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Hasta ahora el mejor sustituto 6seo es el autoinjerto, por su celularidad,
osteoinduccién y osteoconducion, pero presenta el problema de lo limitado
en cuanto a la cantidad disponible, asi como a la morbilidad que genera su
extraccion. En su lugar, usamos el aloinjerto, por su osteoinduccién y
osteoconduccion, aunque, biolégicamente, esta muy limitado por su falta

de celularidad y la menor osteoinduccion que se le atribuye.

La Ingenieria Tisular ofrece una posibilidad, que puede constituirse en
alternativa, para la produccion de tejido 0seo. En este trabajo se emplean
células troncales mesenquimaticas de medula Osea de rata singénica, se
aislan, amplifican e inducen hacia el linaje osteogenico, siguiendo una
estrategia metodologica de capacitacion de células llamada “TRAP”. Una
vez obtenidas las células, se adsorben en un transportador, un bloque de
hidroxipatita, y se implantan en un modelo biomecénico de reseccion
segmentaria de fémur de rata de 5 mm de longitud. A continuacion, se
estabiliza el sistema con una placa de osteosintesis de 1.5 mm con cuatro

tornillos corticales.

Se tratan cuatro grupos de animales: en el primero, el espacio del defecto
se rellena con un aloinjerto de 5 mm de longitud. El segundo se ocupa con
el blogue de hidroxiapatita sin celulas. En el tercero, la lesion se trata con
el blogue de hidroxiapatira con células en cultivo primario (cultivo
adherente). Finalmente, el cuarto grupo experimental corresponde al bloque
de hidroxiapatita con células osteoinducidas mediante el “TRAP”. Para la

evaluacion de los resultados, se realiza un estudio histologico, radiografico

Como resultados, el aloinjerto (Grupo 1) se ha comportado con una buena
consolidacion y no se ha producido rotura de las placas de osteosintesis. El
grupo de la hidroxiapatita sola (Grupo Il), s6lo mostro tejido fibroso y no

6seo, con rotura de todas las placas de osteosintesis. ElI grupo de
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hidroxiapatita con células mesenquimaticas osteoinducidas (Grupo IlI)
mostré tejido dseo en todos los animales, con una incidencia escasa en la
rotura de las placas, mientras que en los animales tratados con las células
capacitadas mediante el “TRAP” (Grupo 1V) los resultados con
consolidacion dsea fueron equivalentes al grupo anterior, pero no se
produjo rotura en ninguna placa de osteosintesis. Como conclusion, indicar
que, en el modelo animal y quirdrgico seguido en este Tesis, la terapia
celular con células mesenquimaticas, capacitadas en un cultivo celular 3D,
produce tejido 6seo y asegura la permanencia de la estabilizacion mecéanica

realizada en un modelo de reseccion segmentaria 0sea murino.

ABSTRACT

ABSTRACT

So far, autograft is the gold standard for bone loss substitution. Autograft
holds bone cells, has physiologic porosity for osteoconductivity and also
contains proteins for bone induction. Nevertheless, autograft harvesting can
provoke local and general complications. Furthermore, autograft collected
from any human donor site may be scarce for therapeutic purposes. In some
instances, allograft can be an alternative to autograft, although it contains

no cells and its osteoinduction potential is limited.

Tissue engineering has become a very promising working line for bone
cells availability and its subsequent use for bone repairing therapy. Tissue
engineering consists of bone and growth factors handling for tissue or

organs restoration. In this research mesenchymal stem cells (MSCs) are
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isolated from syngeneic rats bone marrow. They are amplified and induced
to an osteogenic line according to a so-call “trap” - an osteogenic

capacitation model-.

Once MSCs are differentiated to bone forming linage they are carried
within a 5 mm3 hydroxyapatite block and transferred to an already
prepared same size gap in a rat femur bone model. The construct is
synthetized by a 1.5 mm osteosynthesis plate purchased to bone with four

1.5 mm cortical bone screws.

Four groups were operated on. The first one underwent a 5mm long
allograft within the bone gap. The second one received a cell-less
hydroxyapatite block; the third also a hydroxyapatite block embedded with
cells obtained from a primary culture, and the forth one with a

osteocommitted trap-cultured cells embedded hydroxyapatite block.
Radiographies and histological studies were carried out.

Allograft group showed bone fusion without plate breakage. Pure
hydroxyapatite group presented fibrous tissue growth, but no bone
bridging; also in this group all plates became broken. Hydroxyapatite
MSCs embedded group showed bone tissue in all cases. And, at the end,
hydroxyapatite bone committed MSC from the trap also showed bone

fusion with plates in a very good condition.

We concluded that, in a murine model, committed MSCs in a 3D design

therapy promotes bone fusion avoiding autograft harvesting.

20
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1.1 Generalidades

El desarrollo dindmico, tan caracteristico de nuestras sociedades modernas,
nos ha permitido aspirar a un aumento de nuestras expectativas de vida,
hecho que nos expone a mayores posibilidades de padecer accidentes de
magnitud significativa. Asimismo, el envejecimiento progresivo de nuestra
poblacion se ha visto acompafiado por un notable incremento de las
afecciones articulares degenerativas que requieren de sustitucion protésica,
con sus correspondientes recambios. Ademas, los traumatismos de alta
energia nos enfrentan a complejas fracturas esqueléticas cuya resolucion
suele ser muy demandante. Estos sucesos comprometen directamente al
aparato locomotor, especialmente al tejido 6seo, provocando fracturas,
pseudoartrosis y, a veces, importantes defectos 0seos que precisan de hueso

0 sustitutivos 6seos (Sakellariou y cols., 2014).

1.1.1 Osteobiologia

El tejido 0seo es una variedad de tejido conjuntivo que se caracteriza por su
rigidez y su gran resistencia tanto a la traccién como a la compresion. Esta
formado por células (osteoblastos y osteocitos) y por una matriz 0sea,
constituida por un componente organico en un 30%, otro inorganico en un
45% vy un 25% restante de agua. La matriz organica esta formada por
coldgeno tipo | en un 90%, y el resto por proteoglucanos vy
glucosaminoglucanos. La matriz inorganica, primero no calcificada
(osteoide), se calcifica atrapando sus células en el interior, y esta
constituida por un mineral, la hidroxiapatita, formada por fosfato/carbonato
calcico. Estos minerales de calcio le dan al hueso su rigidez y dureza
(Clarke B., 2008).
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Los osteoblastos son células poliédricas con largas y delgadas
prolongaciones citoplasmaticas, que son rodeadas por el osteoide
producido, y que se asocian mediante uniones de comunicacion (nexus o

gap junctions) con prolongaciones similares de los osteoblastos vecinos.

Los osteoblastos son células diferenciadas que sintetizan el colageno y el
osteoide. Los osteoblastos, cuando estan en plena actividad, tienen forma
cuboide, con un citoplasma basofilo, que refleja su ergastoplasma muy
desarrollado, asi como un prominente aparato de Golgi. Son células
polarizadas que vacian sus productos de secrecion por la zona del
citoplasma en contacto con la matriz 0sea ya formada anteriormente,

(matriz intercelular predsea u osteoide).

Los osteoblastos participan también en el proceso de mineralizacion de la
matriz organica, ya que producen vesiculas de matriz, de unos 100 nm de
diametro, rodeadas de membrana celular, que acumulan iones Ca™ y PO4’,
y son ricas ademas en fosfatasa alcalina y pirofosfatasa, enzimas capaces
de generar iones PO4’, elevando su concentracion en el medio extracelular,
y creando centros de nucleacion para el depdsito de las sales minerales. Los
osteoblastos tienen dos destinos posibles: ser rodeados por la matriz 6sea
que producen, pasando a ser osteocitos, 0 permanecer en la superficie del
tejido 6seo recién formado, aplandndose y constituyendo las células de

revestimiento 6seo (Lin y cols., 2011).

Los osteocitos son las células propias del tejido éseo maduro. Su
citoplasma presenta ergastoplasma, aparato de Golgi y puede presentar
lisosomas. Son capaces de sintetizar y de reabsorber, en forma limitada, a
componentes de la matriz 6sea (osteolisis osteocitica), procesos que tienen
importancia en la regulacion de la calcemia. Cada osteocito, bafiado por

una delgada capa de liquido tisular, ocupa su laguna y proyecta sus
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prolongaciones citoplasmaticas por los canaliculos, dentro de los cuales,
toma contacto con prolongaciones de osteocitos vecinos mediante uniones
de comunicacion, o con células de revestimiento 0seo bafiadas por el
liquido tisular del tejido conjuntivo que rodea a los capilares sanguineos
(Bonewald, 2007).

Las células intermedias, entre osteoblastos y osteocitos, son las células de

revestimiento, con fenotipo aplanado, que revisten las superficies 6seas del
interior de los huesos, y en su mayor parte corresponden a osteoblastos
Inactivos y se comunican a traves de nexos con las prolongaciones de los

osteocitos.

Los osteoclastos se originan por fusion de monocitos que han abandonado
la sangre circulante, por lo que pertenecen, de hecho, al sistema de
fagocitos mononucleares. Son células moviles, de gran tamafio,
multinucleadas, y se localizan adosadas a la superficie de tejido 0seo que
debe ser reabsorbido. Contienen numerosos lisosomas y en la superficie del
osteoclasto que esta en contacto con la matriz a reabsorber, se distinguen
dos zonas distintas : un anillo externo o zona clara que corresponde a una
especializacion de la superficie celular en que la membrana se asocia
estrechamente al hueso que delimita el area que se va a reabsorber, y la
region central o borde estriado que presenta profundos repliegues de la
membrana celular, bajo los cuales se concentran gran cantidad de lisosomas

y mitocondrias, ademas de ergastoplasma y cisternas del Golgi.

La membrana de los lisosomas primarios se fusiona con la membrana
celular que reviste a los repliegues del borde festoneado, liberando las
enzimas lisosomales hacia el exterior y produciendo una acidificacion del
microambiente que bafia el tejido 6seo a reabsorber. El borde festoneado

contiene ademas gran cantidad de vesiculas endociticas y lisosomas
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secundarios, indicando que ocurre ademas un proceso de fagocitosis del
material parcialmente solubilizado por el ambiente acido y la accion litica

de las enzimas lisosomales (Takeshita y cols., 2013).

La matriz intercelular es una sustancia organica, u osteoide, que
corresponde al 50% del peso seco del hueso. Mas del 90% de ella
corresponde a fibrillas de colageno |, organizadas en laminillas de unos 5
pum de grosor. En cada laminilla 6sea, las fibrillas colagenas se disponen
paralelas entre si, pero las laminillas sucesivas alternan ordenadamente la
orientacion de sus fibrillas en angulos rectos. Esta disposicion alternada de
las fibrillas colagenas en laminillas sucesivas destaca particularmente al

observar cortes de hueso con microscopia de luz polarizada.

El resto de los componentes organicos son principalmente glucoproteinas
como la osteonectina, proteinas ricas en acido g-carboxiglutamico, como la
osteocalcina, y proteoglucanos de condroitin y queratan-sulfato. Son
moléculas ricas en grupos acidos, con gran tendencia a asociarse entre si,
capaces de unirse a calcio y juegan un papel importante en el proceso de

mineralizacion de la matriz 0sea.

Las sales minerales inorganicas depositadas en el osteoide, le confieren al
tejido 0seo su rigidez y dureza, y actian como una reserva de componentes
minerales, sensible a estimulos endocrinos. Las mas abundantes son el
fosfato de calcio amorfo, y los cristales de hidroxidos de calcio y de
fosfato, Illamados hidroxiapatita (CalO(PO4)6(OH)2). Los cristales de
hidroxiapatita son aplanados (30 nm por 3 nm) y se adosan a lo largo de las
fibrillas colagenas, a intervalos de unos 67 nm. La superficie del cristal esta
hidratada y existe una vaina de agua e iones rodeandolo, lo que facilita el

intercambio de iones entre el cristal y el liquido intersticial (Welsch, 2014).
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1.1.2 Organizacion histoldgica de los huesos

En un hueso ya formado la disposicion de los componentes del tejido 6seo
en cada zona del mismo esta en estricta relacion con las fuerzas de traccién
y compresion a la que esa zona esta sometida habitualmente. Sin embargo,
el tejido 6seo que se forma primero en el feto, y luego en los huesos en
desarrollo, no se dispone de acuerdo a estos requerimientos mecanicos,
sino que constituye un tejido 6seo de base, llamado hueso primario o
reticular ("entrelazado™), que posteriormente sera reemplazado por el hueso

secundario o laminar.

La principal diferencia entre el hueso reticular y el laminar radica en la
disposicion de las fibrillas de colageno I, las cuales en el hueso primario se
disponen en forma de manojos en forma irregular. De acuerdo al aspecto
macroscopico que presentan se distinguen dos tipos de huesos: hueso

cortical, formado por tejido 6seo compacto, y hueso esponjoso, en el cual el

tejido 0seo se dispone en trabéculas que delimitan cavidades, en las que se
ubica normalmente la médula désea. En las superficies articulares la capa
cortical de hueso compacto esta cubierta por una capa de cartilago hialino,
el cartilago articular, mientras que el resto de la superficies del hueso estan
cubiertas por membranas de tejido conjuntivo que forman el periostio v el
endostio, en los que existen abundantes vasos sanguineos que se adosan ya
sea a las trabéculas del hueso esponjoso o que penetran en el hueso cortical
compacto a través de los conductos de Volkman y de Havers (Reznikov y
cols., 2014).

El hueso esponjoso estd formado por delgadas trabeculas, que, en los
huesos ya formados, corresponden a tejido 6seo laminar, rodeadas por
celulas de revestimiento 6seo. Los osteocitos de las trabeculas dseas se

mantienen desde los capilares sanguineos vecinos ubicados en la medula
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Osea. La orientacion de cada trabécula y la disposicion de sus laminilllas
6seas mineralizadas estan determinadas por las tensiones mecanicas
locales, con el objeto de resistir las compresiones y las tensiones a que es
sometida. Si cambia la direccidn de los requerimientos mecanicos recibidos
por una trabécula (aumento de peso del individuo, crecimiento u otro) ella
debe cambiar su orientacién. EI cambio en la forma de una trabécula se
realiza mediante dos procesos coordinados, que ocurren en zonas precisas
de la trabécula a remodelar: por un lado, crecimiento por aposicion de la
trabécula, por accion de los osteoblastos, que depositan laminillas sucesivas
de tejido 0seo en la zona en que existe una requerimiento mecanico, y por
otro, reabsorcion del tejido 6seo de la trabécula por accion de los
osteoclastos en los sitios en que no esta sometido a traccion ni compresion
(Welsch, 2014).

En la diéfisis de los huesos largos el tejido 6seo laminar se organiza en tres
formas distintas, formando los: sistemas de Havers, sistemas laminares
intersticiales, y sistemas circunferenciales externo (subperiostico) e interno

(subenddstico).

