
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Induccién osteogéni.. Para inducir células osteogénicas, ARMSCs fueron

cultivadas en medio osteogénico (DMEM, 5% suero irmvfetal, 1%
penicilina/estreptomicina, 1%-glutamina, 10uM dexametasona, 150mM &c
L-ascorbico Biomedie- y 10mM R-glicerolfosfato —Sigmpg-completando |
induccion con la adicion al medio durante las pramet8 horas de 10 ng/ml

proteina morfogenética 2 (BMP-Sigma: Tras 7, 14 y 21 diase induccion se
realiz6 una tincion con Alizarin Re(Sigma) que tifie de rojo la matr
mineralizada (marcador caracteristico de diferen@m osteogénica) (Figu
3.18).

Fig. 3.18 Tinciones utilizadas para demostrar la multipotetidiad celular:
Oil red, adipogénica (A); Alcian Blue, condrogéni¢®); Alizarin red,
osteogénica (C).

Tras probar sin éxito la diferenciacion condrogénde ADMSC mediant
cultivo en monocapa, se llegé a la conclusion de ena necesario cultivar |
gran numero deélulas en un ambiente tridimensional para logrgw lo que
probamos nuevas estrategias (basadas en cultivpellet y en matriz de
fibrina).

1. Premedicacion, anestesia y preparacion del campo igargico de la oveja
Después de un ayuno de sélidc liquidos de 24 y 4 horas, respectivament
todas las ovejas se realizé profilaxis antibidticaratamiento analgésico
antiinflamatorio antes de la anestesia (Figura):

1.1. Profilaxis antibidtica: 2 mg/kg subcutdnea de Cefquma (Cobactan L/
7,59%"). Repetir a las 48h de la intervenc

1.2. Tratamiento analgésico y antiinflamatorio: 1.4 ngg®&C de carprofen
(Rimadyl ®).
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1.3.

1.4.

1.5.

Medicacion y tratamiento preanestésico: 0.05 mgidg de xilacina
(Rompun®), 0.01 mg/kg IM de buprenorfina (Buprex®) mg/kg IM de
ketamina (Imalgene®). Tras 10-15 minutos se pracada cateterizacion
de la vena yugular, previo rasurado de la zona,ucocatéter endovenoso
de 14G, manteniendo fluidoterapia endovenosa d® saiino fisiolégico
a dosis de 10 ml/kg/hora. Anestesia y monitorizacio

Sol icién |

Fig. 3.19. Premedicacion de los animales de la serie con imé¢ato
antibidtico (A), analgésico-antiinflamatorio (B)pyeanestésico (C y D).

Induccién y mantenimiento anestésico. Para la icidncanestésica se
administré propofol (Propovet®) a dosis de 4-6 rggdkr via endovenosa,
tras lo cual se procedié a la intubacion del animah una sonda
endotraqueal de 9 mm y a su conexion a un equiEmestesia inhalatoria
Julian Drager (circuito semicerrado), empleandaa pelr mantenimiento
anestésico un 2% de isoflurano (Iso Vet®) y undfldg¢ gas fresco de 150
mi/Kg/minuto de Q@ al 100%. El animal se mantuvo monitorizado
permanentemente mediante pulsioximetria, capnegrafECG, con un
monitor Omnicare CM8 24 de Hewlett Packard (Figdi20).

Fig. 3.20.Medicamentos para la induccion y mantenimiento &séso (A
y B), con sondas endotraqueales (C) y monitor aéstsia (D y E).

Preparaciéon del campo quirargico. La cola de lamales fue rasurada,
lavada con aguja jabonosa y, posteriormente, pntad povidona yodada
(Figura 3.21).
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| S o 08 A
Fig. 3.21.Detalles de la cola de la oveja, rasurada y pintada povidona
yodada.

2. Obtencion de grasa de la cola de la oveja en conidioes de esterilidad y
asepsia Las muestras de tejido adiposo fueron obtenidda dola de la oveja en
un Unico tiempo quirdrgico bajo estrictas condiemrde esterilidad y asepsia.
Con el animal en decubito lateral sobre la mesaiggica se realizé una incision
cutanea longitudinal paramedial a nivel de la ac@daaproximadamente 6 cm de
longitud. Expuesto el tejido celular subcutanepreeedid a la extraccion de 10-
20 gramos de grasa de la profundidad, fragment@&npiaxs facilitar su posterior
procesamiento (Figura 3.22). Tras el pertinenteadavcon suero fisioldgico,
comprobada una hemostasia correcta, se procediérgd por planos de la herida
quirdrgica, que se cubridé con gasas furacinadas gpdsito (Figura 3.23). Las
muestras fueron recogidas en recipientes estfeliesuna solucién de suero
fisiologico, antibidticos y antifungicos, en la goermanecieron al menos 6 horas
para asegurar la descontaminacién del tejido) nsprartadas inmediatamente al
laboratorio de cultivos celulares del Establecinuehe Tejidos de la Fundacion
Clinica San Francisco, donde se almacenaron erelzmay.

La extraccion de grasa comenz6 haciéndose mediposeiccion pero, debido a
la consistencia del tejido adiposo, las muestrasofuinsuficientes, por lo que
se cambhié a una técnica quirdrgica convencional mpg permitia un buen
acceso con poca morbilidad para el animal.

Figura 3.22 Extraccion de tejido adiposo de la cola de la owejdepdsito en
un recipiente estéril en una solucion de sueroliigjico con antibidtico.
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Fig. 3.23.0vejas estabuladas tras la extraccion de la grasdadlcola (izquierda) y
detalle de la herida quirdrgica suturada (derecha).

3. Procesado del tejido graso en campana de flujo lamar y con material
estéril para obtener ADMSCs Las muestras de tejido graso fueron sometidas a
sucesivos lavados con suero salino tamponado &atdo(PBS-Sigma-) estéril
para eliminar el componente sanguineo en la medida lo posible.
Posteriormente, el tejido graso fue troceado emniemtos de 0,5 c¢m
aproximadamente (Figura 3.24) y sometido a digest@nzimética con
colagenasa tipo | (Sigma) en DMEM (PAA Laborator@MBH) a 37° C,
obteniéndose una media de 121 + 129 células poa caitigramo de tejido
digerido. Cuando el tejido estuvo totalmente daerias muestras fueron
centrifugadas a 2000 rpm (720 g) durante 10 mingkgura 3.25) vy, tras
desechar el sobrenadante, la fraccion del estromscular (SVF) fue
resuspendida en medio de cultivo de ADMSCs, carsist en DMEM
suplementado con un 10% de suero bovino fetal (Shks-), 1% de
Penicilina/Estreptomicina (PAA Lab.), un 1% de @htna (PAA Lab) y 2,5
ng/ml de factor de crecimiento fibroblastico (SignRara evaluar la viabilidad
de las suspensiones celulares obtenidas se udllimdétodo Azul Tripan. Las
condiciones Optimas para el aislamiento de ADMS€gstudiaron analizando
las variables convenidas.

Fig. 3.24.Secuencia de disgregacion mecanica del tejido adipo
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Fig. 3.25. Tubo de centrifugado tras la digestiéon
enzimatica del tejido adiposo. De arriba abajo se
distingue el componente graso, la solucién de
disgestion y la fraccion del estroma vascular donde
estan las ADMSCs.

4. Cultivo primario y expansion de las ADMSCs.Las suspensiones celulares
obtenidas fueron sembradas en pocillos de 2 @muna densidad de 30.000
células/cm, suplementando el medio de expansién de ADMSCsfactor de
crecimiento fibroblastico basico (FGF-b), consténgio el cultivo primario (OP),
e incubadas a 37° C y 5% de £ atmdsfera humeda. Transcurridas 48 horas,
los cultivos fueron sometidos a un lavado con PBi& eliminar el componente
eritrocitario, quedando en los pocillos Unicametds células capaces de
adherirse a ellos (ADMSCs). Cada 2-3 dias se cambitedio de cultivo v,
cuando los cultivos alcanzaron el estado de praeamfia, fueron tripsinizados
(Tripsina-EDTA- PAA Lab.) y estimada la viabilidaélular mediante el método
Azul Tripan. Para posteriores estudios los cultigesundarios (1P y 2P) se
sembraron a una densidad de 5.000 célulds/cm

5. Induccion osteogénica de las ADMSCd as células obtenidas a partir de los
cultivos primarios confluentes de ADMSCs fueron beadas en superficies
plasticas (placas multipocillo) y cultivadas en medio de expansion para las
ADMSCs hasta que alcanzaron el estado de precowiué€7-14 dias) (Figura
3.26). Una vez alcanzado dicho estado, las céhdasepararon de la superficie
de cultivo mediante tripsinizacién y se sembraronfmscos de 25 c¢mde
superficie para su expansidn vitro con un medio de induccién de la
diferenciacion hacia osteoblastos, suplementado fzgticerolfosfato, acido
ascorbico, proteina morfogenética de tipo 2 (BMPy2jlexametasona. Los
cultivos se mantuvieron bajo estas condicionesrderd@ dias. Al final de este
periodo las células estuvieron listas para su t&iaacion e implante.

F|g 326 ADMSC en cultivo

66



Efecto de la implantacién de células meséquimadetejiloadiposo diferenciadas a osteoblastos
en la reparacion de defectos cavitarios del fénmuue modelo experimental ovino MATERIAL Y METODO

En los casos en los que el objetivo fue implanaM&C sin diferenciar (grupo
), las células se mantuvieron en medio simpl&@M, 10% Suero bovino
fetal, 1% Penicilina/Estreptomicina, 1% L-Glutan)inque se cambié cada 2-3
dias, hasta que el cultivo alcanz6 el estado deopfleiencia, momento en el
que las células fueron tripsinizadas para su postenplante.

En los casos en los que lo que se pretendia eraritap ADMSC inducidas
osteogénicamente (Grupos IV, VIl y VIII), las céslse mantuvieron en medio
simple durante 4-6 dias, momento en el que se crlaninduccion mediante
cultivo con medio osteogénico durante 7 dias. €rgeeriodo de induccion, las
células fueron tripsinizadas para su implante.

Una vez tripsinizadas, se procedié a contar el monde células obtenidas
mediante el método Azul-Tripdn para seleccionam@ero apropiado de
células a implantar, que se ha establecido en Bma# de células. Tras
centrifugar las células, éstas fueron transportadgsrofano en forma deellet
con 100 pl de medio de cultivo y a 4°C.

6. Marcaje de las células a implantar Para poder realizar un seguimiento de las
células implantadas en las lesiones de los aninddegxperimentacion, los
cultivos de ADMSCs que iban a ser implantados secaman utilizando 5-
bromo-2-deoxiuridina (BrdU), que fue afiadido al meal una concentracién de
10uM durante las 72 horas previas al implante. fes, céulas implantadas
pudieron ser localizadas en las regiones de larlekia deteccion posterior de las
células BrdU-positivas se realizd sobre cortesefidad 6seo mediante técnicas
immunohistoquimicas.

7. Elaboracion de la matriz de fibrina del animal de &perimentacion (plasma
rico en plaquetas —PRP-) y adicion de célulaon la oveja anestesiada se
recogié una muestra de 15-25 ml de sangre del deimtubos de extraccion de
sangre con citrato, para evitar su coagulacions Tz centrifugacion a 1800
rpm durante 10 minutos para separar el componeittecéario y la serie blanca
del plasma (Figura 3.27), esta fraccion del comptmelasmatico, rica en
plaquetas, fue recogida en un recipiente estéfibena de PRP. En 2 ml de éste
se resuspendieron las células, que se habian dréaxkp en forma de pellet, y se
afadieron 50 pl/ml de cloruro célcico para provdaaroagulacion del plasma 'y
que adoptara forma de gel. En los casos en loseu@plantd unicamente PRP
en el defecto 0seo, se procedié de la misma mamena sin afadir el
componente celular.
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Fig. 3.27.Separacién del componente
celular del plasmatico en el proceso
de elaboracioén del PRP.

8. Creacion del defecto Oseo cavitario en el animal dexperimentacion vy
aplicacion del constructor.Con el animal en decubito supino, bajo las mismas
condiciones de esterilidad y asepsia, se realizdinrision cutanea longitudinal
a nivel de la cara interna del extremo distal deaka de la oveja de unos 8 cm de
longitud. Incidida la fascia, se separaron lasabdel musculo vasto medial y se
expuso el condilo femoral interno, con la rétulancoreferencia. Desperiostizada
la region metafisaria del extremo distal del fémteniendo en cuenta que el
diametro condilar es de unos 4 cm, se marco cguundn su centro geométrico
y se realiz6 un orificio de 11 mm de ancho por 18 de profundidad empleando
una broca montada en un motor eléctrico esténhachizo Walsh en su modelo
experimentat?®. A continuacién, lavado convenientemente el defectv suero
salino para eliminar los detritus, secado con ggsaemprobado su tamario,
realizamos 4 perforaciones equidistantes a lo ldegtoda su circunferencia para
fijar en ellas el parche de taponamiento (Figur28)3
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Fig. 3.28 Secuencia de realizacion del defecto 6seo etnalifde la oveja. Arriba, posicion del
animal (A), preparacion del campo quirtrgico (B)apordaje al fémur (C y D). Abajo,
desperiostizacion y exposicion de la cortical ddr@mo distal del fémur (E), realizacion del
defecto con la broca (F) y detalle del defecto (G).

Implantamos el constructor atendiendo al grupo stedeo y procedimos al
cierre por planos de la herida quirargica, comedagror el sellado del defecto
0seo con un parche de poliglicélico que se sutuediamte puntos transdseos
con SSA de 2/0. Una vez comprobado mediante unratonadiografico
intraoperatorio la correccién del procedimiento ay dusencia de fracturas,
procedimos al cierre por planos de la herida ggicar Se suturé el vasto
medial y la fascia correspondiente con sutura diitoa, asi como el tejido
celular subcutaneo y la piel con sutura continyaicAmos una gasa furacinada,
un aposito sobre la herida quirdrgica y un vendaj@presivo en la pata del
animal y dimos por concluido el procedimiento. Bdds los casos se realizaron
defectos cavitarios en ambos fémures en un mistocgaddrgico.