La osificacion se desarrolla siempre por sustitucion de un tejido
conjuntivo preexistente, existiendo dos formas de osificacion: la osificacion
intramembranosa es la forma en la cual el feto forma basicamente los
huesos planos. Tiene lugar a partir de condensaciones de tejido
mesenquimatico muy vascularizado en las cuales ciertas celulas
mesenquimaticas se dividen, formandose el blastema 0seo. A partir de estas
células se forman los osteoblastos, que sintetizan y secretan al osteoide el
cuél posteriormente se mineraliza, y que va englobando a los osteoblastos,
que se transforman en osteocitos. Las trabéculas de hueso primario asi
formada son posteriormente remodeladas de acuerdo al hueso al que

pertenezcan (Percival y cols., 2013).
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La osificacion endocondral es la forma en la cual el feto forma los huesos
largos y cortos. El proceso se produce de la siguiente forma: en primer
lugar, se desarrolla un modelo cartilaginoso, que adopta una forma parecida
a la del hueso que va a dar origen y que esta rodeado de su pericondrio. A
continuacion, en la zona media de la diafisis, se desarrollan en el
pericondrio células osteoprogenitoras, y de ellas se originan osteoblastos,
los cuales producen un collar 6seo subperiostico mediante un proceso de
osificacion directa o membranosa. Simultaneamente en el cartilago
subyacente, aparecen modificaciones similares a las descritas previamente
en el cartilago epifisario, formandose un centro de osificacion endocondral
primario (diafisario). Las espiculas 6seas formadas sobre restos de la matriz
cartilaginosa calcificada se unen al mango de hueso cortical, que sigue

engrosandose a partir de la capa ostedgena del periostio.

Posteriormente, se forman centros de osificacion secundaria a nivel del
cartilago de las epifisis, a partir del cual se formarad el hueso esponjoso,

cesando primero la osificacion endocondral del cartilago hacia las epifisis.

El cartilago que permanece constituye la placa cartilaginosa epifisaria o

cartilago de crecimiento de los huesos ya formados.
1.1.3 Reparacion Osea

Cuando el tejido 6seo sufre una agresion o se produce una fractura, se pone
en marcha un proceso de reparacion que conduce a la reposicion de la
estructura y funcion perdidas. La reparacion Gsea es mas que un proceso de
cicatrizacion normal, donde el tejido repuesto posee una pobre
organizacion. Es un auténtico proceso regenerativo en el que se ponen en
marcha una serie compleja de factores enddgenos y exogenos que
conducen a la formacion de un blastema de reparacion por activacion de

celulas madre que formardn un callo en la zona de la fractura, que
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finalmente dejara la estructura reparada en forma y tamafio. El proceso tal
como hoy lo conocemos es una cascada de acontecimientos celulares y

moleculares perfectamente orquestada.

El proceso de reparacion de fracturas o de incorporacion de injertos, ambos
englobados dentro del concepto de osteogénesis (formacion de hueso),
constituye una recapitulacion de los eventos embrionarios que incluye una
compleja interaccion de los factores reguladores con las células y la matriz.
La osteogénesis da lugar a la regeneracion de una estructura Osea que

fisioldgica y biomecanicamente es idéntica al hueso original.

La osteogenesis estd constituida por cinco fases: inflamacion,
vascularizacion, osteoinduction, osteoconduccion y remodelacion. La
inflamacion dura alrededor de dos semanas en el caso de los autoinjertos y
mucho mas en los aloinjertos. La vascularizacion se caracteriza por la
aparicion de blastemas vasculares que desde el lecho invaden el injerto. En
esta fase pueden aparecer los fenGmenos antigéenicos de sensibilizacion en
el caso de los aloinjertos, ademas de verse interrumpido el proceso de
vascularizacion debido a infeccion, inflamacion excesiva u otras causas.
Con la vascularizacion, llegan las células pluripotenciales (MSC) que se
diferencian a osteoblastos y representan el tercer estadio, la osteoinduccion,
que aparece por encima de las 3 semanas. La diferenciacion de las MSC a
osteoblastos se estimula mediante unas proteinas conocidas como BMP,
responsables de la osteoinduccion. Estas proteinas entran dentro del gran
grupo conocido como factores de crecimiento (FC) (Andrades y cols.,
2001c, 2003). Tanto la osteoinduccion como la remodelacion duran varios
meses en el autoinjerto esponjoso pero pueden durar varios afnos en el

hueso cortical y, sobre todo, en el aloinjerto (Einhorn y cols., 1998).
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Cuando se precisa una regeneracion esquelética como la reparacion de una
fractura, la respuesta inflamatoria activa unas reacciones en cadena de tal
manera que la lesion vascular en la zona de fractura provoca la
extravasacion asi como una serie de sefiales celulares. Las estirpes celulares
sanguineas, del tejido conectivo y los diferentes factores de crecimiento
segregados o inducidos por unos u otros tipos celulares (PDGF, TGF-[1 y

bFGF) participan en el proceso (Steiny cols., 1993).

A los 3-5 dias de haberse producido la fractura se desarrolla un blastema
gue consiste en un conjunto de nuevos vasos sanguineos, celulas (madre
mesenquimaticas, fibroblastos y macrdéfagos) e isotipos de colageno. La
adhesion selectiva de los factores de crecimiento a los distintos tipos de
colageno puede localizar, proteger y posicionar temporalmente a estos
factores con el fin de optimizar las interacciones celulares. De esta manera,
el componente coldgeno del tejido en reparacién constituye un sustrato
clave que permite la adhesion de los factores de crecimiento y las BMP a
las células receptoras. La influencia biologica de las BMP en la
diferenciacion celular es de particular interés en relacion con la formacion
de tejido Oseo. El proceso final de remodelacion ésea posterior a la
reparacion es dirigido por los osteoblastos y osteoclastos (Yang y cols.,
1990).

Hay situaciones patoldgicas que de una u otra forma desvian en todo o en
parte el proceso de regeneracion 6sea, de manera que, o0 no tiene lugar o lo
hace demasiado lenta o anormalmente. En estos casos, la cirugia actual
adopta soluciones que tratan de mitigar los problemas: autoinjertos,
aloinjertos, materiales osteconductores, protesis artificiales, etc. Pero en
cada uno de estos casos existen problemas que pueden tener un origen y
una respuesta diferente. Actualmente, ni siquiera puede ofrecerse solucién

alguna en el caso de enfermedades genéticas.
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Todos los problemas que suponen deficiencias en la osificacion, salvo los
de origen genético, pueden relativizarse a una falta o deficiencia de células
madre o0 a la falta de algun factor bioactivo, que regule alguno de los pasos
del proceso. De todas las posibles alteraciones que se contienen en esas dos
causas generales, hoy s6lo sabemos con certeza, que el nimero de células
madre del linaje osteogénico disminuye drasticamente con la edad (Caplan
y cols., 1991) El aumento de la esperanza de vida hace mas importante si

cabe el avance en este campo.

El tratamiento estandar para paliar dicho déficit 6seo ha sido el
autoinjerto que ha sido extraido de muchas localizaciones, aunque la
zona donante méas frecuente y que mayor cantidad proporciona es el hueso
iliaco. El autoinjerto es osteoconductivo (permite que las células
osteoformadoras se desarrollen a través de él), osteoinductivo (estimula la
formacion de nuevo hueso) y osteogénico (€l mismo provee osteoblastos y
facilita la consolidacién). Tiene el inconveniente que Ssu aporte es
limitado y con alta morbilidad en la zona donante, donde se incluye la
infeccion, la fractura del hueso iliaco, la herniacion abdominal, la

hemorragia y dolor crénico, entre otras (Kimy cols., 2009).

Como alternativa al autoinjerto se puede utilizar el aloinjerto que es un
injerto extraido de un donante, que se implanta en un receptor perteneciente
a la misma especie, pero con distinto genotipo. EIl aloinjerto se puede
obtener de donantes vivos, como en el caso de las cabezas femorales
extraidas en las artroplastias de cadera, de donantes multiorganicos o de
donantes de tejidos. Para su conservacion se pueden emplear métodos de

congelacion, criopreservacion o liofilizacion.

Entre las ventajas de los aloinjertos destacan su amplia disponibilidad, que

depende del estocaje de los bancos de tejidos, su reducida inmunogenicidad
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y su buena tolerancia por parte del receptor. Sin embargo, presentan como
inconvenientes un comportamiento biolégico inferior al del autoinjerto
6seo, un elevado costo de mantenimiento, el riesgo de infeccién, una mayor
incidencia de fracturas y la posibilidad de transmision de enfermedades
como SIDA, hepatitis, leucemia, tuberculosis, sifilis, cAncer y encefalopatia
de Creutzfeldt-Jakob, entre otras (Tomford y cols., 1995, Mroz y cols.,
2008).

1.2 Célula madre o troncal mesenquimal

1.2.1 Definicion

Las células madre son células indiferenciadas caracterizadas por la
capacidad de proliferar manteniendo su fenotipo y el potencial de
diferenciacion hacia distintos tipos celulares. Esto sugiere que las células
madre pueden regenerar tejidos de organos dafiados, constituyendo asi un
posible tratamiento terapeutico para enfermedades que en la actualidad no

tienen cura.
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Embrionarias Germinales Fetales Adultas

Figura 1. Tipos de células madre humanas. Desde el zigoto hasta el adulto, en
todos estos estadios del desarrollo humano estan presentes las células madre.

Existen distintos tipos de células madre, cuya capacidad de proliferacion y

de diferenciacion celular disminuye con el desarrollo (Figs. 1y 2):
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Figura 2. Esquema simplificado de la generacion de células madre embrionarias y
somaticas.

a. Las células madre embrionarias se obtienen a partir del blastocisto, en la

masa celular interna y presentan una mayor capacidad de

proliferacion y diferenciacion celular.

b. Las células madre germinales se aislan de la cresta germinal de fetos y

tienen menor capacidad de proliferacion y diferenciacion que las anteriores.

c. Las celulas madre fetales son aquellas obtenidas a partir de la octava

semana del desarrollo, momento en el que el embrion ya se considera feto.
Estas células presentan menos multipotencialidad que las embrionarias y
germinales, pero mas que las adultas. Una ventaja de su uso es que

provocan  menos debate ético, ya que pueden ser aisladas de fetos cuyo
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desarrollo ha sido interrumpido por razones médicas o debido a un aborto

natural (Weissman y col., 2001).

Estas células, definidas hasta aqui, tienen la capacidad de diferenciarse en

tejidos procedentes de cualquiera de las tres capas embrionarias.

d. Las células madre adultas se encuentran en una gran cantidad de tejidos

del organismo de individuos adultos. Poseen las caracteristicas de auto-
renovacion y diferenciacion, pero a diferencia de las embrionarias, se
considera que su capacidad proliferativa y su potencial de diferenciacion

(plasticidad) es menor.

Se pensaba que las células madre adultas estaban predeterminadas a
diferenciarse a un tipo celular procedente de su mismo tejido de origen, o al
menos de su capa embrionaria, como las células de masculo esquelético
gque muestran capacidad osteogénica o las células de la médula dsea que
pueden diferenciarse a muasculo esquelético. Esta idea ha sido revisada por
grupos de investigacion, sugiriendo que las células troncales adultas son
capaces de diferenciarse funcionalmente a células especializadas
procedentes de capas embrionarias distintas a las de su origen. Este
fendmeno, denominado transdiferenciacion, no esté exento de controversia,

dado que algunos lo justifican como fendmenos de fusion celular.

e. Actualmente, una tecnologia emergente de terapia celular es la de las

células madre pluripotentes inducidas (induced pluripotent stem (iPS)
cells). Es decir, inducir un estado de pluripotencia en las células somaticas
mediante reprogramacion (Chakraborty y cols., 2010). Esta nueva
tecnologia podria ser utilizada en biologia basica, desarrollo de
medicamentos y trasplante, pero la integracidn de retrovirus en las células
para conseguir iPS provoca el aumento del riesgo de tumores (Trippel y
cols., 2004).
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Dentro de las células madre adultas, se encuentran las células madre

hematopoyeéticas, neurales, epiteliales y mesenquimales. (Figura 3)

Figura 3. Célula madre mesenquimatica.

Las ceélulas madre mesenquimales, también denominadas células madre
estromales 0 MSCs (mesenchymal stem cells), se encuentran repartidas por
el tejido conectivo de distintos organos como médula dsea, sangre
periférica, cordon umbilical, tejido adiposo, tejido sinovial, el musculo
esquelético y algunos tejidos del feto. En el afio 1970 se demostro in vitro,
la presencia entre las células estromales de precursores que formaban
colonias celulares con elevada heterogeneidad morfolégica y capacidad
proliferativa. Esta heterogeneidad, condujo a la hipétesis de la existencia de
un tipo de célula pluripotente (capaz de diferenciarse a tejidos de origen

mesodérmico, ectodérmico y endodérmico) y con capacidad de auto-
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renovacién, que se denominaron bone marrow stromal stem cell o

mesenchymal stem cells.

Estas células que pueden diferenciarse in vitro en una amplia variedad de
células, incluyendo osteoblastos, condrocitos y adipocitos (Caplan Al.,
1994) , pueden aislarse desde una pequefia muestra de tejido, proliferar en
cultivo hasta obtener cantidades apropiadas para aplicaciones clinicas y ser
implantadas en el mismo paciente (Caplan Al., 2007) . Por tanto, las MSCs
constituyen una herramienta potencial para regenerar tejidos, ya que eluden
problemas con el rechazo inmune del alotrasplante y evita el conflicto ético
asociado al uso de células madre embrionarias. Si bien debemos tener
presente, que el numero de MSCs va variando, de modo inversamente
proporcional a la edad, aunque llegan a estar presentes durante toda la vida
del individuo; asi, en el reciéen nacido podemos encontrar una MSCs por
cada 10.000 células de médula ésea, mientras que a los 80 afios de edad
solo se puede encontrar una por cada dos millones. Sin embargo, su
capacidad de diferenciarse en cartilago y hueso es independiente de la edad

del donante.

1.2.2 Caracterizacion fenotipica

Actualmente no hay marcadores especificos y exclusivos para una
determinacion precisa de las MSCs. Los principales criterios para su
identificacion son su adherencia al plastico del frasco de cultivo y su
morfologia fibroblastica (Prockop DJ., 1997), su capacidad de proliferacién
prolongada en cultivo manteniendo sus caracteristicas de celulas madre, su
capacidad para diferenciarse in vitro en células de origen mesodérmico (al

menos en osteoblastos, condrocitos y adipocitos) y la expresion de
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marcadores de membrana celular caracteristica de las MSCs de MO (Rasini
y cols., 2013).

Cada progenitor celular de una linea tisular concreta presenta un patrén de
expresion de marcadores determinado (cluster of differentiation, CD)
(Young, 2004). De esta forma, las MSCs expresan Stro-1 (Simmons y
cols., 1991), CD29 (P1-integrina), CD44 (H-CAM), CD73 (ecto-5
nucleotidasa, SH3, SH4), CD90 (Thy-1), CD105 (endoglina, SH2) y
CD166 (ALCAM) (Pittenger y cols., 1999), pero no expresan marcadores
caracteristicos de células madre hematopoyéticas, como CD34 y CD45
(Gelse y cols., 2003). (Fig. 4).

Figura 4. Antigenos de superficie que caracterizan a las MSCs.
Figura tomada de Forriol F, 2008.
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Tampoco expresan CD11b, un marcador celular inmunoldgico;
glicoporina-A, un marcador de linea eritroide 6 CD45, un marcador de
células hematopoyéticas, ni el CD31, expresado en células endoteliales y
hematopoyéticas y el CD117, un marcador de celulas troncales
hematopoyeéticas y progenitoras. Otros muchos marcadores no son tenidos
en cuenta por su falta de consistencia en la expresion o especificidad o por
falta de suficientes datos, como son los CD271/NGFR, CD105, CD90/Thy-
1, CD44, CD29, CD13, FIk-1/CD309, Sca-1 y CD10.

Entre los marcadores de superficie positivos para su identificacion, la
molécula CD73 se presenta como un marcador de linaje para las MSCs. Se
trata de una glicoproteina cuya funcion biologica consiste en hidrolizar
nucleotidos extracelulares para permitir el ingreso de nucledsidos y asi
generar ATP y GTP como fuente de energia celular en células
diferenciadas. Su papel en las MSCs se cree esta méas relacionado con
mecanismos de adhesion celular, dado que se ha encontrado co-expresado

con integrinas B2,

Las MSCs, aisladas de meédula 0sea, también expresan la molécula CD90,
una proteina que forma parte de las inmunoglobulinas y cuyo ligando
principal es el CD45. Algunos estudios han identificado que las células
CD90+, cuando se someten a estrés mecanico, se diferencian hacia células
similares a osteoblastos, disminuyendo la expresion de CD90, lo que podria
mostrar que este antigeno es un marcador de precursores mesengquimales

tempranos que pueden diferenciarse en osteoblastos.

La CD105, también conocidas como endoglina, es una glicoproteina que
forma parte del receptor del factor de crecimiento transformante beta
(TGF-B), lo que sugiere que guarda un papel relevante en la diferenciacion

condrogénica de las MSCs y sus interacciones con las células
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hematopoyéticas. También se conoce que el CD105 interviene en la
regulacion de distintos componentes de la MEC como fibronectina y
coladgeno, por lo cual se le relaciona con procesos de angiogénesis y

reparacion vascular.

En 2006, la sociedad internacional de investigacion de células madre
establecié un conjunto de criterios para la definicion de MSCs, deberia
cumplir: (1) células de plastico adherente; (2) capaz de diferenciacion a
hueso, cartilago y grasa; (3) fenotipicamente positivo para CD105, CD73 y
CD90; y (4) negativo para el CD45, el CD34, el CD11b, el CD14, el
CD79a y HLA-DR. Sin embargo, estos criterios se basan en la
caracterizacion de las células cultivadas in vitro y no se aplican al fenotipo
nativo en vivo. Por ejemplo, el CD34 se considera un marcador de células
madre hematopoyéticas y endoteliales progenitoras para aspirar las celulas
recién cosechadas en médula désea, pero no en las MSCs. Simmons en
1994, identifica el anticuerpo Stro-1 como marcador de MSC en vivo. En
resumen, el fenotipo en vivo plausible de MSCs es CD146 + / Stro-1 + /
CD90 +/ CD105 +/ CD73 + CD44 + / CD45—/11b—/CD14— con poca o
ninguna expresion de CD34. (Dominici y cols., 2006).

1.2.3 Fuente de células

Las MSCs presentan una amplia distribucion in vivo, de modo que pueden
aislarse de periostio (Nakahara y cols., 1990), pericondrio (Dounchis y
cols., 1998), tejido conectivo de la dermis y del muasculo esquelético
(Young vy cols., 2001), grasa (Zuk y cols.,), sangre del cordon umbilical y
periférica (Mareschi y cols., 2001), membrana amnidtica (Alviano y col.,

2004) e incluso del propio cartilago articular (Alsalameh y cols., 2004). De
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todas ellas, es la MO la fuente tisular de MSCs més utilizada (Yoo y cols.,
1998).

Médula 6sea

La MO ha sido considerada clasicamente una de las principales fuentes de
MSCs. Consiste en un tejido complejo compuesto por células
hematopoyéticas (precursores y celulas diferenciadas) y una mezcla
heterégenea de células denominada estroma .En el estroma se incluyen
adipocitos, reticulocitos, células endoteliales y células fibroblasticas, que
estan en contacto con los elementos hematopoyeéticos. Entre las células del
estroma es donde se encuentra también la pequefia poblacion celular de
MSCs, con capacidad de diferenciacion en multiples tejidos mesenquimales
(Park y cols., 2006).

Tejido adiposo

La presencia de MSCs en el tejido adiposo esta también demostrada. Las
células obtenidas de esta fuente tienen una morfologia, fenotipo y
capacidad de diferenciacion in vitro similar a las obtenidas de MO, tienen
una mayor capacidad de proliferacion y es posible acceder més facilmente
a muestras de tejido adiposo a través de procedimientos como liposuccion o

abdominoplastia (Kerny cols., 2006)

Musculo esquelético

El masculo esquelético es uno de los pocos tejidos adultos humanos que
poseen la capacidad de regeneracion, formando un nuevo tejido funcional.
Esta capacidad es debida a la presencia de células madre musculares
conocidas como células satélite que se localizan bajo la lamina basal de las

fibras musculares (Zvaiflery y cols., 2000). Ademés de su capacidad
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miogénica, se ha descrito que estas células son capaces de diferenciarse en
respuesta a estimulos especificos a lineas no musculares, incluidos
osteoblastos y adipocitos ( Zammit y cols., 2006) . Las células satélite, que
se mantienen en un estado quiescente, se activan cuando se produce una
lesion, de modo que proliferan y se diferencian en nuevas fibras

musculares.
1.2.4 Capacidad de proliferacion y diferenciacion

Una caracteristica que define a la célula madre es su potencial de
autorrenovacion, es decir, de dividirse durante un numero elevado de
divisiones mitoticas generando copias identicas a ella misma (Fig. 5). Este
potencial de proliferacion varia segun la metodologia empleada para el

aislamiento y cultivo de MSCs.
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Figura. 5. Propiedades de las células madre.

La baja cantidad de MSCs aisladas desde una muestra de tejido hace
necesaria su proliferacion in vitro para obtener un numero apropiado para
su aplicacion clinica. No obstante, el nimero de divisiones mitéticas deber
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ser limitado, debido a que durante el cultivo in vitro las MSCs envejecen,
experimentando una marcada disminucién de su capacidad proliferativa
(Bonab y cols., 2006) y una pérdida gradual del potencial de diferenciacién
multiple (Izadpanah y cols., 2006). La longitud de los telomeros en las
células o la edad del donante guardan relacion con las caracteristicas de las
MSCs, dado que con el envejecimiento se produce una reduccion de su

capacidad proliferativa.

La adicion de factores de crecimiento al medio de cultivo puede prolongar
in vitro la multipotencialidad de las MSCs. Asi, se ha observado que la
presencia de FGF tipo 2 y 10% de suero fetal bovino (FBS) permite la
proliferacion de MSCs derivadas de MO mas all4 de 70 pases de cultivo y
mantiene su potencial de diferenciacion hasta 50 pases (Baksh y cols.,
2004. La densidad celular también juega un papel importante en la
capacidad de proliferacion de las MSCs. Se ha observado que, a diferencia
de lo que ocurre a altas densidades (12 células/cm?), cuando se siembran a
bajas densidades (1,5-3 células/cm?) se producen altas expansiones (Colter
y cols., 2000).

En el laboratorio, las MSCs pueden diferenciarse en mdaltiples lineas
celulares, incluyendo osteoblastos (Jaiswal y cols., 1997), condrocitos
(Johnstone y cols., 1999), adipocitos (Purpura y cols., 2004), mioblastos (
Wakitani y cols., 1995) y progenitores tempranos de células neurales (Deng
y cols., 2005) (Fig. 6). Esta capacidad multiple de diferenciacién convierte
a estas células en candidatas ideales como fuente celular para la
regeneracion terapéutica de tejidos (Nishimura y cols., 1999). Estudios in
vitro (Banfi y cols., 2000) e invivo (Gronthos y cols., 2003) de MSCs
derivadas mediante clonacién demostraron que la poblacién de MSCs es
heterogenea respecto a su potencial de diferenciacién, y comprende

subpoblaciones con diferente expresion de marcadores y potencial de
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células puede ofrecer ventajas para la regeneracion tisular.

diferenciacion celular. Esto sugiere que una poblacién celular particular de
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Figura 6. Diferenciacion de las MSCs. Figura tomada y modificada de Caplan
2007.

Estudios recientes (Deng y cols., 2001) han demostrado que el CD271 es
un marcador clave de MSCs en MO vy otros tejidos. Asi, la expresion de
CD271, también conocido como LNGFR (low affinity nerve growth factor
receptor), podria ayudar en el aislamiento de MSCs de diferentes tejidos.
Se han realizado estudios que indican que la poblacion de MSCs
procedentes de MO y membrana fetal, resultantes de la seleccién de células
que expresan CD271, son fenotipica y funcionalmente homogéneas y
tienen una elevada capacidad de diferenciacion hacia multiples lineas

celulares mesenquimales (Soncini y cols.,, 2007). La capacidad de
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diferenciacion de las MSCs también puede variar significativamente en
funcién del tejido del que se aislan (Fig. 6). De esta forma, en rata, se ha
observado que las MSCs aisladas de pericondrio, periostio y MO parecen
ser superiores a las MSCs aisladas de grasa en la capacidad de formar

cartilago articular hialino (Park y cols., 2006).

1.3. Biomateriales
1.3.1 Generalidades

Los tres pilares basicos sobre los cuales se sustenta la Ingenieria Tisular
para desarrollar reemplazos de tejidos son: 1) prevenir la respuesta
inmunologica, ya sea inflamacién, rechazo o ambas; 2) crear un sustrato
ideal para la supervivencia, desarrollo y diferenciacion celular; y 3) proveer
un adecuado medio ambiente para el desarrollo celular y tisular, crucial

para mantener la funcion celular y el desarrollo del tejido neoformado.

Un biomaterial es todo aquel compuesto, farmacoldgicamente inerte,
disefiado para ser implantado o incorporado dentro del sistema vivo. Por
tanto, corresponden a todos los materiales destinados a estar en contacto
con los sistemas biologicos con el objetivo de tratar, aumentar o sustituir un
tejido, 6rgano o funcién del organismo. El implante de un biomaterial
genera reaccion de los tejidos vivos receptores, produciéndose un proceso

inflamatorio de cuantia variable que concluye con la cicatrizacion.

En la reaccidn de los tejidos también influyen los productos de corrosion,

degradacion o abrasion del material implantado.

El objetivo principal de los estudios de biocompatibilidad es analizar

posibles respuestas adversas, tales como, inflamacion, pirogenicidad,
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toxicidad sistémica, sensibilizacién, mutagenicidad, carcinogenicidad y
reaccion a particulas extrafias. Ademas, estos ensayos permiten determinar
el comportamiento y actuacion de los nuevos materiales. El riesgo
bioldgico de la utilizacion de los biomateriales depende de la sustancia
utilizada, de su actividad especifica, de la cantidad implantada y de la
frecuencia y/o del tiempo de exposicion. La informacidn debe obtenerse en
las condiciones mas parecidas posibles a su posterior uso en la clinica
humana, hecho en que cumplen un importante papel los diferentes modelos
animales que permiten investigar la eficacia de los nuevos biomateriales
(Burg Yy cols., 2000).

1.3.2 Biomateriales como sustitutivos 0seos

Los biomateriales que tienen utilidad como sustitutivos éseos son los que al
ser implantados tienen la capacidad de promover la regeneracién o
reparacion 6sea, por lo que pueden ser empleados, con exito, en el
tratamiento de fracturas conminutas con pérdida de tejido 6seo, en la
solucion de cavidades generadas por la reseccion de tumores 0seos 0 para
rellenar defectos Oseos secundarios a endoproétesis, pseudoartrosis y
artrodesis fracasadas. Se considera que los biomateriales ideales son
aquellos que progresivamente son sustituidos por tejido 6éseo neoformado

del hueso receptor.

Un biomaterial éptimo para la sustitucion 0sea debe ser osteoconductor,
para lo cual necesita proporcionar un armazén apto para guiar los
fendmenos 0seos reparativos; estructuralmente resistente, para aportar de
acuerdo con su formulacion especifica el mejor soporte biomecanico hasta
su reemplazo por el tejido 6seo neoformado; y biorreabsorbible, es decir,
capaz de ser degradado progresivamente sin generar productos toxicos
(Bauer y cols., 2002).
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Los materiales que pueden ser empleados como sustitutivos &seos
corresponden a biomateriales ceramicos, poliméricos y compuestos,
destacando entre estos las ceramicas de fosfatos de calcio porque son

comparativamente similares a la fase mineral del hueso.
1.3.3 Ceramicas porosas inertes

Podemos clasificar los biomateriales ceramicos como ceramicas cristalinas
inertes, ceramicas porosas inertes, ceramicas cristalinas bioactivas y

ceramicas porosas bioactivas (Greenspan y cols., 1999).

Las ceramicas porosas inertes proporcionan una buena estabilidad
mecanica, debido a su fijacion bioldgica, lo que permite la colonizacidn
Osea al interior de sus poros. Sin embargo, la porosidad de estos
biomateriales limita su utilizacion en areas de carga, dado que para facilitar
el crecimiento 6seo y la vascularizacion los poros deben tener un diametro
superior a 100 pum. De este modo, el implante permite la osteoconduccion
actuando como puente estructural y modelo para la formacion de tejido
0seo. Los mejores representantes de este grupo son las ceramicas de

carbonato de calcio, derivadas del coral.

El coral corresponde al esqueleto calizo de varias especies de invertebrados
marinos, que se encuentra compuesto por carbonato célcico y se caracteriza
por poseer una estructura porosa de dimensiones variables de acuerdo con
la especie de origen. La microestructura del coral es un excelente material
para molde de inversion de estructuras con tamafio de poros controlados, a
través del proceso de duplicacién, debido a la gran uniformidad de sus
medidas e interconexion. Las mejores cepas de coral corresponden a la
familia de las Poritas, que tienen poros interconectados de 140 a 160 um,;
asi como las Gonioporas que poseen poros de 200 a 1.000 um; éstas

ultimas tienen una arquitectura macroscopica similar al hueso esponjoso
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humano. Considerando sus diferencias bioquimicas, se pueden distinguir
dos grupos principales que corresponden a los corales madreporicos y la

hidroxiapatita coralina.