Las células y el PRP se aplicaron en el defecte@ié¢i abierto”, habiendo
intentado previamente sin éxito hacerlo de fornrayianea (Figura 3.29).

Fig 3.29 Aplicacion de constructores: PRP (A-C) y hetgjito 6seo (D).
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El sellado del defecto 6seo se realiz6 inicialmexme un colgajo de periostio
gue fue sustituido por otro fascio-graso obteniddadvecindad que carecia de
las células que si tenia el primero y, finalmept®, una malla de poliglicolico
(Figuras 3.30 y 3.31).

Fig. 3.31.Secuencias de cierre de defectos éseos con cdlgsjm-graso (a la
izquierda) y con un fragmento de malla de polidlmwp(a la derecha).

Después de la intervencion, cada oveja fue devugltau jaula, donde
permanecieron hasta completar el periodo de esi@bul predeterminado, de
acuerdo con el grupo de estudio especifico al qreempecian (Figura 3.32).
Durante la primera semana de postoperatorio se n&tndi un analgésico
(carprofeno -Rimadyl ®-) a dosis de 1.4 mg/Kg/diar pia subcutanea; y
diariamente se evalu6 el consumo normal de aguangrdos, el estado de la
herida y la movilidad espontanea de la extremidsehrenida.

Fig 3.32.Estabulacion de las ovejas.
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9. Control mediante imagenes de la reparaciéon 6sed&n todos los casos y
controles se realizé un control radiografico innagalinente después de cada
intervencién, a las 4 y 12 semanas, en la FaculladVeterinaria de la
Universidad de Ledn. El control radiogréafico inneddi se realiz6 mediante
Fluoroscan; el resto de imagenes mediante un apak@tradiologia de la
Fundacion Clinica San Francisco (generador Se@&dgl535 t maxima 150 kV
intensidad maxima 500 mA con tubo emisor Comet rXsay soporte Sedecal
optima). Todas las radiografias se realizaron gandistancia focal de 100 cm,
42 KV, 36 mAs, empleando placas de mamografia de¢gfino Min-R S de 18
x 24 cm (Kodak ®) cambio a 20 x 25 cm dt mamovagf§ ®). Posteriormente,
las radiografias fueron digitalizadas para facilita interpretacion de las
imagénes con el ScanMaker 9800 XL. Microket (FiguBa33 y 3.34) y, a
continuacion, interpretadas por el doctorando aptio la escala de Lane y
Sandhu®,

I
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Fig. 3.34.Control radiografico de la pata
intervenida de un animal del estudio, en
proyecciones antero-posterior y lateral.

10. Sacrificio de los animales en los tiempos convengloy obtencion de las
muestras. En los plazos acordados cada animal de experiméntaitie
sacrificado (4 y 12 semanas) mediante una sedgmiéwia con xilacina y
ketamina, y la posterior administracion por viaamhosa de membutramida,
mebezonio ioduro y tetracaina clorhidrato (T-61®jlasis de 0.3 ml/kg. Las
muestras 0seas fueron extraidas realizando unabartedial longitudinal en el
muslo de ambas patas. Alcanzados los fémures,ssatidalaron ambos a nivel
de la rodilla y, a continuacion, se realiz6 un&o&imia a 8 cm proximalmente a
la interlinea articular fémoro-tibial. Liberadoettremo distal de cada fémur de
todas las partes blandas, fueron incluidos en uolacién de formol
Posteriormente se realiz6 de control radiografiegyra 3.35), finalmente, se
enviaron al Servicio de Anatomia Patologica del @lejo Asistencial de Leon,
donde se mantuvieron decalcificandose (Figura 3.36)
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Fig. 3.35.Control radiogréafico de
la pata de un animal del estudio
después de sacrificado, en
proyecciones antero-posterior y
lateral.

Fig. 3.36. Extremo distal del

fémur tras el sacrificio del animal
y detalle de su seccidén, con
sefializacion del defecto (flecha y
circulo).

©

Los tiempos de sacrificio de los animales, inicihte planificados para realizar
alas 4, 6, 8, 10 y 12 semanas del tratamienteeadzaron a las 4 y 12 semanas
después de observar que los tiempos suprimidopesanindibles (Tabla 3.8).

IMPLANTE-SACRIFICIO TIEMPO
4 SEMANAS 12 SEMANAS

CONTROL 3 3
PRP 4 2
CELS NO DIF —PRP 2 2
CELS DIF-PRP 3 2
CHIP 2 2
CHIP-PRP 2 2
CHIP-CELS DIF 3 1
CHIP-CELS DIF-PRP 3 2
TOTAL 22 16

Tabla 3.8.Resumen de los grupos, momento del sacrificicaey det defectos
0seos del estudio.

11.Estudio anatomopatolégico e histomorfométrico de B muestras Las
muestras, una vez sacrificado el animal, se magrovien formol al 10% hasta
el procesado para la fijacion. En primer lugaresdizo el corte del fémur distal
con sierra oscilante. Posteriormente se decalcifasia el tallado de la muestra.
Una vez tallada ésta se inicié el procesado deismenpara la extraccion del
agua Yy la inclusién en parafina, segun el protocesefiado en la tabla 3.9. La
inclusion en parafina consistio en sustituir elagsular por un medio liquido
capaz de solidificarse en las condiciones adecuddakemperatura, a fin de
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proporcionar a la muestra la consistencia y homeigad adecuadas para
obtener secciones de 5 micras mediante un microtg@ontinuacion se

procedio al secado en estufa a 60° durante 20 osirpfinalmente, se realizaron
tinciones de hematoxilina-eosina (HE) y tricromicde Masson de forma
automética (Figura 3.37). Aunque inicialmente saificé realizar tinciones con
Von Kossa para facilitar las lecturas histomorfaméas, se desechd por la
pérdida de valor al realizar la decalficacién dedso.

Para la realizacion de la tincibn HE se utiliz6 hemilina-eosina
Harris®, eosina 10 gr, agua destilada 200 ml, y etanod5&% 800 ml. El
tricromicro de Masson se realizé siguiendo el poko de la tabla 3.10. La
hematoxilina eosina permite obtener una visidnagunto tiniendo el osteoide
de color rosa palido y el hueso mineralizado da mscuro. Con la tincién de
tricromicro de Mason se pueden observar con nitidezélulas 6seas, tifiendo
el osteoide de rojo y el hueso mineralizado deezerd

Formol a 40° 60’ Alcohol absoluto-xilol (1:1) a 40° | 90°
Agua a 40° 30’ Xilol a 40° 60
Alcohol 70% a 40° 60° Xilol a 40° 60
Alcohol al 96% 45 Parafina a 60° 60"
Alcohol al 96% 45 Parafina a 60° 60"
Alcohol absoluto a 40° 60 Parafina a 60° q0°
Alcohol absoluto a 40° 60 Parafina a 60° q0°

Tabla 3.9. Procesado de las muestras para su estudio anatatwégico e
histomorfométrico.

Fig. 3.37.A la izquierda, equipo de tincion de hematoxilimsiea (HE). A la
derecha, del tricrémico de Masson.
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SOLUCIONES
DENOMINACION COMPOSICION/ELABORACION
- ACIdO PICIICO v 16 g.
- Agua destilada ...........ccccceeeiiiiiiiie el 800 mi
Solucién de Bouin - FOrmol ..o 200 ml
- ACIdO ACBLICO.......iiieeiiiii e 40 ml.
Solucién A
- HematoXilina...........coooee i e 1g.
Solucién Hematoxilina de Weigert, - AlCONOl 95%0....ccoct v 100 ml
mezclando la solucién Ay la B a partes | Solucién B
iguales en el momento de usar - Cloruro férrico 29%..........cccerieeiieiiienieeiee e 4 ml.
- Agua destilada............ccoeviiiiiiiiii 95 ml.
- HCL e 1 ml
Solucién de escarlata de Biebrich al 1% - Escarlata de Biebrich.............ccooviiiiiiiiie 1g
- Agua destilada ...........ccoceii i 100 ml.
Solucién de fucsina acida al 1% - Fucsina acida..........ccocoeviiiiiin e 1g.
- Agua destilada.........cccccoiiii i 100 ml.
Solucién de escarlata de Biebrich-fucsina - Escarlata de Biebrich al 1% .............ccvvvinnnnees .90 ml.
acida - Fucisna &cida al 1% ... .....cccooevviiniiiiiiiinne 10m
- Acido acético glacial.............c...c..ociiiii 1 ml
Solucién de acido fosfotlingstico al 10% - Acido fosfotiNgStiCO.......ccvvvvviie i 10 g.
- Agua destilada...........cooceiiiiiiiiiiiiii 100 ml.
Solucién de acido fosfomolibdico al 10% - acido fosfomolibdico.........ccooeevvviiiiiiiien, 10 g.
- Agua destilada...........ccocoeviiiiiii 100 ml.
Solucién de acido fosfotlingstico- - Solucién de acido fosfotingstico al 10% ............. 10 m
fosfomolibdico. - Solucién de acido fosfomolibdico al 10% ............ 1oml
- Agua destilada ..........coeeviii it e 20 ml.
- Azul de metilo ,
Solucién de azul de metilo - Acido acético glacial .
- Agua destilada .............cooiiiiiiiii 98 ml
Solucién de acido acético al 1%. - Acido aCBtiCO.......oeii i 1 ml
- Agua destilada...........cccooieiei i 99 ml.
PROCEDIMIENTO
1. Desparafinar e hidratar las preparaciones.
2. Introducir en la solucién de Bouin a 70 ° C + 5aiiie 15 minutos.
3. Lavar en agua corriente hasta que desaparezcdoelatparillo de las
preparaciones.

Teflir en Hematoxilina de Weigert durante 5 minutos.
Lavar en agua corriente durante 5 minutos.

Lavar en agua destilada.
Tefir en solucion de escarlata de Biebrich-fucshtéda durante

Lavar en agua destilada.
Tratar las preparaciones en la solucion de acidsfofimngstico
fosfomolibdico durante 5 minutos.

10. Tefir en azul de metilo durante 5 minutos.

11. Diferenciar en acido acético al 1% durante 1 minuto
12.Deshidratar, xilol y montar.

Tabla 3.10.Resumen de la técnica de tincién con tricromicddesson.
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El estudio histomorfométrico de las muestras sdiztea en el
departamento de Anatomia Patologica del Complejestéscial de Leon,
utilizando un microscopio Optico Olympus BX61 asold a una camara
Olympus DP 70 con una resoluciéon espacial de tbdsema de 1,935 micras
con las siguientes condiciones de captura: imageb&sidas con objetivo de
10 aumentos y tamafio de pixel de camara de 6,4tasncuadradas con un
tamafio total de imagen de 1,6 megapixeles. Cotilizagion de este equipo
podemos visualizar y procesar directamente las eme&g obtenidas de los
diferentes cortes en la pantalla de un ordenadotiu®e IV con el programa
Windows XP, asi como realizar las diferentes medies histomorfométricas
con el programa informatico AnalySIS® de Olympualgla 3.11 y figura 3.38).

L
Fig. 3.38.Microscopio asociado a equipo informéatico

1. Medidas geométricas del defecto 2. Medidas de los 3. Medidas celulares
6seo osiculos
1.1. Medida del area del circulo de |al.1. Namero de osiculos.| 3.1. Ribete de osteoblastos.
seccion transversal del defecto. 1.2. Area de cada osiculo. 3.2. Nimero de osteoblastos.
1.2. Medida del area del rectangulo de(ld.3. Nimero de osteocitos 3.3. Nimero de osteoclastos
seccion coronal del defecto. en cada osiculo.

1.3. Medida del volumen del defecto.

1.4. Area trabecular total.

1.5. Profundidad de crecimiento.

1.6. Area de microfragmentos del hueso
liofilizado.

Tabla 3.11. Resumen de las medidas histomorfométricas realizagae se
expresaron mediante el valor descriptivo de la medi
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3.7. MANEJO Y ANALISIS DE LA INFORMACION

El manejo y andlisis de toda la informacion seizéatle forma automatizada
mediante el uso de ordenadores PC compatibles astpspcon el sistema operativo
Windows 2000. La informacion se recogié en una loesdatos creada con el programa
Access 2000 de Microsoft, desde la que se realizoleado de la informacion a la hoja
de calculo Excel 2000 para su depuracion, comedidi corregir errores de recogida de
la informacion (Figura 3.39).

=

OVEJA: I-lI-llI-IV-V-VI- -VII-1X-X- %1-XI-C1-C2-C3-C4-C5-C6-C7-C8-C9-C10
DATOS INTERVENCION QUIRURGICA
DIA:
LADO: O Derecho O Izquierdo
IMPLANTE: OI. OI. OIlll. OIVv. OV. OVL O.VI. 0.Vl
INCIDENCIAS: ONo O Si
T T PP PP PP PPPTTI )....
3. RADIOLOGIA
FORMACION: 0. 1. 2. 3. 4
REMODELADO: 0. 2. 4.
4. ANATOMIA PATOLOGICA
0 = No actividad celular 6sea
1 = Aposicion temprana hueso nuevo
2 = Aposicion activa de hueso nuevo
3 = Reorganizacién de esponjosa (aparicion ostsnsp
4 = Esponjosa reorganizada completamente
5. HISTOMORFOMETRIA
AREA IMPLANTE: ...t RIBETE OSTEOCITOS: ................
VOLUMEN IMPLANTE: ..o AREA HUESO LIOFILIZADO.: ........
AREA TRABECULAR TOTAL: .......cvue..n. N° OSTEOBLASTOS: ......ccvvevevnennn,
PROFUNDIDAD DE CRECIMIENTO: ......... N° OSTEOCLASTOS: ....ovvveveenene
OSICULOS: NUMERO: ....ocvviveeiiiiiie e,
ESCALA RANLY: 1. 2. 3. 4.
AREA OSICULO: ..........ovee.....
N° OSTEOCITOS OSICULOS: ...