Los corales madrepdricos se caracterizan por conformar grandes colonias
en su habitat marino. El biocoral corresponde a un biomaterial
quimicamente inalterado que se obtiene a partir del esqueleto mineral
coralino del género Scleractinian y que se encuentra compuesto por
carbonato calcico. Se trata de una material osteoconductivo que se
reabsorbe lentamente y se utiliza en clinica desde 1979 (Shors vy cols.,
1999).

La hidroxiapatita coralina corresponde a un biomaterial poroso que se
obtiene a partir de corales marinos, en los que por un proceso de
intercambio hidrotermal, el carbonato calcico de sus esqueletos es
transformado en fosfato de calcio. Se trata de un material osteoconductivo
que es escasamente reabsorbible, aunque las adaptaciones realizadas
actualmente en el proceso de fabricacion industrial si le confieren esa

cualidad.

Existen dos hidroxiapatitas coralinas disponibles para su utilizacion clinica,
una que posee un tamafio de poros entre 190 y 230 um ofreciendo un
disefio adecuado para matrices de reconstruccion del hueso cortical y que
se obtiene a partir de la replicacion de especies coralinas del género Porites
porites, y otra que presenta un tamafo de poros de 500 um (Hollister y
cols., 2005). (Fig. 7)
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Figura 7. Bloques de hidroxiapatita de 5x5 mm.

1.4 Ingenieria tisular

1.4.1 Generalidades

La Ingenieria Tisular puede definirse como la creacion o induccion de la
formacién de un tejido especifico, en una localizacion especifica, por
medio de la manipulacion y seleccién de células, matrices y estimulos
bioldgicos. Es un campo interdisciplinar que aplica principios de ingenieria
y ciencias de la vida hacia el desarrollo de sustitutivos biolégicos que

restauren, mantengan o mejoren la funcion tisular.

La Ingenieria Tisular combina el aporte de células, indiferenciada o no, que
se colocan sobre una matriz a la cual se pueden afnadir factores de
crecimiento que aceleren su proliferacion y diferenciacién para ser
trasplantadas a una estructura dafiada y conseguir su regeneracién (Forriol.,

2008).
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1.4.2 Cultivo y terapia celulares

En los afios 40, la incorporacion de penicilina y estreptomicina a los
medios de cultivo celulares permitieron disminuir notablemente la
contaminacion de los mismos. En 1955, Eagle estudid las necesidades
minimas nutricionales de las células, produciéndose el primer medio basico
quimicamente bien definido (Eagle H., 1955). Seguidamente, en1965 se
introdujo el primer medio de cultivo libre de suero capaz de mantener el
crecimiento de algunos tipos celulares, quedando asi establecidas las bases

del moderno cultivo celular (Ham RG., 1965).

El desarrollo de un sistema de cultivo de células de médula 6sea en un gel
de colageno permite aislar, amplificar e inducir hacia el linaje condro-
osteogenico una poblacion de celulas que expresan marcadores de tales
tejidos in vitro y forman cartilago y hueso ectopicos, cuando se las
implanta in vivo (Claros y cols., 2012). Este procedimiento permite usar
los factores con dominios de unién al coldgeno de forma selectiva y
controlada, influenciando el proceso de manera especifica (Andrades y
cols., 2001c,).

Como fuente celular para la formacion de tejido osteocartilaginoso se
utilizan células mesenquimales, indiferenciadas o pluripotentes. En el caso
de las células mesenquimales, existen una serie de condiciones conocidas
que inducen su diferenciacion hacia el fenotipo osteocondroide, entre los
que se encuentran la utilizacion de un medio de cultivo sin suero, o la
adicion de dexametasona, ascorbato, factores de crecimiento
transformantes-beta (transforming growth factors-beta TGF Bs) o proteinas
morfogenéticas de hueso (bone morphogenetic proteins, BMPs), siendo el
método de cultivo tridimensional a alta densidad uno de los mas empleados

para aquel fin. En este sentido, se podria  hacer un injerto
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osteocondral cultivando células mesenquimales a alta densidad,
afiadiendo TGF P y consiguiendo asi una colonia de células que luego se

utilizaria para recubrir o rellenar el armazén de un polimero biodegradable.

En la literatura se describen multiples lineas de investigacion de cultivos
celulares para la obtencion de tejido ostecartilaginoso, donde se utilizan
distintas matrices, y distintos factores de crecimiento. Asi, en el grupo del
Laboratorio de Bioingenieria y Regeneracion de Tejidos (LABRET), de la
Universidad de Méalaga (UMA) se ha desarrollado especificamente uno con
buenos resultados in vitro e in vivo, donde la fuente celular son las MSCs;
como factores se usan un TFG- B recombinante humano con un dominio de
union especifica al colageno (rhTGF-p1-F2) y/o rhBMP-2, y como
promotores de la expresion de marcadores dseos se utilizan el B-glicerol

fosfato y la dexametasona (Andrades y cols,. 2002 y 2003).

1.4.3 Factores de crecimiento

Los factores de crecimiento (growth factors, GFs) son un conjunto de
sustancias, la mayoria de naturaleza proteica que, junto con las hormonas y
los neurotransmisores, desempefian en el organismo una importante
funcion en la comunicacion intercelular. La funcion de los GFs no es sélo
la de estimular la proliferacion celular, mediante la regulacion del ciclo
celular iniciando la mitosis, sino también el mantener la supervivencia
celular, estimular la migracion y diferenciacién celular, e incluso la

apoptosis.

Son producidos por gran numero de células y los requerimientos son muy
variables entre diferentes células. Para que las células proliferen en un

cultivo es necesaria la existencia de suero que aporte GFs. Existen varios
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tipos de GFs, algunos de ellos, por su capacidad osteo- y condrogénica, han

sido usados en Ingenieria Tisular.

1.4.3.1 Factor de crecimiento transformante-beta (TGF- 3)

El TGF- pertenece a una familia de proteinas relacionadas llamada la
superfamilia de los TGF-Bs. Esta familia de proteinas incluye las cinco
isoformas de TGF-B (TGF-B1 a TGF-R5). Los TGF-s influyen en un
amplio espectro de actividades celulares, incluyendo el crecimiento, la

diferenciacion, y la sintesis de matriz de extracelular.

El TGF-B se encuentra en muchos tejidos, pero es particularmente
abundante en hueso, plaquetas y cartilago. En el hueso, se piensa que es
liberado por plaquetas despues de la formacion del coagulo en el momento
de la fractura. Los condrocitos y osteoblastos tienen abundantes receptores
para los TGF-RBs, reforzando la hipdtesis que esta familia de factores de
crecimiento actla en el proceso de reparacion 0sea en todas sus etapas

(Janssens y cols., 2005).

El papel del TGF-R en la reparacion 0sea ha sido estudiado en multiples
modelos experimentales, tales como inyecciones subperiostales en fémur,
en calvaria y en defectos segmentarios diafisarios, entre otros. Pero es
dificil mostrar conclusiones sobre la eficacia de los TGF-s en dichos
estudios experimentales, ya sea por el uso de diferentes isoformas, distintas
dosis y distintos modelos usados. Aungue si confirman el hecho de que son
factores que aumentan la proliferacién celular y poseen potencial

osteoinductivo, aunque limitado (Ahdjoudj y cols., 2002).
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1.4.3.2 Proteina morfogenética de hueso BMP

La actividad de estas proteinas se observo por primera vez a mediados de la
década de 1960, cuando se descubrié que podian inducir hueso ectopico
(Urist, 1965). No fue hasta finales de 1980 cuando se caracterizé y clond la
primera BMP (Wang y cols., 1988). Muchos estudios han puesto de
manifiesto la capacidad de las BMPs para inducir a las MSCs hacia la
diferenciacion osteogénica, lo que confirma su papel en la formacion de
hueso vy cartilago. Desde su descubrimiento inicial, se ha demostrado que
desarrollan accion sobre una amplia variedad de tipos de células vy
procesos, mas alla de la propia osteogénesis. Son importantes morfogenos
en la embriogénesis y el desarrollo, y también regulan el mantenimiento de

la homeostasis del tejido adulto.

Hasta la fecha se han aislado y clonado més de 40 BMPs de diferentes
tejidos. Las BMP-2, BMP-4, BMP-6, BMP-7 y BMP 9 tienen propiedades
osteoinductivas. Sin embargo, la BMP-3 y la BMP-13 son inhibidoras de la

formacion osea (Shu y cols., 2011).

Son proteinas pleiotrépicas con multiples y diferentes acciones bioldgicas,
ya que regulan la hematopoyesis, estimulan la sintesis de matriz
extracelular e influyen en el mantenimiento celular, ademas de participar

también en la apoptosis celular.

Las BMPs son proteinas formadas por dos cadenas polipeptidicas idénticas.
Tras la disociacion de las correspondientes secuencias de propéptidos se
produce la proteina bioldégicamente activa. Con excepcion de la BMP-1,
que es idéntica a la proteinasa de procolagenos C, todas las BMPs
presentan restos de cisteina en su extremo C7 terminal y, por ello, se
engloban en la superfamilia del TGF-3. Entre los miembros de esta amplia

familia, emparentados con las BMPs, se encuentran, entre otros, la activina
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y la inhibina. En la familia BMP también se incluyen los llamados factores
de crecimiento/diferenciacién (growth differentiation factor, GDF). La
BMP-12 y BMP-13 representan el homologo humano del GDF-7 y GDF-6
de rata, respectivamente. Estos estan emparentados con el GDF-5 (BMP-
14), que colabora en el desarrollo de cartilago y hueso en las extremidades
de la rata. En virtud de sus propiedades de formacion de cartilago, el GDF-
5y GDF-6 también han sido relacionadas con las propiedades derivadas de
cartilago 1 y 2 (cartilage derived morphogenetic protein, CDMP-1 vy
CDMP-2) .En los ultimos afios, también se han identificado los genloci
para BMP-2 a BMP-7 humanas, habiéndose localizado en el cromosoma
20, el genlocus para BMP-3 en el cromosoma 4, el genlocus para el BMP-4
en el cromosoma 14, asi como los genloci para el BMP-5 y BMP-6 en el
cromosoma 6.Recientemente, ademas, se ha logrado el analisis de
estructuras radiograficas de BMP-2 y BMP-7 cristalizadas. La estructura
tridimensional de ambas proteinas muestra una gran similitud con el TGF-

R2y el TGF-R33, respectivamente (Luu y cols., 2007).

Las BMPs tienen una funcion en el crecimiento y diferenciacion de
condroblastos y osteoblastos y vitro, y una variada actividad bioldgica
regulando el crecimiento , diferenciacion , quimiotaxis y apoptosis
ademas de funciones en la morfogénesis de diferentes tejidos y 6rganos ,

como el renal y el nervioso ( Reddi y cols., 1992).

Asi pues las BMP participan en la multiplicacion, diferenciacion, muerte
programada (apoptosis) y morfogénesis. Las BMP suelen tener 30-38kDa
que son sintetizados como prepropéptidos, consistentes en 400-525

aminoacidos, variando en los sitios de glicosilacion ligada al nitrogeno.
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1.5 Principios bésicos de la osteosintesis

En cualquier osteosintesis, sea de hueso largo (diafisaria, epifisaria,
metafisaria), corto o del raquis, se aplican al menos uno de los cuatro

principios fundamentales de ese tratamiento quirurgico:

1. Compresién. La compresion consiste en someter la fractura a fuerzas
confluentes de vectores contrarios. Cuando hay un espacio considerable
entre el fragmento superior e inferior —o0 entre un cuerpo vertebral superior
e inferior (espacio intersomatico) — se debe colocar un injerto tricortical
que estara sometido a compresion (entre los 2 cuerpos vertebrales), pero
que provocara sostén a estos cuerpos vertebrales entre si, evitando que se
aproximen. Produce gran estabilidad, pero desaparece pasadas
aproximadamente 3-4 semanas. Por ello hay que afadirle, al menos,

neutralizacion.

En huesos largos con fracturas diafisarias transversas, es el ejemplo clasico

del principio de la compresion.

2. Neutralizacion. La neutralizacion previene las fuerzas rotatorias y
tangenciales (cizallantes) que desplazan los fragmentos entre si. Debe
aplicarse tras los otros principios. No es posible aplicar compresion tras
neutralizacion porque los fragmentos no progresan entre si hasta unirse. La

neutralizacion debe aplicarse siempre despues de la compresion.

3. Sostén. El principio de sostén mantiene la altura de los fragmentos. Es
aplicable en casos de fractura por conminuta en la osteosintesis diafisaria o
en casos de fractura por compresion del cuerpo vertebral tras mantener la

altura mediante traccion posterior con un sistema de instrumentacion.
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4. Tirante. El principio del tirante combina la compresion anterior sobre
hueso (o injerto) con prevencién de distraccién posterior gracias al
implante. El ejemplo mas caracteristico es el obenque de olecranon.
(Guerado y cols., 2012) (Figura 8).

2. Compresion b. Neutralizacion d. Tieante

Figura 8. Los cuatro principios de la osteosintesis. Tomado de Guerado 2012.

Hay diferentes medios de fijacion de la fractura, en funcion del tipo de la

fractura;

Placas: Existen diferentes modelos, fabricadas de acero inoxidable o de
titanio, tienen varios agujeros y se colocan sobre la superficie de los
huesos, aseguradas con tornillos. No necesariamente todos los agujeros son
usados. Se clasifican sobre la base de algunos de sus atributos, ya sea
forma, disefio de los agujeros, sitio elegido para la fijacion o modo de

aplicacion.
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Se utilizan con mayor frecuencia en fracturas de huesos largos, pero
también en artrodesis de columna y mufieca. Requieren una incision
quirdrgica mas amplia que otros tipos de fijacion. Existe la posibilidad de
alteracion del flujo sanguineo cortical, debido a la gran superficie de
contacto, y de la consolidacion, pudiendo reproducirse la fractura al retirar
la placa, por atrofia 6sea. En general, basan su funcionamiento en tres

principios biomecanicos: compresion dinamica, neutralizacion y sostén.

Las placas de compresion comprimen los extremos de la fractura, se usan
para fijar fracturas estables manteniendo la reduccién y compresion. La
compresion también se puede alcanzar a través de agujeros de disefio
especial o por medio de la colocacion excentrica de los tornillos. Se pueden

utilizar conjuntamente con tornillos fragmentarios.

La placa de compresion dinamica de bajo contacto o impacto (LCP) es un
tipo de placa de compresion de desarrollo reciente, que se diferencia de la
DCP por la forma del corte en su superficie inferior, que disminuye la
superficie de aposicion alrededor de los agujeros de los tornillos y entre
éstos, minimizando la compresion placa-periostio, permitiendo mayor flujo
capilar, y ayudando al proceso de cicatrizacion. Tiene cierto grado de
deformacion suave y elastica, sin concentrar el estrés alrededor de los
agujeros. Las placas de compresion dinamica (DCP), disefiadas para la
compresion axial, son uno de los tipos mas utilizados; se reconocen por sus
agujeros ovalados para la insercion exceéntrica de los tornillos, cuyas
paredes son biseladas hacia el piso e inclinadas hacia medial. La zona més
débil de estas placas esta alrededor de los agujeros ya que es la Unica zona

que se puede doblar (Nassiri y cols., 2013).