N

Fig. 3.39.Protocolo inicial de recogida de datos.

El tratamiento estadistico de los datos se estetn dos fases: una descriptiva y otra
analitica. En la fases decriptiva se utilizaron ith&sl de frecuencia absoluta y relativa
para las variables cualitativas y como medida dédecia central la media para las
variables cuantitativas. En la fase de analisispseprobo el comportamiento normal de
determinadas variables para las que se les apligdueba de T-Student y prueba de Chi-
cuadrado y en aguellas donde no se domostr6 laatidad, se emplearon pruebas
estadisticas no paramétricas: correlacion de Speapara el estudio comparativo de las
variables y prueba de Wilcoxom para la comparad#tos resultados radiogréficos.
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3.8. LIMITACIONES DEL ESTUDIO

A pesar de que los estudios experimentales somuespresentan una mayor
precision y validez, el estudio tiene su limitaciofundamental en el nimero de
individuos y en el reparto aleatorio de los misrandos grupos de estudio y de control.
En nuestro estudio se realiz6 la distribuciontaléade los animales en los grupos para
evitar la aparicion de diferencias y sesgos eells. Al tratarse de experimentacion
con animales se acepta una mayor uniformidad etitve, con lo que las diferencias
entre la muestra estudiada y el universo son msrgue en los estudios con humanos,
por lo que se acepta un tamafio mas pequefio derasuest

Otra limitacion fue que, en el momento del implapta pesar de realizar el
mismo con la maxima reproductibilidad posible emdediferentes grupos, no pudimos
garantizar que el numero de células implantaddsgaso la cantidad de factores de
crecimiento, fuera exactamente igual en los indieglde los mismos grupos.

Finalmente, a la hora de interpretar los datosohmsetfométricos hay tener en
cuenta las limitaciones que presenta este tipcstiglie, como son las diferencias entre
los huesos de diferentes animales de experimentadiferencias de las mediciones
entre diferentes observadores y las diferenciase dias mediciones efectuadas en
distintos laboratorios.
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4. 1. RESULTADOS DE LA PUESTA A PUNTO DEL PROTOCOLO DE
TRABAJO

Aislamiento y Expansion de ADMSCs

Tras el estudio del efecto de las diferentes veasaanalizadas (temperatura de
preservacion, concentracién de enzima durantegkestion, agitacion vy filtracion de la
muestra digerida) sobre los rendimientos celulatesnzados tras el procesamiento de
las muestras grasas, se seleccionaron los sigsipatdmetro Optimos: preservacion a
temperatura ambiente, digestion con colagenasaltp@®mg/ml sin agitacién y sin
someter a la muestra digerida a filtracion.

En el 100% del total de las 20 muestras de graseetsias al protocolo de
digestion empleado se consiguieron obtener suspessicelulares correctamente
aisladas y viables para su uso en el establecimaiineas celulares. El rendimiento
celular depar6 una media de 172 + 132 células/mgjik digerido.

Para el establecimiento del cultivo primario (P@pgedente de las células
obtenidas del porceso de digestion celular, enstéa casos estudiados, se utilizé una
alta desnsidad de siembra (30.000 céijci@on ella, se lograron obtener un 100% de
éxitos en el establecimiento de este cultivo. A24s48 horas de la siembra celular
sobre el plastico de las placas de cultivo, laslagladoptaron una morfologia fusiforme
(Figura 4.1) y con el paso de los dias iba confadoana extensa red de células
interconectadas entre si que alcanzaban el estageedonfluencia al término de los 9
priemros dias (Figura 4.2). Para la realizacidoswultivos (P1 y P2), se partieron de
densidades celulares de de 5.000 célul&s/obteniéndose patrones de crecimiento
similares a los ya descritos.

Fig. 4.1.Morfologia celular a las 24-48 horas de la sieml@2aX).
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Fig. 4.2.Estado de preconfluencia de los cultivos celuldizguierda: 10X; derecha: 20X)

En lo referente a la proliferacién celular, en ®dos casos estudiados las
células presentaban un comportamiento estandaellgs, se distinguen claramente
varias fases; la primera, o fase de latencia (denadacion al medio), en PO presentan
es mas prolongada (una media de 4 dias) que enlldgs P1 y P2 (entre 1y 2 dias);
una segunda o fase exponencial de crecimiento eudaen todos los cultivos las
céliulas crecen hasta llegar a estados de preemtila; una tercera o fase de latencia
gue en todos los casos se consiguen entre Iso®Bdjas y, por ultimo, en todos los
casos se observd un repunte en el crecimientoacetldbido a que las células se
retrajeron en grumos y nuevas células ocuparonparfcie plastica libre, aunque en
pocos dias la mayoria de las células se soltamarieron (Figura 4.3).

Fig. 4.3. Estado de hiperconfluencia y
retraccibn en agregados celulares
(10X).

La tasa media de expansion de las células en cultas la realizacion del
cultivo primario (PO) fue de 4 veces el numero ioaf de células a los 9 dias. En
subcultivos posteriores (P1 y P2) se observaroastae expansién de 20 veces el
namero de células sembradas en tan solo 8 diax4kig.4 y 4.5).
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CLIRVAS DECRECIMIENTO TASAS DE EXPANSION CELULAR
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Figs 4.4 y 4.5Curvas de crecimiento y tasas de expansion cetidahkDMSCs en cultiv

Multipotencialidad de ADMSCs

En todos los casos estudiados, las poblacionemrdumostraron scapacidad
de diferenciacion hacia diferentes estirpes cedgldras la expansion in vitro. En
cultivos control, no se aprecié en ningln casxistencia de caracterisiticas propias
la células diferenciadas (formacion de vacuolassgmcia de pteoglicanos y signos ¢
mineralizcidn respectivament

Adipogénesis

Al cabo de 3 dias de induccién adipogénica se wbsan cambio en |
morfologia de las células en cultivo, cpasaron de mostrar una morfologia fusifol
con finas prolongaciones a umorfologia mas estrellada. Tras 7 dias de cultiv
medio adipogénico la tincién Oil Red O puso en enda la formacion de vacuol
lipidicas en el interior de las células (uras 4.6 y 4.7).

Figs 4.6 y 4.7A laizquierda,
control negativo di
. diferenciacion  adipogénic
- (10X). A la derecha, célul
- de fenotipo  adipocitic
~ diferenciadas de ADMS
(40X).

Condrogénesis

El cultivo en condiciones de alta densidad y antbiéndimensional en matr
de fibrina faveoecié la adquisicion de caracteristicas condrastipor parte de I
poblaciones celulares que, tras 21 dias de cudtivanedio condrogénico, comenzarc
mostrar una morfologia redondeada y se dispusiemotagunas dentro de la mati
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Ademas, la tincion AzuRAlcian puso de manifiesto la presencia proteoglicanos en I
zonas de la matriz cercanas a las células diferdasi(Fiuras 4.8 y 4.9).

Figs. 4.8 y 4.9. A la izquierda, células de diferenciacion condragéanen matriz de fibrini
tefiidas con Azul Alcién (20XA la derecha, antrol negativo de diferenciacion condrogén
(20X).

Osteogénesis

El cultivo de ADMSCs en medio osteogénico provoed aambio en « patron de
crecimiento y distribucion de las células en coltqgue se tradujo en la formacién de nédi
gue mostraron signos duineralizacion tras la tincion con Alizarin Red. ba@neralizacior
comenzo a ser evidente a los 7 dias de induccféa ynasintensa a los 14 y 21 dias de cult
en medicosteogénico (Figuras 4.10 y 4).

Fig. 4.10. Control negativo de diferenciacic
osteogénica (10X).

Fig. 4.11.Fases de mineralizacién progresiva de la matrizaedlular en cultivo osteogénic
con tincion Alizarin Red.
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4.2. RESULTADOS RADIOLOGICOS

Resultados radioldgicos del crecimiento 6seo (forragn dsea)

En ninguno de los grupos hubo formacion o crecitoigseo mayor del 25%
segln la escala de Lane y SharulEl crecimiento del 25% se observé en todos los
casos de los grupos con heteroinjerto (IV-VII).|&s grupos sin él hubo 3 de 18 casos
sin crecimiento. No obstante, no hubo diferenciasseelos grupos. El porcentaje de
crecimiento 0seo global y en los casos de cadaogepepresenta en las figuras 4.12 -
4.14. En la tabla 4-1 se representa el crecimientéuncion del tiempo, observandose
que éste se incrementa desde las 4 a las 12 semanas

40
— 100%

304 - 80%

—60%

20—

Ndmero
alejuaslod

35

—40%

10—
—20%

: | 311,
| | °

25% 0%

CRECIMIENTO OSEO

Fig. 4.12.Representacion esquematica del crecimiento 0seergleen los animales del
estudio.
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IMPLANTE
O
100.0% O CONTROL
O FRP
@ CELS (NO DIF)-PRP
O CELSDIF-PRP
O CcHIP
80,0% —
- O CHIF-FRP
] W CHIP-CELS DIF
W CHIP-CELS DIF-PRP
@ 60,0% —
— .
it
=
@
3]
—
Q
o
40,0%
20,0% —

0,0%

NO CRECIMIENTO 25% CRECIMIENTO

CRECIMIENTO

Fig. 4.13.Representacién esquematica del crecimiento 6séusegrupos del estudio.
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Fig. 4.14. Representacidon esquematica del crecimiento ésemseuliferentes grupos del
funcién del tiempo, al cabo de 4 y 12 semanas.

estudio en
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Resultados radioldgicos de la remodelacién ésea

En ninguno de los grupos hubo remodelacion 6segletansegun la escala de

Lane y Shandi®. En el grupo control no hubo ningln caso de refiagitin 6sea. En
los grupos Il y Il la mayor parte de los casogmustraron ninguna remodelacion. En el
resto de los grupos la remodelacion fue dispartadasdo mas la del grupo de los
heteroinjertos mezclados con células. En cualqeaso, no hubo diferencias entre los
grupos. El porcentaje de remodelacion ésea globah yos casos de cada grupo se
representa en las figuras 4.15 - 4.17. En la tdlflase representa el remodelado en
funcién del tiempo, observandose a las 4 semanadagausencia de remodelacion es
mas marcada, faltando siempre en el grupo control.

En las tablas 4.1 — 4.8 y en las figuras 4.18- &2%epresenta el crecimiento y
el remodelado 6seo de cada uno de los grupos deranaudividual.

40
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30— -80%
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- 20%
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! ! °
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REMODELACION OSEA

25

104

Fig. 4.15. Representacion esquematica de la remodelacion @wmseeral en los
animales del estudio.
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IMPLANTE
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Fig. 4.16.Representacion esquematica de la remodelacionéséas grupos del estudio.
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Fig. 4.17.Representacion esquematica de la remodelacion ésdas diferentes grupos del
estudio en funcién del tiempo, al cabo de 4 y h2asms
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GRUPO CRECIMIENTO REMODELACION
CONTROL (1) OSEO OSEA
Oveja 1l 25% Ninguna
Oveja 2 25% Ninguna
Oveja 3 25% Ninguna
Oveja 4 0% Ninguna

Tabla 4.1 y Fig. 4.18Arriba, resumen del crecimiento y remodelado 6seeleyrupo
control. Abajo, aspecto radiografico de un defedseo del grupo control alas 4y 12
semanas de su creacion, sin que se observe signecimiento ni remodelado 6seo.
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GRUPO CRECIMIENTO REMODELACION
PRP (11) OSEO OSEA
Oveja 1 25% Ninguna
Oveja 2 25% Apreciable
Oveja 3 25% Ninguna
Oveja 4 25% Ninguna
Oveja 5 0% Ninguna

Tabla 4.2 y Fig. 4.19Arriba, resumen del crecimiento y remodelado 6seelegrupo
del PRP (ll). Abajo, aspecto radiografico de uneséd 6seo de 2 animales del grupo Il
alas 4y 12 semanas. Se observa remodelado estiooado apreciable.
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GRUPO CRECIMIENTO REMODELACION
PRP + CELULAS (lIl) OSEO OSEA
Oveja 1l 25% Apreciable
Oveja 2 25% Ninguna
Oveja 3 25% Apreciable
Oveja 4 0% Ninguna

Tabla 4.3 y Fig. 4.20Arriba, resumen del crecimiento y remodelado 6seeleggrupo
del PRP y células (Ill). Abajo, aspecto radiogréfide un defecto 6éseo de 2 animales
del grupo lll alas 4 y 12 semanas. Se observa defado estimado como apreciable a
las 12 semanas.
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GRUPO CRECIMIENTO REMODELACION
PRP + CELULAS (lll) OSEO OSEA

Oveja 1 25% Apreciable

Oveja 2 25% Ninguna

Oveja 3 25% Apreciable

Oveja 4 25% Ninguna

Oveja 5 25% Ninguna

Tabla 4.4 y Fig. 4.21Arriba, resumen del crecimiento y remodelado o0seelegrupo
del PRP y células diferenciadas (VIl). Abajo, aspaadiografico de un defecto 6seo
de 2 animales del grupo Ill a las 4 y 12 semana&soBserva remodelado estimado
como apreciable a las 12 semanas.
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GRUPO CRECIMIENTO REMODELACION
HETEROINJERTO (IV) OSEO OSEA

Oveja 1 25% Ninguna
Oveja 2 25% Ninguna
Oveja 3 25% Ninguna
Oveja 4 25% Apreciable
Oveja 5 25% Ninguna

Tabla 4.5 y Fig. 4.22Arriba, resumen del crecimiento y remodelado 6seelegrupo
del heteroinjerto (V). Abajo, aspecto radiografide un defecto 6seo de 2 animales del
grupo V a las 4 y 12 semanas. Se observa crecimigsgo y remodelado estimado
como apreciable alas 4y 12 semanas.
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GRUPO PRP + CRECIMIENTO REMODELACION
HETEROINJERTO (V) OSEO OSEA
Oveja 1 25% Ninguna
Oveja 2 25% Ninguna
Oveja 3 25% Ninguna
Oveja 4 25% Ninguna
Oveja 5 25% Apreciable

Tabla 4.6 y Fig. 4.23Arriba, resumen del crecimiento y remodelado 6seeleyrupo
del heteroinjerto mezclado con PRP (VI). Abajo,ex$p radiografico de un defecto
0seo de 2 animales del grupo VI a las 4 y 12 semdb@ observa crecimiento 6seo y
remodelado estimado como apreciable a las 4 y fr#asas.
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GRUPO CELULAS + CRECIMIENTO REMODELACION
HETEROINJERTO (VI) OSEO OSEA

Oveja 1 25% Ninguna

Oveja 2 25% Apreciable
Oveja 3 25% Apreciable
Oveja 4 25% Apreciable
Oveja 5 25% Apreciable

Tabla 4.7 y Fig. 4.24 Arriba, resumen del crecimiento y remodelado éseelegrupo del
heteroinjerto mezclado con células (VII). Abajopeso radiografico de un defecto 6seo de
2 animales del grupo VIl a las 4 y 12 semanas.[&ema crecimiento 6seo y remodelado
estimado como apreciable alas 4 y 12 semanas.
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GRUPO CELULAS + PRP CRECIMIENTO REMODELACION
HETEROINJERTO (VI) OSEO OSEA
Oveja 1 25% Apreciable
Oveja 2 25% Apreciable
Oveja 3 25% Ninguna
Oveja 4 25% Ninguna
Oveja 5 25% Ninguna

Tabla 4.8 y Fig. 4.25Arriba, resumen del crecimiento y remodelado éseelegrupo del
heteroinjerto mezclado con células y PRP (VII)ajh aspecto radiografico de un defecto
0seo de 2 animales del grupo VIl a las 4 y 12 s&maSe observa crecimiento 6seo y
remodelado estimado como apreciable a las 4 y h2asas. En la radiografia de las 4
semanas se observan los puntos transéseos dad#fijdel parche (flecha).
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3. 3. RESULTADOS ANATOMO-PATOLOGICOS

La correlacién entre las variables del estudio pamostrar la correccion de lo
estudiado y la prueba de normalidad para demagpteata muestra se comporta de una
manera normal, con una distribucién normal y cagmaplicarle pruebas estadisticas

especificas, se presentan en las tablas 4.9 y 4.10.

VARIABLES CORRELACION
Osteocitos-ATT 0,855
Osteocitos-profundidad 0,778
Profundidad-ATT 0,729
Profundidad-osteoblastos 0,661
Osteocitos-osteoblastos 0,448
Ribete osteoblastos-osteoblastos 0,499

Tabla 4.9.Correlaciones entre las variables del estudio. 8dude que los osteocitos, el ATT
(area trabecular total), la profundidad y, posiblente, los osteoblastos y el ribete
osteoblastico, son similares como indicadores deltado.

Profundidad| Osteocitos| Area osiculo Ribete Osteoblastos ATT
osteoblastos
N 38 38 38 38 38 38
Parametros normales (a, b) Media 1884,0937 | 77,0526 535470,9358 | 308,6316 180,8421 1308910
Desviacion estandar | 2925,277 184,38942 | 1049296,430 | 114,71596 236,15198 3435944
Diferencias mas extremas Absoluta ,319 ,504 ,406 ,069 ,357 ,490
Positiva ,319 ,504 ,406 ,069 ,357 ,490
Negativa -,260 -,338 -,305 -,065 -,222 -,352
Z Kolmogorov-Smirnov 1,968 3,107 2,500 ,426 2,201 3,024
Asymp. Sig. (2-tailed) ,001 ,000 ,000 ,993 ,000 ,000

Tabla 4.10. Test “One-Sample Kolmogorov-Smirnov” para demostie@mormalidad de las
variables cuantitativas del estudio (a = distribaeinormal; b = calculado de datos; ATT =
area trabecular total). Las variables profundida@ drecimiento, osteocitos, area osiculo,
osteoblastos y ATT se comportaron de manera nohabete de osteoblastos no.
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Resultados anatomopatoldgicos macroscépicos

Realizados los cortes anatomopatolégicos macrose®pisobre papel
milimetrado, las mediciones del area y volumeniaglante no mostraron diferencias
estadisticamente significativas entre los grupag. (.26 y Tabla 4.11). El estudio
descriptivo de las variables area y volumen delame y su representacion gréfica en
los diferentes grupos del estudio se refleja ¢aldta 4.12 y en las figuras 4-27 y 4-28.

Fig. 4.26.Aspecto macroscoépico de cortes histologicos déifesentes grupos del estudio.

Tabla 4.11. Test de Kruskal Wallis para el

Area Volumen estudio de las relaciones entre el area y
Chi-Square 12,993 7,734 | volumen de los defectos en los diferentes
df ) 7 7 grupos del estudio.
Asymp. Sig. ,072 ,357
AREA VOLUMEN
Media Maximo Minimo Desviacion | Media | Maximo | Minimo | Desviacion
IMPLANTES estandar estandar
Control | 87,31 103,65 76,29 11,22 | 616,21 | 799,49 | 456,38 136,92
PRP | 78,72 111,72 62,12 19,26 | 550,56 | 913,95 | 318,47 239,85
ADMSC-PRP | 84,12 100,46 73,13 12,13 | 591,15 | 774,65 | 466,40 134,41
ADMSC-0+PRP | 78,31 87,87 69,43 6,98 | 513,33 | 636,17 | 377,54 96,95
Chip | 76,22 92,38 57,71 14,37 | 513,43 | 668,10 | 322,11 175,88
Chip+PRP | 67,78 73,16 61,74 4,83 | 282,55 | 478,73 .00 250,78
Chip+ADMSC-0 | 71,61 91,53 49,45 17,23 | 468,08 | 684,20 | 251,96 305,64
Chip+ADMSC-0+PRP | 65,46 75,39 58,03 7,60 | 349,06 | 380,90 | 317,22 45,03

Tabla 4.12.Estudio descriptivo de las variables area y voludehimplante.
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Figs. 4.27 y 4.28Representacion grafica de los valores medios dedasbles area (arriba) y
volumen en el defecto de los diferentes gruposstatio (abajo).
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Actividad celular

El estudio descriptivo de la actividad celular setflescala de Lane y Shandu
se refleja en la tabla 4.13 y en la figura 4.29.

FRECUENCIA PORCENTAJE
No actividad celular 21 55,3
Aposicion temprana 11 28,9
Aposicién tardia 6 15,8
Total 38 100,0
NO ACTIVIDAD APOSICION TEMPRANA APOSICION TARDIA
CELULAR
Ne Columna N Ne Columna N Ne Columna N
IMPLANTES % % %
Control 2 9,5 3 27,3 1 16,7
PRP 4 19,0 2 18,2 0 ,0
ADMSC-PRP 2 9,5 2 18,2 0 ,0
ADMSC-0+PRP 3 14,3 1 9,1 1 16,7
Chip 2 9,5 1 9,1 1 16,7
Chip+PRP 1 4,8 1 9,1 2 33,3
Chip+ADMSC-0 4 19,0 0 ,0 0 ,0
Chip+ADMSC-0+PRP 3 14,3 1 9,1 1 16,7
Valor gl Sig. Sig. exacta | Sig. Exacta
asintotica (bilateral) (unilateral)
(bilateral)
Chi-cuadrado de Pearson 1,799 (b) 1 ,180
Correccion por continuidad (d) 1,029 1 ,310
Razon de verosimilitudes 1,817 1
Estadistico exacto de Fisher ,210 ,155
Asociacion lineal por lineal 1,752 1 ,186
N de casos validos 38

Tabla 4.15.Actividad celular segun la clasificacién de Lan8lyandu. Arriba, en el global de
los casos del estudio y en el centro en los diferegruposEn nuestro estudio no se observa
actividad celular dentro del defecto en el 55,3%atecasos, si bien hay diferencias que no son
estadisticamente significativas (abajo: a = caladasélo para una tabla de 2x2; b = 0 casillas
(,0%) tienen una frecuencia esperada inferior a_&.frecuencia minima esperada es 8,05).
Observamos que en el grupo del heteroinjerto y laglygrupo VII) no se demuestra
crecimiento y que en los grupos |, IV,V y VIl lesllazgos son similares, o que podria
explicarse suponiendo que el heteroinjerto intefae en la diferenciacién celular.
Comparando el grupo de las células sin diferencigrupo IlI) con el de las células
diferenciadas (grupos 1V, VI, VIIl) observamos mego resultados en el grupo de las
diferenciadas.
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Fig. 4.29. Representacion grafica de la actividad celular seda clasificacion de Lane y
Shandu en los diferentes grupos del estudio.
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Actividad osteoclastica

La actividad osteoclastica observada en los graebestudio se refleja en la
tabla 4.14 y en la figura 4.30. En las figuras 4331 se detallan cortes histol6gicos de
dos grupos. Se observo actividad osteoclasticaleda de las areas de todos los
grupos con chip desde las 4 semanas, no encons&erdaingun otro grupo.

30,00
OSTEOCLASTOS @
(media) 5
IMPLANTES 3
Control ,00 § .
PRP ,00 e
ADMSC-PRP ,00 °
ADMSC-0+PRP ,00 3
Chip 30,75 =
Chip+PRP 14,75 ‘
Chip+ADMSC-0 30,25
Chip+ADMSC-0+PRP 21,00
0.0

Iy vivinvi

IMPLANTES

Tabla 4.14 y Fig. 4.30Actividad osteoclastica en los diferentes grupdsedtudio.

Figs. 4.31 y 4.32Hematoxilina-eosina 40X de un caso del grupo Vg oiel grupo VI
(heteroinjerto-PRP) donde se observan fragmentos hdeso liofilizado con actividad
osteoclastica (flecha) y una gran célula multinada en el corte VI de probable origen
osteoclastico.
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Figs. 4.33 y 4.34Tricromico de Masson 40X de un caso del grupo NMétd€roinjerto-
células) observandose actividad ostoclastica pardigestion del hueso liofilizado, de
color rojo. A la derecha, hematoxilina-eosina 20X dn caso del grupo VIII
(heteroinjerto-células-PRP) mostrando el aspectobgl del defecto 6seo con zonas
con heteroinjerto en su interior, tejido fibrosdrgbeculas

Fig. 4.35. Detalle de un caso del grupo de heteroinjerto m&PP (grupo VII),
observandose osteoclastos alrededor del heteramjereabsorbiéndose (flecha
amarilla).
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Actividad osteoblastica

Los resultados de la actividad osteoblastica ergtapos del estudio se refleja
en la tabla 4.15 y en la figura 4.36. En las figu#a37 y 4.38 se detallan cortes
histologicos de dos grupos.
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(media) 250,00 4
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PRP 222,50 2000
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ADMSC-0+PRP 234,40 o
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Chip+PRP 206,00 @
Chip+ADMSC-0 ,00 u
Chip+ADMSC- 157,00 3
0+PRP ,_g 100,00
S
50,00
0,00

I i mw v vevia v
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Tabla 4.15 y Fig. 4.36Actividad osteoblastica en los diferentes grupdsedtudio.

Figs. 4.37 y 4.38Tinciones hematoxilina-eosina en los grupos léltas diferenciadas-PRP)

y VIl (heteroinjerto-células-PRP) y tricromicro ddasson en el resto. Aunque no hay
diferencias estadisticamente significativas ent® ¢grupos, se observa que existe actividad
osteoblastica alrededor del hueso neoformado cdreocgfos en el interior de las lagunas,
salvo en el grupo VII. En este grupo no existévalztd osteoblastica, observandose lagunas
vacias de osteocitos.
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Evolucion anatomo-patologica del implante

En relacion con la evolucion anatomopatoldgicaimelante, a las 4 semanas se
observaron células inflamatorias y minima reabéardel chip en la mayor parte de los
casos. En algun defecto se observo formacion dsasualizar la presencia de osiculos
con osteocitos en su interior. En el borde del adefese observd la presencia de
osteoblastos. Ademas, en todas las muestras sev@hsea importante cantidad de
tejido fibroso. En las lagunas del chip no se \ligaeon osteocitos en su interior (Fig
4.39).

A las 12 semanas no se observaron signos inflamstdn los defectos donde
se implanté chip (grupos V-VIII), el heteroinjertiendi6 a desaparecer, siendo
sustituido por hueso nuevo en algunos de los capos tejido fibroso en otros. En el
hueso nuevo se identificaron osteocitos en lamn@g(Figura 4.40)

Figs. 4.39 y 4.40Cortes hematoxilina-eosina 20X de un caso del gMpdonde se observa
crecimiento 0seo en el interior del defecto a lase#nanas (izquierda) y a las 12 semanas
(derecha). En la imagen de las 4 semanas se obs$ermeso trabecular, con osteocitos en su
interior (flecha verde). A las 12 semanas obsensaméinimas areas de chip (flecha blanca),
asi como restos de fibrosis del defecto en el esple$ hueso regenerado (fecha roja).
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4. 4. RESULTADOS HISTOMORFOMETRICOS

Area trabecular total (ATT)

El area trabecular total en los grupos del estsdiefleja en la tabla 4.16 y en la
figura 4.41. En las figuras 4.42 y 4.43 se detaltartes histolégicos de diferentes
grupos.