Las placas de reconstruccion maleables son de amplia utilizacion en

fracturas de pelvis, calcdneo y codo. Son arrosariadas por los sacabocados
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entre los agujeros ovalados, lo que las hace maleables con facilidad en los
tres planos, adaptandose a la forma y longitud requeridas en las superficies

6seas complejas.

Las placas de neutralizacion se colocan sobre un foco de fractura
conminuta. Disefiadas para proteger la superficie de la fractura, transmiten
las fuerzas de incurvacién, torsion y carga axial. Con frecuencia se

combinan con tornillos fragmentarios.

Las placas de contencion o sostén se usan en fracturas inestables como
soporte del hueso delgado cortical periarticular, frente a las fuerzas de
compresion o de carga axial, impidiendo su colapso. Se utilizan en radio

distal y platillos tibiales.

Placas de disefio especial. La placa DCS se utiliza en fracturas
supracondileas. Tiene uno de sus extremos con angulos cercanos a los 90°
para adaptarse a las variaciones individuales y con forma de cincel para ser
introducido dentro de la metafisis. La placa se fija a la cortical con

tornillos.

Las placas de disefio anatdmico especial son una amplia gama, disefiadas
para fines especificos: la placa condilar 95° para estabilizacion de fracturas
del femur proximal y distal; la placa condilar de sostén o contencién para
femur distal; placa T 4.5 para hiumero y tibia proximales; placa T oblicua

angulada 3.5 para radio distal (Petsatodis y cols., 2010)

1.6 Justificacion del trabajo

Durante los Gltimos afios, los investigadores clinicos de nuestro grupo han

tratado mas de 30.000 casos de fracturas, de las cuales mas de 5.000 lo

57



fueron mediante un procedimiento quirargico. Paralelamente, se llevaron a
cabo mas de 2.000 artroplastias y casi 600 intervenciones sobre la columna
vertebral, las cuales requirieron implantes y adicion de hueso con el
objetivo de promover la osteogénesis terapéutica (Moro Robledo y cols.,
1998; Guerado y cols., 2001; Guerado y cols., 2002; Guerado y cols,,
2002a, 2002b); Guerado y cols., 2003). Siendo conscientes en nuestra
Unidad de tales problemas clinicos, y ante la posibilidad de investigar
posibles nuevas alternativas terapéuticas, en 1998 se inici6 una
colaboracion entre investigadores clinicos y basicos para tratar de buscar
soluciones que solventaran los problemas de consolidacion de las fracturas,
de la osteointegracion de implantes para artroplastias, y de la fusion espinal
terapéutica.

Los investigadores basicos de nuestro grupo han demostrado que, a partir
de MO de rata, se puede seleccionar en cultivo, mediante la adicién
adecuada de rhTGF-31-F2 y rhBMP-2, una poblacion celular que expresa
marcadores de diferenciacion osteogenica y que presentan capacidad de

formar hueso ectdpico in vivo (Gordon y cols., 1997; Andrades y cols.,

1999; Andrades y cols., 2003; Becerra y cols,, 2006).

En la literatura no existen publicados estudios donde se empleara la
capacitacion celular aqui determinada, ni su asociacién con un biomaterial
como la HA, como elemento terapéeutico en la reparacion de fracturas en

huesos largos.
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Siguiendo el mismo procedimiento experimental, pretendemos ahora llevar
las células capacitadas in vitro para reponer pérdidas importantes de hueso,
en concreto en resecciones segmentarias de fémur. Con este trabajo
pretendemos aplicar una técnica de ingenieria tisular, con MSCs cultivadas
y osteoinducidas, en un modelo biomecanico de fractura 6sea con defecto
0seo de 5 mm, en un fémur de rata, estabilizado la fractura segun el
principio de neutralizacion, con una placa de osteosintesis, y rellenando el
defecto con aloinjerto, blogue de hidoxiapatita, o HA con MSCs
osteoinducidas en cultivo convencional y en cultivo tridimensional con gel

de colageno.
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Capitulo 11

2. HIPOTESIS y OBJETIVOS
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2.1 Hipotesis

Hipotesis general

La efectividad de la terapia celular autdloga (o heteréloga entre animales
singenicos), con ayuda de materiales osteoconductores, es mayor que del

aloinjerto 0seo en la osteogénesis terapéutica.

Hipotesis operativa (Ha)

La utilizacion de la terapia celular en las resecciones segmentarias de hueso
mejora la efectividad del procedimiento tradicional con aloinjerto de banco
0 material osteoconductor solo (en este caso hidroxiapatita). Ha: p1 menor

que P2 para p<0.05 (power 0.8) 1 cola.

Hipotesis nula (HO)

La utilizacion de terapia celular en las resecciones segmentarias de hueso
no mejora la efectividad del procedimiento tradicional con aloinjerto de
banco o material osteoconductor solo (significa que puede obtener
resultados iguales o peores). HO: pl igual o mayor a p2 para p<0.05 (power

0.8) 2 colas.
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En la presente tesis se propone el modelo animal murino, con reseccién
segmentaria de fémur, y tratamiento mediante bloque de HA como
sustitutivo éseo, al que se incorporan MSCs procedentes de MO
heteréloga, multiplicadas y diferenciadas en cultivo hacia el linage

osteogeénico.

2.2 Objetivos

2.2.1 Objetivo general

Bajo las hipdtesis anteriores, nuestro objetivo general es evaluar, mediante
un estudio prospectivo, la eficacia de las células madre mesenquimales,
procedentes de médula Osea, capacitadas in vitro, y adsorbidas a piezas de

hidroxiapatita, tras su implantacion en resecciones segmentarias de femur.

A partir de los resultados que se obtengan, pretendemos realizar inferencias
sobre su aplicabilidad a las poblaciones humanas aquejadas de patologias

necesitadas de potenciacion bioldgica de osteogenesis.

2.2.2 Objetivos especificos
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Para abordar el objetivo general, se plantearon los siguientes objetivos

especificos:

1. Seleccionar y cultivar células madre mesenquimales de medula 6sea de

rata, utilizando dos procedimientos de cultivo.

2. Estudiar la diferenciacién in vitro e in vivo de las células madre

mesenguimales hacia el linaje osteogeénico.

3. Abordar quirdrgicamente el implante de piezas de hidroxiapatita, como
transportador de las células madre mesenquimales cultivadas, en un modelo

In vivo de reseccion segmentaria.

4. Verificar un modelo experimental de promocion de la osteogenesis
terapéutica en animales sobre esas variables (reseccion segmentaria en

femur de rata) con aplicacion de células capacitadas in vitro.
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Capitulo 111

3. MATERIAL y METODOS
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Para abordar los objetivos planteados, hemos desarrollado un modelo
experimental sobre reseccién segmentaria de fémur en rata, con las

siguientes etapas:

1. Extraccion de MO de ratas singénicas y cultivo celular.

2. Aislamiento y expansion de MSCs mediante cultivo adherente, o
capacitacion osteogénica en cultivos tridimensionales con gel de

colageno, en presencia de rhTGF-R1 y rhBMP-2 (TRAP sinérgico).

* Nota: el término TRAP es de adjudicacién libre, y publicado por parte de nuestro Grupo,
haciendo referencia al método de capacitacion Gsteogénica llevado a cabo con las células

atrapadas en el gel de colageno.

3. Caracterizacion de las MSCs mediante citometria de flujo y estudios de

diferenciacion celular in vitro e in vivo.

4. Implantacion en lesién segmentaria femoral usando un biomaterial de
HA como transportador celular. Se incorpora un sistema de

osteosintesis que garantice la rigidez del segmento.

5. Analisis radiografico e histologico de los tejidos de regeneracidn

obtenidos, asi como su integracion en el hueso circundante.
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3.1 Obtencion y procesamiento de la médula 6sea (MO)

Esta metodologia estd fundamentada en el procedimiento de seleccion de
células osteoprogenitoras publicado por Andrades y col. (1999).Como fuente de
MSCs se utilizé la MO, que fue obtenida de ratas singénicas hembras de 8
semanas de edad (Charles River), sacrificadas para la extraccion de los fémures
y posterior obtencion de la MO. Una vez en el laboratorio de cultivos celulares
del LABRET, las muestras en condiciones de esterilidad y frio se pasaron a
nuevo medio de cultivo alpha-MEM con antibidticos (100 pg/ml penicilina G
[Sigma], 50 pg/ml gentamicina [Sigma] y 0.3 pug/ml fungizona [Flow-ICN]). A
continuacion, la MO se disgrega por medio de repetidos pipeteos y se

centrifuga a 1800 rpm durante 5 min.

3.2 Aislamiento y cultivo de las células

El centrifugado anterior se resuspende como sigue: por un lado, para iniciar el
cultivo convencional en plastico (cultivo adherente), en medio de cultivo
completo (10% de suero fetal bovino, FBS, GIBCO), y se siembra en frascos de
cultivo FT-75 (Falcon TM), a los que renovamos el medio al cuarto dia, y de
ahi en adelante, cada 3 dias, hasta obtener una semiconfluencia del 75% (en
torno a 12 dias). Por otro lado, para establecer el cultivo 3D, el centrifugado

obtenido en el paso anterior se resuspende en medio de cultivo a muy baja
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concentracion de suero (0.5% FBS) y las células se mezclan con una solucién
de colageno tipo I (0.35 mg/ml GIBCO), donde previamente se ha afiadido el
rhTGF-81-F2, a una concentracién 1 ng/ml. Los cultivos se realizaran en placas
de 48 pocillos (Falcon TM) a una concentracion de 2x106 células/pocillo/150
ml de colageno. Las placas de cultivo se llevan al incubador (37° C) durante 30
min para permitir la formacion de geles de colageno. Finalmente, sobre los
geles se afiaden 200 pl de medio de cultivo bajo en suero por pocillo,
conteniendo el factor de crecimiento (éste se omite en la situacion control). El
medio de cultivo se renueva cada 3-4 dias afiadiendo factor de crecimiento
fresco. Todos los cultivos se mantienen en una atmasfera con 95% de aire y 5%

CO2, a 37° C de temperatura y 100% de humedad relativa.

En el caso de los cultivos en 3D, durante los 10 primeros dias las células se
cultivan a muy baja concentracion de suero (0.5% FBS) y se denomina periodo
de seleccion (PS); se realiza con el proposito de eliminar la mayor parte de las
células de la linea hematopoyética. La presencia del rhTGF-R1-F2, permitira
mantener vivas de manera selectiva la poblacion de células madre

osteoprogenitoras que pretendemos seleccionar.

En el dia 11 de cultivo iniciamos el periodo de amplificacion e induccion (PA-
1), que consiste en cambiar a medio de cultivo completo (10% FBS) durante
siete dias. En los tres ultimos dias de este periodo, afiadiremos el rhBMP-2 (50

ng/ml, R&D Systems), en vez del rhTGF-31-F2, para aprovechar la capacidad
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de induccidn osteogénica de aquel factor. Asimismo, afiadiremos dexametasona
(dex) 10-8 M (Sigma) y beta-glicerolfosfato (3-GP) 2 mM (Sigma), que han
mostrado amplia eficacia en la estimulaciéon de células en cultivo de distintos
origenes, para promover la expresion de marcadores 6seos. La dex estimula la
expresion de FA, necesaria para la mineralizacion, y el B-GP eleva los niveles

de fosforo inorganico, necesario para la formacion de fosfato célcico.

3.3 Caracterizacion de las células

3.3.1 Citometria de flujo

Se trata de una técnica sencilla que, gracias a su gran especificidad, nos permite
distinguir entre varias poblaciones celulares diferentes, y detectar una poblacion
celular en una muestra en la que predominan otras poblaciones celulares
mayoritarias, siendo su principal caracteristica ofrecernos informacion

simultanea de varios parametros de cada una de las células analizadas.

Como no se dispone actualmente de un marcador especifico unico de celulas
madre, la caracterizacion fenotipica por citometria de flujo (FACS, fluorescent
activated cell sorted) se realizé aprovechando el amplio panel de anticuerpos
anti-CDs disponibles en el LABRET. Es una técnica de analisis celular cuyo
fundamento se basa en hacer pasar una suspension de particulas (células),
alineadas y de una en una, por delante de un haz de laser focalizado. El impacto

de cada célula con el rayo de luz produce sefiales que corresponden a diferentes
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parametros de las células y que son recogidos por distintos detectores, que
convierten las sefiales en emisiones electrénicas que son a continuacion
digitalizadas. Estas sefiales producidas por la interaccién de las células con el

haz de luz son de dos tipos: sefiales de dispersidn y de fluorescencia.

En los Gltimos afios se han descrito distintos marcadores de superficie que han
permitido identificar y aislar MSCs, como CD29, CD44, CD73, CD90, CD105,
CD166, HLA-1 y STRO-1. Y de igual forma, existen antigenos de superficie
caracteristicos de las células madre hematopoyéticas (HSCs) que las
acompafan en la MO, como CD14, CD34 6 CD45. Las caracteristicas de los
anticuerpos monoclonales empleados en el estudio fenotipico se muestran en la
siguiente relacion (tabla 1). En cada tubo, las células fueron incubadas con tres

anticuerpos para facilitar la identificacion (Apendice).

Casa Comercial | Clon Isotipo Flurecromid

Czo F&D, Beino Unidd PSD2 | 2561 FE

CIvig Milteny: Biotec ACL346| IgG2a FITC
CIv44 BD Pharmungen | G44-28 1gG2Ib lamddd APC
CIv4s MMiltenyi Biotec s5Bi1 IgG2a APC
ChT3 EBD Pharmingen A2 251, lambds PE

Crins R&D Beino Unidd 1656707 2561 FITC
I 66 AbD serotec,. B 3A6 I2Gl FITC
CD271 BED Pharmingen | G4d6-24 =261k FITC
Stro-1 R&D, Reino Unidg Stro-1 | Ighilambda | ——

Tabla 1: anticuerpos monoclonales empleados en el estudio fenotipico.
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3.3.2 Capacidad condro/osteogénica de las células

Con el fin de comprobar la capacidad osteogénica de las células obtenidas, se
procedié a analizar in vivo la formacion de cartilago/hueso en implantes

ectdpicos, realizados en la espalda de ratas singénicas.

Las células fueron implantadas en camaras de matriz 0sea desmineralizada
(demineralized bone matrix, DBM) y camaras de difusion (diffusion chamber,
Dch). Las camaras de DBM presentan mejores propiedades osteoinductoras por
la presencia de BMPs en su matriz organica. Son cilindros de hueso cortical,
procedentes de las diafisis de féemures de rata, a los que se les ha eliminado su

matriz inorganica por la exposicion prolongada al acido clorhidrico (Apéndice).

Las cAmaras de Dch son sintéticas, y consisten en un anillo plastico al que se le
pegan por ambas caras sendos filtros de nitrocelulosa porosos (tamafio de poro
de 0.2 micras, Millipore). A través de un orificio presente en el anillo se

inyectan las celulas mediante una jeringa de insulina.

Para el estudio in vivo se implantaron las siguientes condiciones

experimentales:

- Células sometidas al TRAP, cultivadas en ausencia de factores de crecimiento.

- Células sometidas al TRAP, tratadas con rhTGF-B1 durante 14 dias, mas 3

dias de osteoinduccion con dex y B-GP.
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- Células sometidas al TRAP, cultivadas con rhTGF-B1-F2 durante 14 dias, mas

3 dias de osteoinduccion con rhBMP-2, dex y B-GP.

El nimero de células a implantar fue de 106 por cAmara de Dch y de 1.5x106
por cdmara de DBM, vy los implantes se realizaron subcutaneamente en ratas
hembras de 12 semanas de edad. Tras 4 semanas de implante, los animales se
sacrificaron, recuperandose las camaras para su analisis, que consistid en un
estudio histoldgico, histoquimico e inmunohistoquimico para microscopia
Optica, que nos permitio identificar las caracteristicas morfologicas y

estructurales del tejido que se formo en el interior de los implantes.

Los implantes extraidos de los animales se fijaron por inmersion en formalina
neutra tamponada 10% (BNF 10%) (Apéndice). Tras la fijacion, las piezas
fueron lavadas con PBS y se deshidrataron en pasos sucesivos de etanol de
gradacion creciente, aclaradas en tolueno y embebidas e incluidas en parafina
(Apendice). Posteriormente, se realizaron secciones transversales de 10 um de

grosor, que se montaron en portaobjetos y se dejaron secar a 37 °C (Apéndice).

3.4 Andlisis bioquimico

Al final del PS (10 dias de cultivo) se realizard un analisis bioquimico, que
consiste en la determinacion de ADN en los geles de colageno, a fin de conocer
el numero de células; mediciones de fosfatasa alcalina (FA), una enzima de

mineralizacion de la ruta de diferenciacion pre-osteoblastica; asi como de
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osteocalcina (OC), una enzima especifica de diferenciacion osteoblastica

(Andrades y cols. 1999).

Tras el PA-1 (7 dias mas de cultivo) se volvera a realizar un analisis bioquimico
de ADN y FA en los geles de colageno. La OC se medira en los geles y también
en el medio de cultivo, pues en este momento el nivel de OC, como proteina
soluble que se libera al medio, sera suficientemente elevado como para ser

detectado (Andrades y cols. 1999).

Para las muestras procedentes del TRAP fue necesario disgregar el gel de
colageno para liberar las células. Esto se realizd incubando con el mismo
volumen de colagenasa al 0,05% durante 10 minutos a 37 °C. Transcurrido este
tiempo se par6 la reaccion con DMEM, afadiendo el doble del volumen usado
de colagenasa (GIBCO). La suspension celular se centrifugd durante 5 minutos
a 1500 rpm, se elimind el sobrenadante y el pellet se sometio a 3 ciclos de
congelacion/descongelacion de 10 min. Posteriormente, las células se
resuspendieron en un tampon de lisis constituido por NaCl 0,15 M, NaHCO3 3
mM y 0,1% Triton® X-100, pH 7,4. Tras sonicar dos veces durante cinco
segundos, los restos celulares se dejaron decantar durante 30 min. a 4 °C. En
este punto, las muestras se pueden congelar a -20 °C hasta el momento del

analisis.
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Cuantificacion de ADN

Para analizar la cantidad de ADN en las muestras procedentes del TRAP se
utilizé el método de tincién con Hoechst. Se mezclaron 100 pl del lisado celular
con 100 pl de una dilucion 1:1000 de la solucion stock de Hoechst (1 mg/ml), y
se leyo en el fluorimetro a una excitacion de 360 nm y emision de 460 nm. Los

datos se expresan en ng/ml de ADN.

Analisis de la expresion de FA

Para analizar la expresion de fosfatasa alcalina, a 10 pl del lisado celular se le
afiadieron 100 ul de solucidn de p-nitrofenol fosfato (pNPP) como sustrato y se
incubd a 37 °C durante 8 minutos. La absorbancia se midioé en un lector de
placas de ELISA a 405 nm, tras parar la reaccion con NaOH 1 N. Los valores
de expresion de la enzima se representaron como concentracion de p-nitrofenol

en nmol/ml/minuto por ng/ml de ADN.

3.5 Implantacion celular

En el caso de los cultivos adherentes, y una vez alcanzada Ila
semiconfluencia indicada, las células se despegan y transfieren a otros
frascos de cultivo en idénticas condiciones a las descritas anteriormente,

hasta alcanzar un pase de cultivo 1 (p1), que es el utilizado para implantar.
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Respecto a los cultivos en 3D, transcurridos los 17 dias de cultivo se
procedera a la implantacion de las células en los animales (periodo de
implantacion, PI). Una vez liberadas las células de los geles de colageno,
éstas se centrifugan a 500 rpm durante 10 min., se cuentan y se resuspenden

en medio de cultivo sin suero.
3.6 Grupos experimentales

Se usaron ratas Wistar (Charles River) de 15 semanas de edad, y 300gr de
peso, distribuidas en 4 grupos experimentales de 8 animales (véase Tabla

de tamafio muestral).

Grupo 1. Se les realizo el procedimiento quirurgico utilizando, para reponer
el segmento reseccionado, segmentos equivalentes de hueso alogénico (de

otra rata singénica), mantenidos a -80° C.

Grupo 1. Se les realizé el procedimiento quirargico, utilizando segmentos
equivalentes de HA de 2x5 mm (Prosteon 500R, Interpore), y tamafio de

poro de 500 micras.

Grupo 1. Se les realizo el procedimiento quirdrgico utilizando segmentos
equivalentes de HA, previamente adsorbidas las MSCs en cultivo primario
(pl), siendo 2,4x10° de células por bloque de biomaterial, en un volumen

de 40 microlitros de DMEM sin suero).
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Grupo 1V. Se les realizo el procedimiento quirurgico utilizando segmentos
equivalentes de HA de 2x5 mm, previamente adsorbidas de células

capacitadas por el TRAP sinérgico (rhTGF-R1-F2 + rhBMP-2).

En los cuatros grupos, las ratas se identificaron marcando la oreja derecha o

izquierda, realizando de 1 a 4 agujeros.

MODELO DE RESECCION SEGMENTARIA (UMA)

Grupos experimentales

G | : Aloinjertos F/>
Gll:HA e
G Il : HA +cls. C. 1% induc. |
GIV:HA +cls. TRAP
6 (+ 2) ratas / grupo /jg
Evaluacion radiografica Rx (‘\/J Q
to t4 t8 t12
! ! ! It

semanas

Figura 9. Grupos experimentales y calendario de estudio de RXx.
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3.7 Procedimiento quirurgico

3.7.1 Procedimiento anestésico

Por inyeccién subcutanea de Ketamina (Ketolar), 6 mgr/100 gr de peso y

medetomidina (Domtor) a 0,04mgr/100 gr de peso (Tsuchida, 2003).

Los aloinjertos se obtendran de los fémures de ratas del mismo sexo y edad
que los animales receptores. Las piezas de hueso se congelaran a -80°C de

forma aséptica hasta el momento de su implantacion.

3.7.2 Técnica quirurgica

Una vez anestesiados los animales, se posicionaran en decubito lateral
derecho, se procedera a rasurar la zona a incidir, que sera lateral al fémur
izquierdo, y se realizara un abordaje anterolateral entre el vasto lateral y el
biceps femoral, se diseca por planos, y se realiza hemostasia, hasta llegar a
la diafisis femoral (Figura 10). Se procedera con una microsierra oscilante
a dos cortes, y extraccion de un segmento de hueso de 5mm (Figura 11). A
continuacion, se procederd a implantar el segmento de aloinjerto
previamente tallado o el bloque de HA, en su caso (Figura 12).
Posteriormente, se estabilizara el sistema con una placa de osteosintesis de
1,2mm vy cuatro tornillos (TIT Profyle, Stryker Howmédica Ibérica S.L.)

(Figura 13 y 14). Seguidamente, se procede al cierre de la herida por
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planos, utilizando grapas estériles para la piel (Figura 15). Los animales
recibieron metamizol en su agua potable para el tratamiento del dolor en
los dias posteriores. Las ratas se alojaron durante 12 semanas en

condiciones y nutricion estandares.

Figura 10. Abordaje anterolateral, diseccion por planos.
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Figura 11. Corte en diéfisis femoral con sierra.

Figura 12. Marcado para cortar aloinjerto de 5mm.
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Figura 14. Placas de osteosintesis.
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Figura 15. Cierre por planos.

3.8 Estudio radiografico

Con el fin de realizar un seguimiento de los resultados, se procederad a
realizar  radiografias en un generador Philips 50/65/80, con las

caracteristicas radiologicas siguientes: 46 Kv, 4.0 MAS, 16.2 m.s.

Concretamente, y tras la operacion de implante, se tomaran radiografias a
intervalos de 4 semanas, hasta un total de 12 semanas, tiempo que se
considera suficiente para evaluar una posible regeneracion Osea en este

modelo animal (Tabla 2).
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Grupo 45 8S 12S
I X X X
I X X X
Il X X X
v X X X

Tabla 2.Calendario de Rx.

3.9 Protocolo postmortem

Tras 12 semanas de implantacion se sacrifican las ratas, procediéndose a

inyeccion mortal con pentotal sodico.

Se reseca el fémur de la rata y se desbrida de las partes blandas, y
seguidamente se fija en solucion Bouin Pasados unos dias con el
material fijado se extrae el material de osteosintesis y se descalcifica la
pieza mediante férmico (10%) y EDTA (20%) . Posteriormente se cubren
de parafina para poder realizar los cortes con microtomo. Los campos
se cortaran de forma longitudinal paralelos al eje longitudinal del fémur.

(Figura 16).
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Figura 16. Pieza femoral postmorten.

3.10 Tratamientos de datos y analisis estadistico

3.10.1 Tamafo muestral

Para el célculo del tamafio muestral se ha utilizado un procedimiento de
calculo de distribuciones binomiales : Binomial Power Calculations de
la Universidad de California, Los Angeles (UCLA) a través de su portal
de internet::http:/ebook.stat.ucla.edu/calcual.../b-2arcsine/b-2arscine-
samp.htlm.Se aceptd una potencia de 0.80 (probabilidad de aceptacion
de la hipdtesis alternativa siendo cierta) para distintos porcentajes de exito

del procedimiento experimental. (Tabla 3).
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Grupo | Potencia P (nivel de | N(para cada grupo
significacion) de comparacion)

0.25 0.8 0.05 8

Grupo Il

0.25 0.8 0.05 8

Grupo 11

0.25 0.8 0.05 8

Grupo IV

0.25 0.8 0.05 8

Tabla 3. Tamafio muestral para diferentes probabilidades de éxito del grupo experimental.

3.10.2. Analisis estadisticos de los datos.

Se realiz6 analisis descriptivo mediante distribucion de frecuencias. Se
compararon los grupos (I vs I, I vs I, 1 vs IV) segln variables de
formacién de hueso, consolidacion y tipo de consolidacion, mediante el
estadistico de Fisher, y estableciendo el nivel de significacion estadistica en

p<0,05.
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3.10.3 Interpretacion radiogréfica.

Se realizara una comparacion de los resultados del analisis de imagenes y
su relacion con el estandar de oro que sera la histologia. Se estimara la

validez de la radiografia en términos de Sensibilidad, Estabilidad.
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Capitulo 1V

4. RESULTADOS
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4.1 Caracterizacion de las células de médula 6sea

4.1.1 Cultivo celular adherente

Los cultivos primarios de MSCs procedentes de médula désea de rata se
muestran, atendiendo a su morfologia, generalmente homogéneos, con
forma estrellada, irregulares, cuando se observan en el microscopio de
contraste de fase. Tras 10 dias de cultivo, las células adquirieron un
fenotipo fibroblastico, con un gran citoplasma aplanado muy extendido, y

con un nucleo oval con prominentes nucléolos (Figura 17).

Figura 17. Cultivo primario adherente de MSCs. Fotomicrografias obtenidas  por
microscopia éptica de contraste de fase, tras 2 (A) y 10 (B) dias de cultivo. Barra: 200

um.

87



El analisis por citometria de flujo (FACS) del ciclo celular de estos cultivos
primarios, muestra que las celulas aisladas de MO se encuentran
mayoritariamente en fase activa de proliferacion; es decir, un 21.7 + 4.9%
en GO/G1l (preparacién y crecimiento celular), 73.2 + 55% en S
(replicacion del ADN), y 5.2 + 0.6% en G2/M (sintesis de organulos y

division celular) (Figura 18).

345

258

Eventos
N

86
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P

Figura 18. Analisis por FACS del ciclo celular mediante

tincién con ioduro de propidio.

Por su parte, la caracterizacion fenotipica de las mismas células evidencio
la expresion de receptores de superficie celulares tipicamente descritos para

las MSCs (Figura 19). Asi, dichas células resultaron negativas para los
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antigenos tipicamente hematopoyéticos CD34 y CDA45, ademéas de para
CD44 (0.05%+/-0.06). En cambio, mostraron positividad para los antigenos
CD29 (27.3%+/-24.3), CD73 (8.75%+/-11.27), CD105 (24.83%+/-20.16),
CD166 (29.07%23.21), el antigeno HLA-1 (24.31%+/-21.32) y Stro-1

(24.91+/-20.54).

2750 2750 2750
2062 2062 2062
1375-] 1375-| 1375
687-| 687-| 687
0 ‘ 0 ‘ 0 ; ;
10 10 102 10 10¢ 10 10 102 10 10¢ 10 10 102 108 10¢
CD29 CD34 CD44
2750 2750 2750
2062 2062- 2062
1375 1375-] 1375
N 687& 687\&
0 T T T 0 T T T 0 T T T
10 10 102 108 10¢ 10 100 102 103 10¢ 10 100 102 108 10¢
CD45 CD73 CD105
2750 2750 2750
2062 2062 2062
13754 1375-] 1375-]
687& 687\7& 687&
0 T T T ) T T T () T
10 10 102 108 10 10 100 102 10 10¢ 10 10 102 10 10
CD166 HLA-I Stro-1

Figura 19. Andlisis del perfil fenotipico celular mediante FACS en

cultivo adherente.
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Tras ser subcultivadas, estas células presentan un gran potencial de
expansion, ya que la primera fase de crecimiento rapido se ralentiza cuando
alcanzan el noveno pase. No obstante, existe cierta variabilidad que puede
deberse a varios determinantes, entre otros el procedimiento usado para la
obtencion de la médula e idiosincrasia propia del donante del que se toma

la MO.