ATT
IMPLANTES (media)
Control 1836104 00000607
PRP ,00
ADMSC-PRP ,00

500000000+ |

ADMSC-0+PRP 1526541
Chip 2552754

Chip+PRP | 5014225 —
Chip+ADMSC-0 ,00 =
Chip+ADMSC-0+PRP | 164268,06 <
% 300000000+
IMPLANTES [ No chip | Si chip =
Control 1836104 200000000
PRP ,00 ‘
ADMSC-PRP ,00
ADMSC-0+PRP | 1526541
Chip 2552754 1000000009
Chip+PRP 5014225
Chip+ADMSC-0 ,00
Chip+ADMSC-0+PRP 164268,06 000 — T T T —T —7
I mmw v viviavil
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Tabla 4.18 y fig. 4.41.Area trabecular total (ATT) en cada grupo del egtudEstadisticamente se
encontraron diferencias a favor del grupo chip-P@Rupo VI) frente al resto y en contra del grupapsh
células (grupo VII) frente al resto (p<0,05). Entbla de abajo vemos como en los grupos donde hay
chip existe ATT, excepto en el grupo de chip ylaglue vuelve a confirmar que la relacion chip-
células no es buena. Ademads, observamos las difaseentre células diferenciadas y sin diferenciar
cuando no ponemos chip.

Fig. 4.42 y 4.43Representacion del crecimiento 6seo en el intedielr defecto, expresado en el area
trabecular total (20X). Tinciéon hematoxilina-eosiaa los grupos | y 1V; y tricromico de Masson es lo
grupos V, VI y VIII. En el grupo | se observa cneiginto 6seo desde los bordes, sin llegar a uniseel
grupo IV se observa crecimiento desde el borderintdel defecto. En el grupo V se aprecia crecitiaien
desde los bordes y desde la zona interna haciafelctb. En el grupo VI se observa que el defecto se
encuentra regenerado en un porcentaje important0@). En el grupo VIl se observa el crecimiento
Oseo bilateral, estando practicamente unidos angxd&mos.
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Profundidad de crecimiento

La profundidad de crecimiento éseo en los gruposesteidio se refleja en la
tabla 4.17 y en la figura 4.44. En las figurassdy#4.46 se detallan cortes histolégicos
de diferentes grupos.
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=
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Tabla 4.19 y fig. 4.44Profundidad del crecimiento en cada grupo del estu@iras un analisis
de varianza, no se observaron diferencias estadistente significativas entre los grupos. No
obstante, en los que més regeneracion 6sea hubenfles grupos que tenian chip (grupos V,
VI y VIII). La comparacion individual de los grupasediante pruebas no paramétricas
tampoco mostraron diferencias estadisticamente iffigtivas entre los grupos mas
representativos.

Figs. 4.45 y 4.46Cortes de hematoxilina-eosina a 20X en las figulados grupos Ill, IV y
VIII. Tincion tricromico de Masson a 20X en lasufigs de los grupos |, Il, V y VI. Se observa
gue todos los grupos regeneran hueso, con excedeldte chip y células diferenciadas (grupo
VII), que no se representa por este mativo
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Area de microfragmentos de hueso liofilizado (chip)
El area de microfragmentos de hueso liofilizaddosrgrupos que emplearon tal

implante se refleja en la tabla 4.18 y en la figdré/7. En las figuras 4.48 y 4.49 se
detallan cortes histologicos de diferentes grupos.
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Tabla 4.18 y fig. 4.47 Area de microfragmentos de hueso liofilizado engigos del estudio
en los que se utiliz6.

Figs. 4.48 y 4.49.Tincion hematoxilina eosina en las muestras V, WIVIIl (20X) y
tricromicro de Masson (40X) del interior del defectionde se observan los fragmentos de
heteroinjerto, rodeados de tejido fibroso sin presa de neoformacion ésea en el interior.
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NUmero de osiculos

RESULTADOS

El nimero de osiculos — segun la escala de Ramlfgrneion del grupo de
estudio, se representa en la tabla 4.19 y enudasfig.50. En la tabla 4.20 analisis
estadistico para el estudio de esta variable esidarle los grupos.

Ningun osiculo 1 osiculo 2 osiculos

Ne Columna N Ne Columna N N°e Columna

IMPLANTES (%) (%) N (%)
Control 3 115 3 33,3 0 ,0
PRP 3 115 1 11,1 1 50,0
ADMSC-PRP 2 7,7 2 22,2 0 ,0
ADMSC-0+PRP 3 11,5 2 22,2 0 0
Chip 3 115 1 11,1 0 ,0
Chip+PRP 4 15,4 0 ,0 0 ,0
Chip+ADMSC-0 4 15,4 0 ,0 0 0
Chip+ADMSC-0+PRP 4 15,4 0 ,0 1 50,0
NO CHIP 11 42,3 8 88,9 1 50,0
Si CHIP 15 57,7 1 11,1 1 50,0

Tablas 4.17.Descripcion de los osiculos segun la escala deyRalnéervados en los diferentes
grupos del estudio. Arriba, en todos los gruposajdbseparando los grupos sin chip de los

grupos con chip.

Escala Ranly

Mann-Whitney U 117,000

Wilcoxon W 270,000

z -2,021

Asymp. Sig. (2-tailed) ,043

Exact Sig. (2* (1-tailed Sig.)) ,110
2 5
R m
g1 M 5
w 23
e el g
"1 e :

NUMERO
[ -

l

v v vivivi

IMPLANTES
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Tabla 4.20. Demostracion de la
significacién estadistica de la menor
presencia de osiculos segun la escala
de Ranly en los grupos con chip.

Fig. 4.50. Representacion grafica del
namero de osiculos segun la escala de
Ranly observados en cada grupo del
estudio.
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Area de osiculos

RESULTADOS

El area de los osiculos en los distintos grupoeskeidio se refleja en la tabla
4.21 yen lafigura 4.51. En las figuras 4.52584se detallan cortes histologicos de

diferentes grupos.
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Tabla 4.21 y Fig. 4.51Area de los osiculos en los diferentes grupos sieidi. Se observa

gue el &rea de los osiculos es mayor en el grupmétidas mas PRP (grupo 1V). En los grupos
con chip el area de los osiculos fue menor, coarelifcias estadisticamente significativas
(p<0,05).

Figs. 4.52 y 4.53.Tinciones Tricrébmicro de Masson 40X en las muestrag VIl vy
hematoxilina-eosina 40X en las muestras Il y IB. dbserva como se va regenerando nuevo
hueso inmaduro a partir de la periferia del defeforchetes marcando la amplitud de los

osiculos).
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Medidas celulares
Las medidas celulares en los distintos gruposstatl® se refleja en la tabla

4.22 y en la figura 4.54. En las figuras 4.55 y64B detallan cortes histolégicos de
diferentes grupos.

OSTEOBLASTOS | OSTEOCLASTOS RIBETE
(media) (media) DE OSTEOBLASTOS

IMPLANTES (media)
Control 189,17 ,00 256,50
PRP 222,50 ,00 256,50
ADMSC-PRP 204,25 ,00 329,75
ADMSC-0+PRP 234,40 ,00 357,00
Chip 201,00 30,75 339,00
Chip+PRP 206,00 14,75 401,75
Chip+ADMSC-0 ,00 30,25 194,50
Chip+ADMSC-0+PRP 157,00 21,00 361,00

Tabla 4.22.Medidas celulares en los diferentes grupos deldéstu

al ol

I 1muw v vivivi 1 Iy vevavim I 1wy vivivii

IMPLANTES IMPLANTES IMPLANTES

Media OSTEOBLASTOS
Media OSTEOCLASTOS
Media ribete osteoblastos

Fig. 4.54. Representaciones graficas de las medidas celularesos diferentes grupos del
estudio (a la izquierda de los osteoblastos, eceatro de los osteoclastos y a la derecha del
ribete de osteoblastos). Los osteoblastos fueros m#merosos en el grupo de células
diferenciadas y PRP (grupo V), siendo las diferas@stadisticamente significativas cuando
se comparé este grupo con el resto (p < 0,05).UBh@ro de osteoclastos ho mostrd diferencias
estadisticamente significativas en los grupos V-VAl realizar la comparacion de los
resultados de los valores del ribete osteoblastieo manera individual entre los grupos
observamos que existen diferencias significativasedos grupos VIl y VIl y entre los grupos
VI y VI utilizando la prueba de Kruskal-Wallis ceignificacion menor de 0,05.
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Figs. 4.55Tincién tricromicro de Masson en el grupo | (40X}, MV, V, VI y VIII; y hematoxilina-eosina
en la muestra Ill. Observamos la formacién d6sea osteocitos en el interior de las lagunas y
osteoblastos rodeando esas trabéculas. Alrededtasigabéculas se aprecia tejido fibroso.

Fig 4.56.Tincion hematoxilina-eosina en los grupos V y \X}y en el grupo VIII (20X); y tricrémicro
de Masson en las muestra VII (40X). Observamosnfeagos de heteroinjertos y, alrededor, células
multinucleadas (osteoclastos) reabsorbiéndoloseEgrupo VIII s6lo se visuliza el heteroinjerto dtidp

al poco aumento. En el margen superior izquierddadinagen se identifican trabéculas bordeando al
defecto.

Figs. 4.57.Tincién hematoxilina-eosina 100 X en los grupos$M|,V, VII, VIl y tricromicro de
Masson 100X en los grupos |, lll, VI. Se observarksencia de osteoblastos alrededor de la
periferia del defecto 6seo. En el grupo VII no veraotividad en el interior del defecto, con
poco ribete osteoblastico.
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5.1Discusion general

El sistema musculo-esquelético esta disefiado patarger y mantener la forma y
la funcidn que el organismo demanda en las actiéslade una vida activa normal.
Cualquier defecto que altere la homeostasis ddbtandependientemente de su origen,
lo compromete y debilita y, consecuentemente, gaeser reparado en un entorno

biolégico favorable y de estabilidad mecéariica

El tejido 6seo es un tipo especial de tejido caneajue, al igual que otros, esta
compuesto de células y sustancia intercelular. dracteristica que lo distingue es la
mineralizacion de la sustancia intercelular, lo puenparte gran dureza y lo hace capaz
de proporcionar sostén y proteccforOtra propiedad caracteristica es que mantiene su
capacidad de regeneracion en la vida adulta medipricesos de regeneracion y
reparacion 6se®, que pasan por fases sucesivas de inflamacidiorahacion del callo
blando, de formacion del callo duro y de remodéladsea. Las acciones que inician
los mecanismos de reparacion durante las primeseasfson las mas importantes,

precisando un ambiente biolégico favorable y dabéidad mecani¢a.

Las propiedades mecanicas del hueso también stiouteres. Mientras que las
fuerzas tensionales son similares a las del hiemdido, el hueso es tres veces mas
ligero y diez veces mas flexible. Sin embargo edauno es un material homogéneo e
inerte como el hierro, el plastico o los metalesodeque estan hechos la mayoria de los

implantes utilizados en ortopedi&.

La pérdida de tejido 6seo como consecuencia denrgsmos, del tratamiento de
tumores o de otras enfermedades, supone un greecyehte problema de salud que
hay que afrontat?**®1 135132 En gquellas situaciones donde el organismo reapaz
de reparar las lesiones tenemos que buscar otrdsnque permitan restablecer la
normalidad anatémica y funcional, es decir, consdguegeneracion 6sea mediante la
reconstruccion tisular en una estructura tridimemei anatémica funcion&f4913313°
Para ello se precisarian células (osteogénesisdrés de crecimiento (osteoinduccion),

un soporte estructural (osteoconduccién) y un entadecuad§®*%

En la actualidad, s6lo los injertos de hueso egsonjautdlogo poseen las
propiedades de osteoinduccion, osteoconducion,oiagtgracion y osteogénesis

necesarias para conseguir la regeneracion oOsdaersicon las limitaciones de la
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disponibilidad y la morbilidad en el paciem&*"#%12 | 5 obtencién de un sustituto

0seo biocompatible que reprodujera las propiedbiid§gicas de los autoinjertos seria
lo ideal y es el objetivo del presente trabajo, baepretendido estudiar la capacidad
regenerativa de células troncales de la grasaedifeadas a células 6seas mediante

técnicas de ingenieria tisular.

La esperanza de vida en los paises desarrolladosada vez mayor,
condicionando un envejecimiento poblacional y umewto en la prevalencia de las
enfermedades cronicas degenerativas. De hechstisaue en el afio 2012 el 25% de
la poblacion europea tendra mas de 65 afos, q@astila y Ledn ya tienen el 22,5%
de su poblacion total, seis puntos por encima daddia espafiola (16,6%). En este
contexto aumentaran enfermedades como la de Aleneimen el &mbito musculo-
esquelético, enfermedades como la artrosis, laopstesis u otras que debilitan de
forma global o local el tejido 6seo y que puedemifeatarse con fracturas o con
sintomas derivados de la misma fragilidad. La fidayil 6sea local a menudo se debe a
defectos 0seos, que pueden tener origenes muyasyaromo ya se ha apuntado, con
gran exigencia terapéutica y socioecondémica. Apeew, las enfermedades Oseas se
encuentran entre las principales causas de absentiaboral, hospitalizacion e

incapacidad, consumiendo una media del 3% del & &n los paises desarrollados
136

Paralelamente al envejecimiento de la poblacion, ir@remento de los
traumatismos de alta energia incidird en el aumedetdesiones con defectos 0seos
susceptibles de reparacién. En 1990 ocurrieron deds8,2 millones de muertes y
aproximadamente 312 millones de personas de todouedo necesitaron atencion
médica debido a lesiones por traumatismos no iiteales. En el afio 2000 el nimero
de muertes fue superior a 3,8 millones, y parafl 3020 se calcula que los
traumatismos seran la segunda o tercera causa eltenan todos los grupos de edad,

siendo la primera entre los individuos de 1 y 4dsaén los paises desarrolladds

Con todo, el impacto de las referidas patologiasestws individuos, la sociedad y
los sistemas de salud y sociales ha motivado g@danizacion Mundial de la Salud
declare la década 2000-2010, que esta a puntoaleéir, como la “Década del hueso y

las articulaciones”. De esta forma se ha pretenaifdomar del importante crecimiento
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de los procesos patologicos del aparato locomaterajectan a nuestra sociedad, asi

como promover la investigacion para la prevencién yratamientd™®

La reparaciéon de los defectos esqueléticos puedmwse compleja, dependiendo,
fundamentalmente, de su magnitud. La mayoria deltasnativas terapéuticas en la
actualidad se refieren al empleo de injertos 0sdesprigen autdlogo, homélogo o
heterélogo, cada uno de ellos con ventajas e irgoemtes, algunas de ellas ya

apuntadas.