4.1.2 Cultivo celular en gel de colageno (3D 6 TRAP)

Respecto a la caracterizacion fenotipica de las células capacitadas mediante
el TRAP, a dia 10 (PS) se observaron distintas poblaciones celulares, unas
con caracteristicas del linaje hematopoyético (CD34+ CD45+), otras del
mesenquimal (CD29+ CD105+ CD166+ CD271+ STRO-1+) y otras del
endotelial (CD34+ CD133+ pero CD45-). Estas células CD133+ son de
gran interés ya que pueden diferenciarse en células endoteliales maduras,
contribuyendo a la neovascularizacion, fundamental para el proceso de

reparacion 6sea (Figura 20).
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Figura 20. Analisis del perfil fenotipico celular mediante FACS en cultivo 3D a los 10

dias (PS).

Al comparar los cultivos del TRAP a dia 10 y 17 (PA-I), se hallaron ciertas
diferencias (Figura 21). La poblacion CD45+ disminuy6 con el tiempo. Lo
mismo se observé con la CD166+, lo que indica que al estar incluidas
dentro de una matriz tridimensional no necesitan una molécula de adhesion
como es el ALCAM. Por el contrario, se obtuvo un incremento en la
eexpresion de algunos marcadores de celulas mesenquimales como CD29,
CD271 y STRO-1. Ademéas se vio como la poblacién de precursores

endoteliales disminuy6 (CD34+ CD133+).
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Figura 21. Analisis del perfil fenotipico celular mediante FACS en cultivo 3D a los 17

dias (PA-).

El cultivo celular formo por una poblacion de células redondas pequerias
uniformemente distribuidas y embebidas en la matriz de colageno; el
namero de celulas decrecio drasticamente como consecuencia del periodo
de inanicion para los 10 primeros dias (Tabla 4). Una vez que se
restablecieron las condiciones normales de suero, las células seleccionadas
comenzaron a proliferar, ya sea en presencia o ausencia de rhTGF-p1-F2.
Sin embargo, el nimero de células cosechadas a partir de cultivos tratados
con rhTGF-B1-F2 en el dia 14 y 17 fue significativamente mayor (p <0,05
y P <0,01, respectivamente) en comparacion con los controles (ausencia de

factor de crecimiento exdgeno). En cultivos inducidos también con un
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pulso de rhBMP-2 a los 14 dias se obtuvieron ligeramente menor ndmero
de células, solo significativamente diferente en comparacidn con el grupo
control rhTGF-B1-F2-tratado ( p <0,05 en el dia 17). En relacién a la
expresion de FA, este enzima de premineralizacién comienza a expresarse
tras los primeros dias de amplificacion, aunque sus valores mayores se
obtienen al final del periodo de osteoinduccion, lo que también ocurre con
la expresion del enzima osteocalcina, tanto en el gel como en el medio de

cultivo sobrenadante.

DIAS DE CULTIVO

0 10 14 17

ADN (ng/mi) 1700 950 1450 1100
FA ND ND 520 1300
(nmol/min/ml/AND

ng/ml)

oC ND/ND ND/ND 0.51/0.62 1.22/0.88
(ng/  pg ADN)

gel/medio

Tabla 4. Comportamiento de ADN, FA y OC.ND (no se detecta).
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Bajo un microscopio Optico de contraste de fase, estas células cultivadas
con rhTGF-B1-F2 (en ausencia o presencia de rhBMP-2) muestran aumento
en tamafio, y se evidencia una formacién de colonias bien definidas al final
del periodo de induccion (Pl) (Figura 22). Ceélulas cultivadas bajo
condiciones de control (ausencia de factor de crecimiento) nunca formaron
colonias y el aspecto de los geles era de abundante muerte celular (datos no

mostrados).

CONTROL
TGF-B1-F2
TGF-B1-F2 + BMP-2

Figura 22 Cultivos 3D en gel de colageno. Micrografias obtenidas por microscopia
Optica de contraste de fase. Cultivos en ausencia del factor de crecimiento (a); cultivos
de células en presencia de rhTGF-f/-F2 durante 14 dias (PS y PA); y cultivos de
células en presencia de rhTGF 1-F2 durante 14 dias (PS y PA) y pulso de rhBMP-2

durante 3 dias (PI) (c)
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4.2 Implantes ectopicos

En relacion a la capacidad condro/osteogénicas de las células capacitadas
in vitro mediante el TRAP, tras las 4 semanas que durd el periodo de
implantacion ectdpica, se extrajeron las camaras y se procesaron para Su
estudio histologico, lo que nos permitio identificar la naturaleza del tejido
formado y diferenciar si se trataba de cartilago, hueso o ambos, e incluso en

qué estado de madurez se encontraban.

En las camaras de DBM, la imagen general muestra la formacion de
grandes placas de un tejido de caracteristicas similares al hueso trabecular
(Figura 23, A-F), que aparece vascularizado y con numerosas cavidades
que pudieran corresponder a MO. El estudio en detalle de la matriz ésea en
formacion, muestra numerosos osteoblastos estrechamente relacionados
con el hueso maduro (puntas de flecha en la Figura 23, E), que se
distinguen por ser células de mayor tamafio con un gran ndcleo y alineadas
en los bordes de las placas Osea en formacion. Esta misma imagen
visualizada con luz polarizada muestra una distribucion ordenada de las
fibras de colageno propia de un hueso maduro (Figura 23, F). La tincion
con el colorante azul de toluidina (Figura 23, B), que produce la
metacromasia en el tejido cartilaginoso, muestra la ausencia de restos de
proteoglucanos sulfatados, lo que puede indicar que el origen del hueso sea

intramembranoso.

95



El analisis inmunohistoquimico también revel6 la presencia de colageno
tipo I, con lo que se puede afirmar que se trata de tejido 6seo. Ademas, se
observan condensaciones de células muy inmunorreactivas bordeando el
hueso, que deben corresponder a los osteoblastos que estan sintetizando la

nueva matriz 6sea (puntas de flecha en la Figura 23, D).

Figura 23. Estudio histoldgico de los implantes con células del TRAP en camaras de
DBM a 4 semanas. Las técnicas utilizadas son picrosirio-hematoxilina en campo claro
(A, E) y con luz polarizada (F), azul de toluidina (B), tricrémico de Goldner (C), e
inmunohistoquimica frente al colageno | (D). Los asteriscos indican las paredes de la
camara. Las puntas de flecha marcan los osteoblastos. La aparicion de un tejido

trabecular a las 4 semanas es evidente. Barras: 100 um en (4-C, E, F), y 500 um en

(D).

96



Respecto a las camaras Dch, la Figura 24, B es un detalle de la zona 1
(picrosirio-hematoxilina) tefiida con tricromico de Goldner, que permite
comprobar el grado de madurez del tejido. Esta misma zona presenta poca
afinidad por el azul de toluidina (Figura 24, C), lo que nos indica que se

trata de matriz désea.

En cambio, aparecen implantes donde puede apreciarse la formacion de
distintos tipos de condensaciones tisulares, localizadas cerca de los filtros
(asteriscos) y rodeadas de tejido fibroso (Figura 24, D). La Figura 24, E es
un detalle de la zona 2, que presenta gran afinidad por el azul alciano y el
azul de toluidina, y es inmunorreactiva frente al colageno tipo Il (Figura
24, F-G). En cambio, la zona 3 de la Figura 24, D se corresponde con uno
de los nodulos que se han formado en el interior de la camara, y que
presentan las caracteristicas morfologicas de un tejido 6seo de madurez
intermedia, donde aln se aprecian restos de tejido cartilaginoso (Figura 24,
H-1). En la Figura 24, J-L también se observa como el tejido 6seo se forma
en contacto con el filtro, mientras que el cartilago se sitla hacia el interior
de la cdmara. Probablemente, esto debe estar relacionado con la situacion

nutricional de las diferentes regiones de la camara.

La tincion con von Kossa muestra como esa region del implante que es
inmunorreactiva frente al colageno tipo | (Figura 24, L) se encuentra

intensamente calcificada (Figura 24, J).
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Figura 24. Estudio histolégico de los implantes con células del TRAP y pulso de
rhBMP-2 en camaras de difusion a 4 semanas. Las técnicas utilizadas son picrosirio-
hematoxilina en campo claro (A, D, H), azul de toluidina (C, F, K), azul alciano (E),
tricromico de Goldner (B, 1), von Kossa (J), e inmunohistoquimicas frente al colageno |
(L) y colageno Il (G). Los asteriscos indican los filtros de las paredes de la camara. La
aparicion de un tejido 6seo y cartilaginoso hialino a las 4 semanas es evidente. Barras:

100 um en (B, C, E-I), y 500 um en (4, D).
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4.3 Implantes femorales

El procedimiento quirdrgico bajo anestesia general fue llevado a cabo sin
complicaciones, ni fallecimientos en las cirugias o durante el periodo de
estudio. Durante el seguimiento en las doce semanas siguientes, como
complicacion tuvimos una fractura de fémur abierta, donde uno de los

segmentos de la fractura perforo la piel.

Grupo |

En el grupo I, donde se implanta el aloinjerto en la diafisis femoral derecha

de 8 ratas, a nivel radiogréafico a las 12 semanas, se observa una buena

integracion del implante (Figura 25).

Figura 25. Estudio radiografico a las 12 semanas del implante femoral, con

autoinjerto y estabilizacion mediante placa de osteosintesis y 4 tornillos.
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Como muestran los controles radioldgicos, se observa una buena
evolucion radiografica del aloinjerto. Este hecho, que indicaria una fusion
del aloinjerto con el hueso receptor, se confirma con la histologia, donde,
observamos una buena fusidén entre el aloinjerto y el hueso receptor,
marcado por una linea cementante bien definida. Las lagunas osteociticas

del hueso implantado se encuentran vacias (Figura 26).

Figura 26. Estudio histologico a las 12 semanas del implante femoral con
autoinjerto. Se observa la linea cementante (aloinjerto en el margen inferior

izquierdo). Tincion con hematoxilina-eosina (x300).
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A nivel histoldgico, el segmento consolidado aporta un frente de abundante
cartilago hialino maduro, con buena integracion e imbricacion en el hueso
receptor, asi como una matriz osteoide neoformada. En el frente con
aportacion de cartilago fibroso, se observa remodelacion osteoclastica
(Figura 27). Se observan perfiles de grupos isdégenos que indican la
reciente formacién del tejido y, por el contrario, no aparece cartilago

hipertréfico. Esta region, mas distal, corresponderia al frente no fusionado.

Figura 27. Estudio histolégico a las 12 semanas del implante femoral con
autoinjerto. Se observa abundante formacion de cartilago hialino y matriz osteoide
(imagen derecha es detalle de la izquierda). Tincién con hematoxilina-eosin(x150,
x200, respectivamente).
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Apoyandonos en las evidencias que nos ofrecen, por un lado, la tincion con
picrosirio-hematoxilina para colageno, con la que se evidencia el cartilago
hialino formado (colageno I1) y el hueso receptor (colageno I; rojo claro
equivale a hueso maduro, y rojo intenso a osteoide por remodelacion del
anterior), y por otro, la tincion con tricrémico de Goldner, que marca de
azul intenso las fibras colagénicas del hueso maduro (y de manera palida
las fibras colagénicas del cartilago), podemos determinar la presencia de
abundantes frentes de remodelacion Osea, apoyados por alta actividad

celular en la zona (Figura 28).

Figura 28. Estudio histologico a las 12 semanas del implante femoral con autoinjerto.
Se observa abundante formacion de cartilago hialino y tejido 6seo en distinto grado de
maduracion, rodeando lagunas medulares. Tincidn con picrosirio-hematoxilina

(izquierda, x150), y tricromico de Goldner (derecha, x200).
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Grupo Il

En el grupo 11, donde se implanta un bloque de HA Prosteon Implant 500R,
de 500 micras de tamafio de poro, en la diafisis femoral derecha de 8 ratas,
a nivel radiografico a las 12 semanas, se observa rotura de todas las placas

de osteosintesis (Figura 29).

En las imagenes histologicas se observa ausencia de cartilago o hueso en
torno a los orificios de la HA, en todos los explantes rescatados, asi como
abundante tejido fibroso medianamente organizado ocupando el interior de

todos los implantes (Figura 30).

Figura 29. Estudio radiografico a las 12 semanas del implante femoral con

HA y estabilizacion mediante placa de osteosintesis y 4 tornillos. La placa

aparece rota. x12
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Figura 30. Estudio histoldgico a las 12 semanas del implante femoral  con
blogue de HA abundante tejido fibroso. Tincion con HE  (izquierda, x100) y
PS-H (derecha, x100).

Figura 31. Estudio histolégico a las 12 semanas del implante femoral con
bloque de HA. Se observa la zona de no union-hueso receptor, y tejido fibroso
formado en ese frente. Tincion con HE (izquierda, x200 y derecha, x300).
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Apoyandonos en las evidencias que nos ofrece el estudio histolégico con
las tinciones de HE y PS-H, donde s6lo encontramos tejido fibroso (Figura
31), podemos determinar la nula capacidad osteoinductiva de las

condiciones tisulares que rodean al blogue de HA sin células.

Grupo 111

En el grupo 11l se implantan 8 bloques de HA, con 2,4 millones de MSCs
cada uno, procedentes de un cultivo primario en el paso 1 (p+1) (Figura
33), de MO de rata hermana consanguinea de primera generacion, en la

diafisis femoral derecha de 8 ratas.

A nivel radiografico, a las 12 semanas observamos la rotura de todas las

placas de osteosintesis (Figura 32).

A pesar de ello, los resultados histologicos muestran una Optima
integracion del implante en uno de los dos frentes de la reseccion, asi como
una excelente ocupacion del blogque de HA por cartilago hialino (Figura
34), y matriz osteoide en torno a los poros (Figura 35). Se muestra una
remodelacién oOsea en el frente fusionado siguiendo un patrén de
osificacion endocondral, tomando como molde el cartilago hialino

previamente originado.
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Figura 32. Estudio radiografico a las 12 semanas del implante femoral con
HA+MSCs, y estabilizacion mediante placa de osteosintesis y 4  tornillos. La

placa aparece fracturada. x12.

Figura 33. | Cultivo primario de MSCs en pase (p+1) a una semiconfluencia del
30% (izquierda) y 95% (derecha). Este estado del cultivo es el utilizado para el

implante femoral. x400.
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Apoyandonos en las evidencias que nos ofrecen, por un lado, la tincion con
azul alciano, donde se evidencia el cartilago (Figura 34) y, por otro, la
tincion con tricromico de Goldner (Figura 35), que marca de azul intenso
las fibras colagénicas del cartilago, y de rojo el hueso neoformado,
podemos afirmar que la adicion de MSCs en cultivo primario, es una
condicion apropiada de para formar hueso maduro, ocupando el interior de

los bloques de HA.