Los autoinjertos 0seos son los obtenidos del miswhwiduo y transferidos a otra
parte de su esqueleto, con propiedades Optimass@®genesis, osteoinduccion y
osteoconducion, histocompatibles y, por su procgdenincapaces de transmitir
enfermedades’®. Sin embargo, tienen una limitacién fisica en toam su
disponibilidad, suponen una segunda intervencioel enismo paciente, aumentando el
tiempo quirdrgico y afiadiendo morbilidad, y no peredisarse en el caso de nifios,

ancianos o pacientes con enfermedades malignas.

Los homoinjertos son injertos 0seos trasplantadt® eniembros genéticamente
no idénticos de la misma especdie Su principal ventaja se refiere a su amplia
disponibilidad, que depende de la oferta de loscémnde tejidos, su reducida
inmunogenicidad y su buena tolerancia por parteet#ptor. Sin embargo, no tienen
propiedades osteogénicas y practicamente limitan papel al de un buen
osteoconductor. Ademas, estan expuestos a numecosaglicaciones, sobre todo
cuando se emplean en grandes reconstrucciones,lantque destacan las infecciones,
las pseudoartrosis y las fracturas. También puedalbsorberse por mecanismos

inmunoldgicos.

Los heteroinjertos 0 xenoinjertos son los implaosadntre sujetos de especies
diferentes. Aunque su disponibilidad es grande,capacidad inmundgena es el
principal inconveniente para su generalizactén De cualquier forma, aunque se
desconozca el mecanismo exacto y la importanciadeda respuesta inmune a su
incorporacion, los antigenos del complejo mayor histocompatibilidad serian
fundamentales en el reconocimiento del injertopgaote del huésped. Las moléculas de
clase I y Il del complejo mayor de histocompatdall (HLA) serian reconocidos por

los linfocitos T del huésped, que podria rechatanjerto, como puede ocurrir con
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otros 6rganos parenquimatosd®” En nuestro estudio los utilizamos por su

disponibilidad y porque el estudio era experimentabs lo permitia.

Con el fin de solventar los inconvenientes de hgsrios 6seos, en los ultimos
afos se ha avanzado en el disefio de nuevos nedesiatéticos de gran aplicacion en
el campo de nuestra Especialidad. La mayoria des esiateriales presentan una
excelente biocompatibilidad y buena osteoconduc@dnque sus aplicaciones clinicas
se ven limitadas por problemas de osteogénesigatbsorcion a largo plazo y por unas
propiedades mecéanicas pobt&s Nos referimos a las cerdmicas y a los polimexsk,
como a los biomateriales (entre los que cabria aita matriz 6sea desmineralizada, al
colageno y a los sustitutos 6seos sintéticos),sadenominados compuestos “licon-
based” (cristales bioactivos, vidrio ionomérico wustsatos osteoconductivos no

bioldgicos) y a los injertos combinados.

Debido a las limitaciones asociadas a todos egios tle injertos y sustitutivos
0seos, en los Ultimos afos la terapia celular pdenieria tisular han adquirido una
gran importancia en el desarrollo de nuevas egtestderapéuticas para la reparacion

de patologias del tejido 0seo.

La Ingenieria de Tejidos se considera rama de déén@enieria, sirviéndose de
métodos de ingenieria de materiales, bioquimicasicoFquimica para mejorar o
sustituir funciones biolégicas dafiadas mediantecriacion de tejidos especificos
mediante la manipulacién y seleccién de célulasrices y estimulos biolégicds. En
nuestro ambito se refiere a la creacion de tejskn @ de otra naturaleza del sistema
musculo-esquelético. Se trata de combinar célindgerenciadas o no, en una matriz a
la cudl se pueden afadir factores de crecimien® apeleren su proliferacion e

indiferenciacion para ser trasplantadas al hueSadtay conseguir su regeneracfan

Una de las alternativas mas prometedoras, en Ualatd, para el tratamiento
de las alteraciones del hueso se centra en lzadiifin de células de naturaleza
mesenquimal. Desde que Phemister, en 1947, uéliaanyeccion de células de madre
mesenquimales de médula ésea (BMSCs) en paciemegseudoartrosi§® y, en las
décadas posteriores, Burwell definiera la capacidgdnerativa de la médula 6sea de la
cresta iliaca>* el implante de células mesenquimales para elmianto de diferentes
tipos de lesiones ortopédicas ha ido adquiriendda ceez mas importancia. La

inyeccion percutanea de este tipo celular comi@ran necrosis’>3*

y diferentes
fracturas’ ha resultado ser bastante exitosa. Ademas szagiiiin permite el desarrollo
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de técnicas minimamente invasivas, que puederpieadas bajo anestesia local y con
minimas complicaciones, evitando, en la medidaodeokible, la necesidad de utilizar

técnicas quirdrgicas bastante mas agresivas.

Insistiendo en las aplicaciones clinicas de las M&8€la médula 6sea o de otro
origen en la regeneracion tisular, los progenitdeebMSCs han sido utilizados después
de su expansion in vivo y su inmediata implanta@ania reparacion satisfactoria de
defectos 6seos y cartilaginosos, en no unionesageufas, en el tratamiento de heridas
cronicas en la piel y de infartos de corazén endnos y en modelos experimentales.
La implantacion directa de hMSCs en lesiones calebrde ratas también ha

demostrado ser eficaz.

La administracién sistémica de hMSCs ha disminliadoniveles de glucosa en
el raton diabético. Por otra parte, la administlagistémica de MSCs de médula 6sea
en modelos animales ha demostrado facilitar laregpan de lesiones en los rifiones y
en el cerebro; asi como la administracion sisteradte células de médula 6sea ha sido
utilizada para el tratamiento de la osteogénespeifacta en humanos. También se
estan estudiando sus beneficios en pacientes ¢amoirde miocardio y con anemias

aplasicas severas.

Con respecto al mecanismo de actuacion de las M8Gsal uso clinico, se ha
sugerido que en la reparacion tisular no inteniamda través de la diferenciacion a un
fenotipo celular particular, sino mediante la seice de factores solubles que crearan
un microambiente tisular mas favorable, que algumars definido como “actividad
trofica”. En este sentido, estudios in vitro hamdstrado que las MSCs son capaces de
producir una gran variedad de factores que paaticgn un amplio rango de funciones
biologicas, incluyendo la angiogénesis, asi com@tig@s neuroreguladores y

citoquinas con efecto critico en la reparacion infemacion.

En relacién con los sistemas de liberacion de M8C=I lugar a tratar, hay
mucho que investigar. Cuando se trata de una askmaicion sistémica el numero de
células que asientan en la lesion es escaso \alshiprocedimiento. La implantacion
local también tiene limitaciones. Otra alternateaia la aplicacion en andamiajes desde

los que se liberen.
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La utilizacion de MSCs modificadas genéticamentetes de sus aplicaciones
potenciales; y en modelos experimentales se hhradi para la expresion ectopica de
BMP-2, con la finalidad de reparar hueso o camilaQtras de sus posibilidades
terapéuticas radica en sus propiedades antiinftaraat en parte debido a la secrecion
del receptor antagonista de la IL-1, e inmunomathrias. Esto se deberia a una
expresion intermedia de proteinas de complejo mdgohistocompatibilidad clase |
pero no clase Il. Como este fenotipo se consideranmunogénico, el trasplante
alogénico de hMSCs podria no requerir de ningurepi® inmunosupresora, amén de
poder utilizarse en la enfermedad del injerto @l huésped y en enfermedades

autoinmuneg*,

A pesar de que las células troncales adultas pgessema menor capacidad
proliferativa y de diferenciacién que las célulaadne embrionarias su plasticidad no se
ve restringida al linaje del tejido en el que seuemtran, si no que pueden diferenciarse
hacia tipos celulares con diferente origen embriond”. Puede conseguirse la
diferenciacion de células musculares a partir diglastroncales neuralé§, u obtener
células musculares, grasas o neurales a partiélds troncales de la dermis En el
periodo postnatal, en suma, se encuentran en fodotejidos adultos diferenciados
(médula Osea, periostio, musculo, grasa, cerebrel, gtc), encargandose de
mantenerlos y repararlos replicandose y difereicié@ en respuesta a los estimulos

correspondientes hacia fenotipos celulares esjrmials™>*

Debido a sus propiedades y a la facilidad paraislamiento y expansion in
vitro, las MSCs se utilizan en ingenieria tisulsj como un gran nimero de factores
que intervienen en su proliferacion y diferenciaci@ctores de crecimiento, citoquinas,
hormonas, sefiales moleculares y factores de tipoer *°. Para aplicaciones
regenerativas las células troncales ideales debestar en niamero suficientemente
amplio (millones o billones de células); podersetenbr por procedimientos
minimamente invasivos; poderse diferenciar a disitinajes; y poderse trasplantar de
manera eficaz y segufa Para la regeneracién ésea un nimero suficienteéliéas
osteoprogenitoras se obtendria estimulando su taeciento o implantandolas
directamente en un sitio especifiéd A pesar de todo, el mecanismo bioldgico

responsable del extenso potencial de desarrollasdgélulas madre no se con8te
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La utilizacion de sustitutos 6seos comenzo na@e de 300 afios, en 1668, con
el cirujano aleman Job Van Meek ren. Desde entosigesso se ha generalizadoLa
idea de que la médula 6sea contenia algun tip@ldéacosteogénica precursora fue de
Petrakova®?, en el afio 1963, que la implant6 debajo de lautapenal y observé la
formacion de tejido 6seo. Posteriormente, Friea@mst cols, sugirieron la posibilidad
de la presencia de células madre osteogénicas reedala 6sea mediante estudios in
vivo **. Desarrollaron un método para aislar células Eildsticas provenientes de la
médula 6sea con habilidad para adherirse a lodoge}f®>. Sembraron muestras de
meédula 6sea en platos de cultivo y retiraron ldsla® no adherentes a las 4 horas,
eliminando la mayoria de las células hematopoygticas mas adherentes presentaban
prolongaciones y formaban agrupaciones de 2 6 Wlas¢lmanteniéndose inactivadas
durante 2-4 dias y, después, comenzando a mudtipicrapidamente. Después de
varios pases en el medio de cultivo, las célul&e@mhtes se hacian mas homogéneas y
adoptaban una apariencia fibroblastica, por lo gaea describir estos fibroblastos no
fagociticos de naturaleza clénica se hablaria digladnformadora de colonias
fibroblastica (CFU-UY™.

Casi 20 afios después, Captahdio a estas células el nombre de célula troncal
mesenquimal, que es el término que se emplea aotlalidad. En 1994, el mismo
autor describié que estas células, implantadadasocondiciones de cultivo adecuadas,
podian diferenciarse a células de origen mesendudaado lugar a hueso, cartilago,
grasa, musculo, piel, tendones o a otros tejidosriden mesenquimal. A este proceso

lo denominé el proceso mesenquirtal

Las células osteogénicas son células capaces daucgmrohueso o de
diferenciarse a células formadoras de hueso. Sdidan en el periostio, en el tejido
blando peritrabecular y en la médula 6sea, supdognque derivan de un pequefio
grupo de células troncales pluripotenciales daldejonectivo de asiento fisico exacto
y caracteristicas que se desconocen. Las de lalanédeaa, al cultivarlas, muestran
capacidad de adhesion y proliferacion, a la vezmaetienen la capacidad de expresar
diferentes fenotipo%’.

Estudios de progenitores de meédula 0sea han saogkrigpresencia de dos
poblaciones precursoras de células osteogénicgseelrsor determinado de células
osteogénicas (DOPCs, determined osteogenic preaebpy el precursor inducible de
células osteogénicas (IOPCS, inducible osteogemézupsor cells). Las DOPCs,
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encontradas en la superficie 6sea y en el estra@magbecular, son células troncales
gue pueden proliferar y que han sido direccionddasa el fenotipo osteoblastico. Las
IOPCs representan un progenitor pluripotencial zaga diferenciarse a una o0 mas
variedad fenotipica de tejido conectivo con elnegtd apropiado: hueso, cartilago,
tejido fibroso, musculo, grasa o células glialesndue derivan del mismo grupo de
células madre del tejido conectivo, son una poblacproliferativa celular mas

inmadura que las DOPCs y se piensa que se enauemntda médula 6sea, el periostio,
las células periciticas vasculares especificas rgpbgblemente, en la circulacion

sanguined>.

Las células de naturaleza mesenquimal derivadasédiella 6sea tienen, como
hemos dicho, la capacidad de diferenciarse hasiadastituyentes celulares de tejidos
como el graso, el 6seo o el cartilaginoso, entes8t. Esta capacidad de adquisicién de
nuevos fenotipos también se ha demostrado en sétolacales mesenquimales de otros
origenes tisulares. Es el caso de las procedeatésjido adiposd®, de la placent¥*

o del cordén umbilicat®. Las que parecen mas interesantes en el desat®llna
terapia celular autéloga son las células troncalesenquimales derivadas del tejido

adiposo (ADMSCs), debido a su gran disponibilidatagil obtencion.

La utilizacion in vivo de ADMSCs para el tratamierde lesiones 6seas sigue
siendo limitado frente al uso de células troncalesenquimales derivadas de la médula
6sea (BMSC)*1*8 peterson y cols*’ sugieren que la funcionalidad de aquellas era
menor al igual que Yoon et al y Hui et'af**°En este estudio, sin embargo, el animal
de experimentacion fue el conejo, que tiene unzadkietasa de regeneracion dsea, y el
defecto creado no fue critico. Hayashi et'3d también también concluyeron
atribuyendo un mayor poder regenerativo a las @&gluibncales derivadas de la médula
0sea, si bien el animal de experimentacion utibz&snbién fue pequefio (rata), lo cual

hacia mas limitada la extrapolacion de los resaiad

Se han realizado diferentes estudios para determimaimero de células madre
que se obtienen del lipoaspirado de tejido grasy dependiendo de la edad, del indice
de masa corporal y del lugar de la obtencion, $euleaen aproximadamente 5000
CFU-F por gramo de tejido adiposo. La cantidad &&-€ que se obtiene de médula
6sea es de 100 a 1000 por mililiffo Es decir, la prevalencia de células madre en el

tejido adiposo es al menos 500 veces mayor queéenlmosed’.
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Existe una clara diferencia entre las dos técnicasmorbilidad de la zona
donante limita la cantidad de médula 6sea que poslabtener, haciendo necesario
ampliar el tiempo de cultivo para obtener dosispéuticas de células troncales. El
volumen de médula humana que se obtiene bajo aresteal generalmente no es
mayor de 40 ml vy la cantidad de células nucleagmsximadamente de 1,2X%1ue
contendréa aproximadamente 2,4XMBCs en el esqueleto adulto maduro. Para obtener
un volumen mayor se necesita anestesia generalspdancrementa la morbilidad de la
zona donante y se diluye la fraccion de célulasirenaon sangre. Por el contrario, una
recogida de tejido graso, bajo anestesia localjgobtener facilmente mas de 200 ml y
una cantidad aproximada de células 2Xf6r 100 ml de lipoaspirado, que sobrepasa
1X10° la cantidad de células obtenidas. Drago y colstifizaron el nimero de ADSCs
como 3,3X16 células por 100 cide tejido graso obtenido mediante liposuccién y

5,5X1¢ células de media en 21 ml de grasa infrapat&lar

De cualquier forma, parecen no existir diferencs&gnificativas entre las
ADMSCs y las BMMSCs en cuanto a rendimiento de lagéladherentes, cinética de

121 Incluso se ha

crecimiento, senescencia celular y capacidad deredi€iacion
demostrado, en investigaciones recientes, queta gar tejido adiposo se obtiene un
mayor numero de células troncales mesenquimales ynayor capacidad proliferativa
que las aisladas de médula 6s84 En este sentido, se ha demostrado que las ADMSC
son capaces de adquirir fenotipos de hueso, gtirasa o miocardid®, ademas de

152y neuronas'® Esta capacidad de diferenciacién va a dependefade

piel
constitucion de determinados microambientes, méslida adicidon in vitro de

determinados factores de crecimiento y proteinas.

Las técnicas de obtencion y diferenciacion hactaaddastos de las ADMSCs
han sido bastante estudiadas en los ultimos af@$faSnvestigado su eficacia en la
reparacion 0sea de forma aislada y en combinacidm otras técnicas para tratar, por
ejemplo, defectos craneales en humahds Sin embargo, ain no se han definido
claramente las condiciones necesarias para sunteppo de vector o transportador a
utilizar, nimero de células a implantar, etc) ydesconoce la evolucién radiografica y

el comportamiento clinico del tejido reparado.

En nuestro estudio, en una fase inicial obtuvimo&ulas troncales

mesenquimales derivadas de la grasa de una regiagn chodelo animal rico en ella: su
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cola. Posteriormente las procesamos e, in viteodifierenciamos a células con fenotipo
osteogénico que finalmente implantamos en el defeiteo cavitario. Como
osteoinductor utilizamos el plasma rico en plagieta como osteoconductor

hetereoinjerto bovino de hueso liofilizado.

Aunque in vitro la terapia celular ofrece un futygoometedor, una de sus
limitaciones mas notables se refiere a los andasii@jvectores con los que vehicular
aquéllas. Debieran permitir una correcta expansi®ular, ademas de ser
biocompatibles y biodegradables, y permitir hacerseguimiento de la evolucion
lesional. El objetivo final seria un sistema querodujera el microambiente en el que
un determinado tipo celular encontrara las misn@wdiciones que in vivo y que
permitiera el desarrollo de protocolos de manipatay utilizacién de las células. En
nuestro estudio hemos utilizado como andamiajelosengrupos V, VI, VIl y VIII,

heteroinjerto de hueso liofilizado.

Otra limitacién de la ingenieria tisular es el tmmque se requiere para tener
disponibles las células en aquellas situacionel®mue se necesita su expansion in
vitro, como seria el caso de nuestro modelo exeeriah El proceso, ademas,
incrementaria el coste global del procedimientoitéindo en cierto sentido su
aplicacion™. Sin ser este el motivo de nuestro estudio, navesturado avanzar que

estos aspectos deben mejorar en el futuro.

Con respecto al plasma rico en plaguetas (PRP),t@ubién utilizamos en
nuestro estudio, su preparacion e implante estéalactnte muy extendido, siendo su
uso habitual en la Cirugia Ortopédica y Traumataelogn la Odontologia y en la
Oftalmologia. Las plaquetas son una fuente potendég&a mdultiples factores de
crecimiento y proteinas autélogas implicadas enplogesos de regeneracion tisular.
Por todo ello promueven la angiogenesis, reclutalas mesenquimales y son una

fuente de factores de crecimiento necesarios emrtcion 6sed>.

Después de la activacion por un agonista comordmbina,las plaquetas
presentes en el PRP, liberan los siguiente fact&xB$ y ATP, Angiopoyetina 2,
Péptido activador del tejido conectivo (CATP Illfgctor crecimiento epidérmcio
(EGF), Factor V, Factor Xl, Factor Xlll, FibrinogenFactor basico de crecimiento
fibroblastico (bFGF de FGF2), fibronectina, factle crecimiento analogo de insulina

(IGF-1), Osteocalcina, P-selectina, factor de créento de células endoteliales
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derivado de las plaguetas (PEDCGF), factor de mieoito derivado de plaquetas
(PDFG), factor de crecimiento transformante tiptaldd GF-Beta), Serotonina, factor
de crecimiento del endotelio vascular (VEGF), fac¥on Willebrand, factor de

crecimiento de hepatocitos (HGF), factor plaquetdri(PF-4) y la trombospondina,
entre otros. Todas estas moléculas estan implicaée estimulacion y aceleracion de

la reparacion del tejido 6s€6%°¢

Espafia ha sido uno de los paises pioneros enidé&eafular porque los avances
cientificos basicos fueron llevados a la clinica owucha rapidez. La gran sensibilidad
social hacia este nuevo enfoque terapéutico hieol@giclinicos espafioles se sintieran
estimulados a estudiar el papel curativo de lasllaglen una amplia gama de
enfermedades, entre las que estan las osteoamisulan este contexto y en esta fase
encuadrariamos nuestro trabajo, que todavia distgpatler ser transferido a los

estandares asistenciales.
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5.2 Discusiéon del método

Aunque las técnicas de obtencion y diferenciacisteablastica de las ADMSCs
han sido bastante estudiadas en los ultimos aéawmaloria de los estudios in vitro
utilizan células procedentes de lipoaspirados hesdn, en tanto que los estudios in
vivo lo hacen con animales de experimentacion gaagiefundamentalmente roedores
104y lagomorfos'%. Teniendo en cuenta la necesidad de trabajar catelos animales
de mayor tamafio, mas proximos al humano por razmeeso, estructura y capacidad

de regeneracion 6sea, realizamos este trabajo ewbjas de raza Asaaf>>%1>

con
las que los estudios realizados hasta la fechashim escasos®®*®t El principal
problema a la hora de comparar estudios con dilesenodelos es que la velocidad de

regeneracion y sus propiedades son diferentesgradificil su interpretacion.

A pesar del elevado coste del animal del estudiop&se a estudios previos
consideramos a la oveja como el modelo ideal panaokterior extrapolacién de los
resultados. En relacion con el defecto 6seo cavitam el que trabajamos, utilizamos
el método utilizado por Walsi®, demostrando que no se regeneraba espontaneamente,
lo que significa que es un modelo experimentaldealFrente a la opinion de Nuss y

cols 162

qgue proponen la realizacion de 8 defectos caviagio el mismo animal de
experimentacion, consideramos que dos eran suisigrara un correcto seguimiento

de los mismos.

El defecto éseo cavitario en el condilo femoral rakefilie primeramente descrito
por Maat2®® en perros. Realizé defectos de 5 mm que present@meneracion 6sea
espontanea a los 15 dias. Katthagen en 1986, lbiéseli test de la esponjosa en
conejos, realizando un defecto en el condilo femdea 6 mm (que suponia la
destruccién aproximada de la mitad del condilomaogtrando que en meses no se
producia regeneracion 6sea y proponiendo que g@neracién se produciria por el

implante y no por el receptor.

Abundando en aspectos relativos al animal de exeatacion y al defecto 6seo
con el que se trabaja, una de las complicacionessgudescriben son las fracturas
alrededor del defecto La creacion del defecto adwitmetafisario distal modifica las
condiciones biomecénicas del condilo femoral medigboniéndolo, I6gicamente, a la
fractura. En la serie de Katthad&hse describe esta complicacién en el 1,2% de los
casos. En nuestra serie, realizada con un animekxpierimentaciéon de mayor tamarno,

tuvimos una fractura, que represento el 2,36% sledsos de la serie. Por otra parte, no
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identificamos ningun caso de infeccion clinica eimibstrable en el analisis de las
muestras anatomopatoldgicas, a pesar de la didctuitel manejo del animal de

experimentacion.

Finalmente, uno de los mayores problemas técnicesajrontamos durante el
procedimiento quirdrgico en el animal experimeffiial la fijacion del parche utilizado
para tapar el defecto 6seo que previamente habiamaslo y en el que habiamos
implantado el constructo. Tras varios intentos jm&woncluimos utilizando una malla
de acido poliglicélico con puntos transdseos akolsm que durante el andlisis de las

muestras el material se mantenia inalterable aitsacion original.

Con respecto al trabajo de laboratorio, en nuesttodio conseguimos que las
poblaciones celulares aisladas mediante el métedcritb, bajo condiciones de cultivo
especificas, fueran capaces de mostrar caractasisspecificas de las células éseas
(mineralizacion de la matriz extracelular), caditeosas (morfologia condrocitica y
sintesis de proteoglicanos acidos) y adiposas (aleain intracelular de lipidos), lo
que la Sociedad Internacional de Investigacion €élulas Madre (ISSCR) considera

fundamental para que las células madre mesenquimsabn consideradas como tales
165

En relacion con la temperatura de preservaciémasienuestras de tejido adiposo
de Is que obtener células diferenciadas, hastacaegamiento, generalmente se asume
que el frio ralentiza el metabolismo celular y gee,consecuencia, retrasa la muerte
celular tras la toma de los tejidos. Matsumoto ks.cale hecho, asi lo corroboraron
comparando los rendimientos celulares obtenidosiréir gde lipoaspirados humanos
preservados a 4° C, - 80° C y temperatura ambgintente periodos de tiempo que
fueron desde 1 hora hasta 1 m&& En nuestro estudio, sin embargo, se obtuvieron
mayores rendimientos celulares tras la digestionlade muestras preservadas a
temperatura ambiente que cuando se hizo en cond&e hipotermia, si bien es cierto
gue en ningun caso el tiempo que transcurrié dissttema del tejido del animal hasta
Su procesamiento supero las 8 horas y que, alasantjue en el estudio de Matsumoto
y cols., las muestras fueron extraidas medianteccgs quirdrgica y no por
liposuccién. Por otra parte, la preservacion endd los fragmentos grasos puede llevar
al endurecimiento de los mismos, dificultando lastpdor digestion enziméatica y
afectando asi al rendimiento celular alcanzadajutig@ndose esto en un menor

rendimiento celular.
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Con respecto a la digestion del tejido adiposogaanas condiciones generales
para el aislamiento de ADMSCs empleadas en la reayer las publicaciones derivan
del protocolo original desarrollado por Zuk y cals.20017%, diferentes investigadores
introducen pequefias variables. Asi, por ejemplagitacion de la muestra durante la
digestion y el filtrado de la solucién obteni#® segin nuestros resultados son
procedimientos contraproducentes a la hora der tdatabtener mayores rendimientos

celulares.

Tras el aislamiento de la poblacion de ADMSCs prieseen el tejido graso, el
establecimiento del cultivo primario difiere enbidliografia consultada en lo referente
a la densidad de siembra, que puede oscilar das®3 x 18 células/crfi **’, hasta las
1 x 10 células/crh "® al tamafio de la superficie plastica sobre lalgusiembra se
lleva a cabo, que puede oscilar entre 2 y 225 &hEn nuestro caso hemos optado por
una densidad de siembra de 3 £ @élulas/crfi en pocillos de 2 cflo que asegura el
cultivo primario y permite obtener tasas de expgansnedias de 4 veces el niumero
original de células y 20 veces tras el subcultietular a una densidad de 5 x*10
células/cmh. Asi, conseguiriamos gran cantidad de células asesp tempranos y
evitariamos subcultivos prolongados de las pobtesccelulares, que se desaconsejan
por la posibilidad de la transformacién de las leélu Por otra parte, densidades
inferiores a 3 x 1bcélulas/cr podrian ser demasiado bajas como para que ldgosult
llegaran al estado de preconfluencia en un tiem@oeoma 15 dias, lo cual podria llevar

a la pérdida del cultivo.
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5.3 Discusion de los resultados

Los resultados radiograficos de nuestro estudietepdiendo demostrar la
regeneracion 6sea cuando se afadian células wenealinjertos y elementos
osteoinductores, fueron decepcionantes. Hed&rgn 2005, comparé radiografias con
tomografias microcomputarizadas e histologia eseglimiento de defectos del radio
del conejo, considerando el estudio radiolégico @am método no invasivo, ademas
de rapido y facil de realizar (mas, incluso, emaatés de menor tamafio que en ovejas),
que permitia realizar un seguimiento seriado dedlamte in vivo. Por los mismos
motivos, aunque el scanner fuera superior en cuantesolucion, empleamos el

procedimiento en nuestro estudio.

Nuestros resultados radiolégicos mostraron un miecito y remodelacion dsea
escasos, sin diferencias significativas entre fop@s y, en cierta manera, discordancia
entre los parametros medidos. Si la escasez pueibeirge al corto tiempo de
seguimiento, aunque también la han apuntado autooeso Aghaloo y cols y
Hatakeyama y col§%!"* que utilizaron PRP como osteoinductor en defeataseales
de la rata, los datos discordantes, en relacion difamencias en los resultados del
crecimiento y de la remodelacién en los mismosoples de tiempo, probablemente se
deba a las limitaciones de las lecturas radiogrgffwor parte del observador, como se
ha apuntado en el apartado de las limitacionegstaldio. Abundando en la dificultad
de la interpretacion de las radiografias por lgetividad del método, con las guias de
la escala de Lane y Shantftise ha considerado crecimiento o formacién 6sea5él
cuando se veia esclerosis de los bordes y remadelahdo se perdia la geometria de
la circunferencia que dibujaba la broca con la @li@bamos el defecto. En cualquier
caso, la existencia de un unico observador, siempngismo y de forma ciega, parece

favorable a la presencia de dos observadores,afréapser motivo de mas confusion.

Los pocos cambios que se adivinan en el crecimigetaemodelado se observan
con el discurrir del tiempo, siendo muy escasoasadl semanas del implante. En el
mismo sentido, se supone que si dejaramos evohlucioras tiempo al animal la
reparacién 6sea también seria mayor. Lo mismo wbsiiemeyer y cols'’? que
inform6 de valores de regeneracion 6sea similaréasad y las 12 semanas, con
diferencias a partir de la semana 18. La formadisea también fue mayor en los

trabajos de Kon y col§®, si bien con tiempos de seguimiento de 6 meseso£de
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Borden y cols'™ que utiliz6 matriz polimérica de microesferasy simbargo, el

crecimiento 6seo se observé a partir de la sextasa.

De todas formas, de los resultados radiolégicosndestro estudio parece
deducirse que hubiera un intento de regeneraci@ @sayor en los grupos con
heteroinjerto. El hecho de la adicion de factorstea@nductores (PRP) y osteogénicos
(células) no parece ser decisivo a la hora de avaadiograficamente la regeneracion
Osea al cabo de los meses de seguimiento de raieaBos.

Con respecto a la utilidad del plasma rico en p#ag) el injerto de hueso
autdlogo combinado con PRP y células estromalesnddula 6sea autdloga han
demostrado en modelos animales acelerar la curas@ém y el remodelado en fracturas
de huesos largo§>*’® Sin embargo, la utilizacién de hueso autélogo B&P o en
combinacion con células estromales de médula émese ser menos efectivb™’”

En otros estudios en animales encuentran quelitzaaton de PRP en combinacion con
injertos 6seos no es superior a la utilizaciomjgrto autélogd"®*™. La conflictividad

existente en los resultados puede ser debido ém @da variacién en la produccion del
PRP¢180 Al respecto podemos identificar 4 variables deri#s: la concentracién de
plaguetas en el PRP; el protocolo para la activacié las plaquetas en el PRP;

variaciones sobre el protocolo estandar y los sedgbidos al estudig®*2°,

La concentracion de plaguetas en el PRP puede rvara funciéon del
procedimiento utilizado en la preparacion. Segurlitexatura reciente, no son las
concentraciones altas las mas efectivas en lafenaion y diferenciacion de
osteoblastos y fibroblastd&®* De hecho, Weibrich®® sugiere que la concentracién
de PRP tiene unos valores maximos sobre la regaéerédsea y que por aplicar mas
PRP no obtendremos mejores efectos. Por lo tantweatraciones elevadas podrian

tener un efecto contrario, en términos de regen@rasea.

En relacion con la activacion de las plaguetad &R®, puede utilizarse trombina
y cloruro calcico (142,8 U/ml de trombina y 14,3/mbfde cloruro calcico) o, como
opinan Tsay y col$®* tnicamente cloruro célcico. En cualquier casd?RP necesita
ser activado correctamente por un agonista parsegoir una completa degranulacion
1561185 por ello, la conclusion de que el PRP no favotegegeneracion 6sea podria ser

debida a que la activacion realizada en los essutiduera la correctg®*%
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En todos nuestros casos recogimos una muestra-28 tb de sangre del animal
en tubos de extraccién de sangre con citrato pdiar su coagulacion. En 2 ml de éste
se resuspendieron las células, y se afiadieron/60 gé cloruro célcico para provocar
la coagulacion del plasma y que adoptara formaetleNg utilizamos viales con EDTA,

gue se ha informado que podrian alterar los refusta

Finalmente, el tiempo de evolucion considerado mdoservar la regeneracion
Osea facilitada por el plasma rico en plaquetasipar otro sesgo limitante. El poder
estadistico de los estudios, su nimero de casdy defectos metodologicos hacen
que sea dificil evaluar la eficacia del PRP eritéadtura®®. Las 12 semanas de nuestro
estudio parecen insuficientes para obtener la s¥geidn completa del defecto, como
apuntabamos en el estudio radiografico, pero adiasusara poder determinar si existen
o no diferencias entre los grupos. En este senadogue no cuantificaramos la
concentracion de plaquetas implantadas, en losograp los que lo afladimos parecio
adivinarse su eficacia, a diferencia de lo apunfamtcautores como Plachokova y cols
189 0 Mooren y cols®°. Otros, como Suba y cof§', informaron de la existencia de
diferencias en la curaciéon a las 12 semanas, falesra los grupos en los que se utilizo,
que faltaron en los estudios a las 24 semanas.tAmma que el PRP favoreceria el

crecimiento éseo en las primeras semanas.

Con respecto a la utilidad de los injertos en teneracion sea, la incorporacion
de un injerto 6éseo es un largo proceso que impliGa secuencia de pasos complejos
que dependen de la relacion entre el injerto yu#shed ** Dicha incorporacion
requiere la interaccion de propiedades osteocoivdiscty osteoinductivas para una
sustitucién progresiva (“creeping substitution”ndmente se sustituiria el injerto éseo

por hueso del receptor segun un patrén predecibtulado por la carga del peso.

En la fase inflamatoria inicial se produce la magba de células inflamatorias y
fibroblastos hasta el injerto. La formacion del hémma estimula la liberacién de
citocinas y de factores de crecimiento. La ostagingbn induce la quimiotaxis, mitosis
y diferenciacion de las células osteoprogenitoelshdésped. Al quinto dia se suelen
identificar condrocitos y, al décimo, osteoblastass vasos sanguineos del huésped se
infiltran rapidamente en el injerto a través dedasales harvesianos y de Volkmann, y
transportan los osteoclastos responsables debdaae#on de las superficies del injerto.
En las superficies de este se produce la formadénhueso tanto de manera

intramembranosa como endocondral. En los injertoicales o esponjosos de gran
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tamano, el fenomeno de osteoconduccion continGanteirmuchos afios y da lugar
finalmente a la reabsorcién del injerto originah ypu sustitucién por hueso nuevo del
huésped. La remodelacion resultante es una respwedt actuacion de fuerzas
biomecanicas, tales como la carga de peso. La@btede un buen resultado depende
del equilibrio entre la revascularizacion y la osggenesis, asi como de la respuesta del
injerto a las cargas aplicad&8. En nuestro estudio utilizamos un heteroinjeriee q
habria estado sometido a los mecanismos referidos.

En cuanto a nuestros resultados anatomopatologoogeneral demostraron que
la regeneracion Osea se beneficaba del uso ddomjgrlasma rico en plaguetas y
células troncales mesenquimales, aunque las difi@senestadisticas no fueron
significativas y hubo aspectos particulares queracl Los resultados relativos al
crecimiento 6seo y al desarrollo de tejido fibros®ron similares a los obtenidos por
Plachokova y col&®® . Comparados con los de Leniz y cbf$ observamos una mayor
actividad osteoblastica y &rea trabecular totandn especialmente significativo el
hecho de que en el estudio de este autor se trabapm autoinjertos, si bien con
defectos 6seos de mayor tamafio. Los valores deabodm 6sea del estudio de Ranly y
cols ¥y Walsh y cols'?® por el contrario, fue superiores a los nuestréasat y 12
semanas.

En nuestros grupos con heteroinjerto, comparatinégneon los resultados de

Leniz y cols™*®

, también observamos un menor numero de ostecslgsénisencia de
infiltrado linfocitario. Los osteoclastos particiien en la reabsorcion del injerto,

reconocido como cuerpo extrafio y fundamental cderoento osteoconductor.

Con respecto al uso de células troncales de lagaasmque Niemeyer y col&
no observara diferencias con respecto a gruposotasin ellas en la reparacion de
defectos 0seos criticos en ovejas y dedujera care raas eficaces las derivadas de la
médula 6sea, de nuestros resultados parece iefeuiies serian igualmente eficaces una
vez diferenciadas a células osteogénicas y que Berlan tanto sin diferenciar, si bien
las diferencias entre ambos grupos no fueron esitzatnente significativas. Resultados

similares apuntaron Yoon y cdf$

La obtencion de células troncales de la grasa tkamtajas con respecto a la
médula ésea puesto que aquel tejido es abundantieglé obtener, aporta gran cantidad

de células y éstas tienen una rapida multiplica@iovitro. Cui y cols™?

, por ejemplo,
de 1 gramo de grasa obtienenen tras 5 dias derc1C millones de células,
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manteniendo su potencial osteogénico con los padesesiltivo. La demostracion por
parte de Shi y cols® de que el potencial ostedgenico de las célulasiesa
minimamente afectado por la edad del animal Hartarapia util en sujetos de edad
avanzada.

La necesidad de afiadir células en los tratamiedéosegeneracion tisular es

194-196

controvertida. Clokie y cols, Ueki y cols y Kubkercols piensan que lo es, como

§5;173

también Kon y cols y Cancceda y cot tras el tratamiento de defectos

segmentarios en oveja utilizando hidroxiapatita g@m células. Shang y cols y Yuan

y cols 197,198

, sin embargo, opinan lo contrario, sugiriendo tpee propias células

nativas con potencial osteogénico migrarian hdstadamiaje y formarian alli el hueso
nuevo. Sin embargo, en un defecto dseo criticoanece existir la suficiente cantidad
de células como para regenerarlo y las célulavasaterian incapaces de hacerlo.
Como se ha demostrado que el aporte de BMSCs efsiemi@ de células osteogénicas
y de factores de crecimiento capaces de reclubalasénativas a la zona del defecto, su
uso con fines reparativos parece légico. Este nisman sin embargo, no ha sido

demostrado que lo produzcan las mismas célulasalesmderivadas de la grasa.

Los resultados de nuestro estudio apuntan a que céglas troncales
mesenquimales de la grasa aumentan la regenei@ssérn si bien es sorprendente que
cuando se combinan con heteroinjerto su efectoe®mSegun los estudios de Hicok
y cols®, la capacidad osteogénica de las ADMSCs se weeindiada por el andamiaje
sobre el que se afaden las células y explicariatnegehallazgos. Comparando los
diferentes grupos donde se utilizO el heteroinjevmos que existe un buen
comportamiento cuando se asocia al PRP y que, oumndsocia a células y, en menor
medida, a células y PRP, los resultados son pedegsendo en cuenta, no obstante,
gue la regeneracion fue mayor en los grupos eguesse utilizo injerto, la presencia de
éste como osteoconductor es fundamental, como ¢éanpiairece tener interés la adiciéon
de PRP. El hecho de que las células troncales meiseales pudieran interferir en la
incorporacion del heteroinjerto justifica nuevostudgs con injertos de otra

procedencia.
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1. La diferenciacion de células troncales derivadatadgasa (ADMSC) antes de
su implante favorece la regeneracion 6sea de dsfeetvitarios en el fémur de
la oveja Asaaf. Sin embargo, cuando se implantamjuntamente con plasma
rico en plaguetas (PRP) y heteroinjerto la respuest es mayor, pudiendo

incluso dificultar la incorporacion del heteroirger

2. La técnica de obtencion de células troncales d#sivade la grasa y su
diferenciacion a fenotipos osteogénicos es factlenuestro medio y permite

disponer de éstas para uso clinico.

3. La creacion de defectos cavitarios en el condilndi@l interno de ovejas de
raza Asaaf a través del vasto medial para estedipsrimentales es una técnica

sencilla 'y reproducible.

4. El gel de plasma rico en plaquetas es un excelest®r para el transporte de
células troncales derivadas de la grasa difereasiad osteogénicas para su

aplicacion clinica.

5. En el control de la regeneracion 0sea de defectasacios a partir de células
troncales derivadas de la grasa y diferenciadasnatipos osteogénicos, la
radiografia simple no parece un método fiable dduacion a las 12 semanas.
La histomorfometria, por el contrario, permite izl mediciones cuantitativas
y cualitativas en el defecto 0seo para su posténta@rpretacion, siendo una

prueba mas fiable en la evaluacion de la regen@raxsea.

6. En relacion con la aplicacion clinica del estudie, forma preliminar puede
inferirse que la obtencidon de células madre amaetia grasa para diferenciar a
partir de ellas células osteogénicas podria suporeescasa morbilidad para el
donante y disponibilidad casi ilimitada, siendo eszrio implantarlas con un
material osteoconductor que sirva de soporte fiSlom la duda de si interfieren
en la incorporacion del heteroinjerto, que preasaestudios adicionales, el

plasma rico en plaguetas podria ser su mejor vighicu
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