Figura 34. Estudio histologico a las 12 semanas del implante femoral con bloque
de HA+MSCs. Es notable la abundante formacion de cartilago  hialino en
amplios espacios dejados por los poros del biomaterial. Tincion con TG
(izquierda, x150) y AA (derecha, x 200).
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Figura 35. Estudio histologico a las 12 semanas del implante femoral con blogque de
HA+MSCs. El tejido formado en el interior de los poros del biomaterial tiene
caracteristicas evidentes de cartilago hialino (azul), con abundantes condrocitos
homogéneamente distribuidos. En los margenes de este tejido, se forma matriz osteoide
(rojo). Tincion con AA (izquierda, x300) y TG (derecha, x300).

Grupo IV

En el grupo IV, se implantan 8 bloques de HA, con 2,4 millones de células
cada uno, procedentes de la capacitacion hacia el linaje osteogénico llevado
a cabo en el TRAP (Figura 33), en la diafisis femoral derecha de 8 ratas. En
este grupo los cultivos fueron tratados con un pulso de rh-BMP2 para

favorecer la osteoinduccion.
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A nivel radiografico a las 12 semanas, observamos que los implantes
soportaron la fatiga mecanica sin rotura de material, aunque no se obtienen
imagenes de verdadera consolidacién en ninguno de los tratamientos a las

12 semanas (Figura 36).

Desde el punto de vista histologico, todos los implantes se comportaron de
manera homogénea, generando abundante tejido condroide con nucleos de
osteoinduccion, alta celularidad y presencia regular de fibras de colageno

I, como evidencian las tinciones de HE (Figura 37) y TG (Figuras 38 y 39).

Figura 36. Estudio radiografico a las 12 semanas del implante femoral con
HA+MSCs capacitadas mediante el TRAP, y estabilizacion mediante placa de
osteosintesis y 4 tornillos. Se observa consolidacion en el lado medial de la unién HA-

hueso receptor del huésped, y no consolidacion en el lado lateral. x12.
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Figura 37. Estudio histoldgico a las 12 semanas del implante femoral ~ con
bloque de HA+MSCs capacitadas mediante el TRAP. El tejido  formado en
el interior de los poros del biomaterial tiene caracteristicas evidentes de
hueso, tanto en forma de osteoide (rosa intenso) como de matrix madura (rosa
claro), entorno a lagunas medulares, con abundantes osteoblastos/osteoides
homogéneamente distribuidos. Tincion con HE. x250.

Figura 38. Estudio histologico a las 12 semanas del implante femoral con bloque
de HA+MSCs capacitadas mediante el TRAP. Se observa abundante tejido
condroide con nucleos de osteoinduccion que originan espiculas 6seas (hueso

neoformado).Tincion con TG. x200.
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Figura 39. Estudio histol6gico a las 12 semanas del implante femoral con bloque
de HA+MSCs capacitadas mediante el TRAP. Se observan, en detalle de la
Figura 38, las espiculas dseas (hueso neoformado en rojo), fibras colagénicas
propias y de tejido fibroso circundante, asi como abundante celularidad.
Tincién con TG. x300.

Figura 40. Estudio histologico a las 12 semanas del implante femoral con bloque
de HA+MSCs capacitadas mediante el TRAP. Se observa el tejido 0seo
neoformado con matriz madura (rojo claro) flanqueada por evidentes lineas
cementantes, asi como laminas de osteoide (rojo intenso) con osteocitos

atrapados. Tincion con TG. x200.
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Tras el estudio histoldgico de todos los implantes rescatados, se evidencia,
por un lado, con la tincién de HE, la gran cantidad de fibras de colageno
que se desarrollan de forma ordenada; y, por otro lado, con la tincion de
TG (Figura 35), que marca de azul el tejido cartilaginoso, y de rojo el
hueso neoformado, podemos afirmar que la adicion de MSCs, capacitadas
con rhTGF-B1-F2, rhBMP-2, dex y B-GP en un cultivo celular 3D con gel
de colageno, posibilita la formacion de hueso maduro infiltrado en los
bloques de HA, con suficiente cantidad para soportar a su traves las cargas
mecanicas en este modelo de reseccion segmentaria 6sea femoral,
estabilizada con una placa de osteosintesis de 1.2 mm, dado que no se ha

producido rotura de placas.
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4.4 Estadistica

Plan estadistico:

Se realiz6 andlisis descriptivo mediante distribucion de frecuencias. Se
compararon los grupos (I vs 11, 1 vs 111, I vs V) segun variables de
formacién de hueso, consolidacién y tipo de consolidacién, mediante el
estadistico de Fisher, y estableciendo el nivel de significacion estadistica en
p<0,05.

ESTADISTICA DESCRIPTIVA - 4 GRUPOS

Estadisticos

Grupo
. Validos 32
Perdidos 0
Grupo
Porcentaje Porcentaje
Frecuencia = Porcentaje valido acumulado
Aloinjerto 8 25,0 25,0 25,0
Hidroxiapatita 8 25,0 25,0 50,0
Hidroxiapatita +
Validos | Cultivo primario 8 250 25,0 5.0
Hidroxiapatita+cultivo 8 250 250 100,0
en trap
Total 32 100,0 100,0
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Tablas de contingencia

Resumen del procesamiento de los casos

Casos
Validos Perdidos Total
N Porcentaje N Porcentaje N Porcentaje
< ==
SISO TR 32 100,0% 0 0% 32 100,0%
ueso
Grupo * Consolidacion 32 100,0% 0 ,0% 32 100,0%
*
Cirllge ™ iz 16 50,0% 16 50,0% 32 100,0%
consolidacion
Tabla de contingencia Grupo * Formacion hueso
Formacion hueso
No Si Total
o Recuento 0 8 8
Aloinjerto
% de Grupo ,0% 100,0% 100,0%
) . ) Recuento 8 0 8
Hidroxiapatita
% de Grupo | 100,0% ,0% 100,0%
Grupo
Hidroxiapatita + Recuento 0 8 8
Cultivo primario % de Grupo 0% 100,0% 100,0%
Hidroxiapatita+cultivo Recuento 0 8 8
en trap % de Grupo ,0% 100,0% 100,0%
Recuento 8 24 32
Total
% de Grupo | 25,0%  75,0% 100,0%
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Tabla de contingencia Grupo * Consolidacién

Consolidacion

Si Total
o Recuento 0 8 8
Aloinjerto
% de Grupo ,0% 100,0% 100,0%
) ) ) Recuento 8 0 8
Hidroxiapatita
% de Grupo | 100,0% ,0% | 100,0%
Grupo
Hidroxiapatita + Recuento 8 0 8
Cultivo primario % de Grupo | 100,0% ,0%  100,0%
Hidroxiapatita+cultivo ~Recuento 0 8 8
en trap % de Grupo ,0% 100,0% 100,0%
Recuento 16 16 32
Total
% de Grupo | 50,000 50,0% 100,0%
Tabla de contingencia Grupo * Tipo consolidacion
Tipo
consolidacién
Parcial = Total Total
o Recuento 0 8 8
Aloinjerto
% de Grupo ,0% 100,0% 100,0%
Grupo ~ Recuento 8 0 8
Hidroxiapatita+cultivo
en trap % de Grupo | 100,0% ,0% 100,0%
Recuento 8 8 16
Total
% de Grupo 50,090  50,0% 100,0%
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COMPARACION GRUPO 1 VS GRUPO I

Tablas de contingencia

Resumen del procesamiento de los casos

Casos
Validos Perdidos Total
N Porcentaje N Porcentaje Porcentaje
< =7
IO T 16 100,0% 0 0% 16 100,0%
ueso
Grupo * Consolidacion 16 100,0% 0 ,0% 16 100,0%
*
Cirllge ™ iz 8 50,0% 8 50,0% 16 100,0%
consolidacion
Grupo * Formacion hueso
Tabla de contingencia
Formacion hueso
No Si Total
‘ o Recuento 0 8 8
Aloinjerto
| % de Grupo 0% 100,0% 100,0%
Grupo
‘ Hidroxiapatit Recuento 8 0 8
a % de Grupo | 100,0% 0% 100,0%
Recuento 8 8 16
Total
% de Grupo | 50,0%  50,0% 100,0%
Pruebas de chi-cuadrado
Sig. asintdtica = Sig. exacta = Sig. exacta
Valor gl (bilateral) (bilateral) | (unilateral)
Chi-cuadrado de 16,000( 1 000
Pearson b)
Correccion por
continuidad(a) 12,250 1 000
Razon de verosimilitudes | 22,181 1 ,000
E_stadlstlco exacto de 000
Fisher
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Asociacion lineal por
lineal 15,000 1 ,000
N de casos validos 16

a Calculado sélo para una tabla de 2x2.

b 4 casillas (100,0%) tienen una frecuencia esperada inferior a 5. La frecuencia minima esperada es 4,00.

Nota: Existen diferencias en la formacidén de hueso entre grupo I vs II

Grupo * Consolidacion

Tabla de contingencia

Consolidacion
No Si Total

‘ Aloinjerto Recuento 0 8 8

Grupo ‘ % de Grupo ,0% 100,0% 100,0%
‘ Hidroxiapatit Recuento 8 0 8

‘ a % de Grupo | 100,0% ,0% | 100,0%

Total Recuento 8 8 16
% de Grupo | 50,00  50,0% 100,0%

Pruebas de chi-cuadrado

Sig. asintética = Sig. exacta =~ Sig. exacta

Valor ol (bilateral) (bilateral) = (unilateral)
Chi-cuadrado de 16,000( 1 000
Pearson b)
Correccion por
continuidad(a) 12,250 1 000
Razon de verosimilitudes | 22,181 1 ,000

Estadistico exacto de
Fisher

Asociacién lineal por
lineal

15,000 1

,000

N de casos validos

16

a Calculado sélo para una tabla de 2x2.

b 4 casillas (100,0%) tienen una frecuencia esperada inferior a 5. La frecuencia minima esperada es 4,00.

Nota: Existen diferencias en la consolidacioén de hueso entre grupo I vs II
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Grupo * Tipo consolidacion

Tabla de contingencia

Tipo
consolidacion
Total Total
‘ o Recuento 8 8
Grupo Aloinjerto
| % de Grupo 100,0% 100,0%
Recuento 8 8
Total
% de Grupo 100,0% 100,0%

Pruebas de chi-cuadrado

Valor

Chi-cuadrado de (@)
Pearson '

Correccion por
continuidad

Razon de verosimilitudes

Asociacién lineal por
lineal

N de casos validos 8
a No se calculara ningin estadistico porque Grupo y Tipo consolidacion son constantes.

COMPARACION GRUPO 1 VS GRUPO 1lI

Resumen del procesamiento de los casos

Casos
Validos Perdidos Total
N Porcentaje N Porcentaje N Porcentaje

s =
ﬁ“‘po PRI 16 100,0% 0 0% 16 100,0%
ueso
Grupo * Consolidacion 16 100,0% 0 ,0% 16 100,0%

p—
Grupo * Tipo 8 50,0% 8 50,0% 16 100,0%
consolidacion
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Grupo * Formacion hueso

Tabla de contingencia

Formacion
hueso
Si Total
o Recuento 8 8
Aloinjerto
% de Grupo 100,0% 100,0%
Grupo Recuento 8 8
Hidroxiapatita +
Cultivo primario o4 de Grupo 100,0%  100,0%
Recuento 16 16
Total
% de Grupo 100,0% 100,0%

Pruebas de chi-cuadrado

Valor

Chi-cuadrado de @)
Pearson )

Correccion por
continuidad

Razén de verosimilitudes

Asociacién lineal por
lineal

N de casos validos 16
a No se calculara ningun estadistico porque Formacion hueso es una constante.

119



Grupo * Consolidacion

Tabla de contingencia

Consolidacion

No Si Total
o Recuento 0 8 8
Aloinjerto
% de Grupo ,0% 100,09% 100,0%
Grupo Recuento 8 0 8
Hidroxiapatita +
Cultivo primario o4 de Grupo | 100,0% ,0% 100,0%
Recuento 8 8 16
Total
% de Grupo | 50,0%  50,0% 100,0%

Pruebas de chi-cuadrado

Sig. asintética = Sig. exacta = Sig. exacta

Valor ol (bilateral) (bilateral) = (unilateral)
Chi-cuadrado de 16,000(
,000
Pearson b)
Correccion por
continuidad(a) 12,250 000
Razon de verosimilitudes | 22,181 ,000
E_stadlstlco exacto de - 000
Fisher
Asociacion lineal por 15,000 000
lineal
N de casos validos 16

a Calculado sélo para una tabla de 2x2.

b 4 casillas (100,0%) tienen una frecuencia esperada inferior a 5. La frecuencia minima esperada es 4,00.

Nota: Existen diferencias en la consolidacién del hueso entre el grupo I y el

grupo III
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Grupo * Tipo consolidacion

Tabla de contingencia

Tipo
consolidacion
Total Total
‘ o Recuento 8 8
Grupo Aloinjerto
| % de Grupo 100,0% 100,0%
Recuento 8 8
Total
% de Grupo 100,0% 100,0%

Pruebas de chi-cuadrado

Valor

Chi-cuadrado de
Pearson (a)

Correccion por
continuidad

Razén de verosimilitudes

Asociacién lineal por
lineal

N de casos validos 8
a No se calculard ningin estadistico porque Grupo y Tipo consolidacion son constantes.
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COMPARACION GRUPO 1 VS GRUPO IV

Resumen del procesamiento de los casos

Casos
Validos Perdidos Total
N Porcentaje N Porcentaje N Porcentaje
< =7
IS RO 16 100,0% 0 0% 16 100,0%
ueso
Grupo * Consolidacion 16 100,0% 0 ,0% 16 100,0%
*
Sil]ze = 118 16 100,0% 0 0% 16 100,0%
consolidacién
Grupo * Formacion hueso
Tabla de contingencia
Formacion
hueso
Si Total
o Recuento 8 8
Aloinjerto
% de Grupo 100,0% 100,0%
Grupo - ] Recuento 8 8
Hidroxiapatita+cultivo
en trap % de Grupo 100,0% 100,0%
Recuento 16 16
Total
% de Grupo 100,0% 100,0%

Pruebas de chi-cuadrado

Valor

Chi-cuadrado de @)
Pearson '

Correccion por
continuidad

Razén de verosimilitudes

Asociacién lineal por
lineal

N de casos validos 16
a No se calculara ningun estadistico porque Formacion hueso es una constante.
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Grupo * Consolidacion

Tabla de contingencia

 Consolidacion
Si Total
o Recuento 8 8
Aloinjerto
% de Grupo 100,0% 100,0%
Grupo ~ Recuento 8 8
Hidroxiapatita+cultivo
en trap % de Grupo 100,0% 100,0%
Recuento 16 16
Total
% de Grupo 100,0% 100,0%

Pruebas de chi-cuadrado

Valor

Chi-cuadrado de
Pearson

Correccion por
continuidad

Razoén de verosimilitudes

Asociacién lineal por
lineal

N de casos validos

(@)

16

a No se calculara ningin estadistico porque Consolidacion es una constante.

Grupo * Tipo consolidacion

Tabla de contingencia

Tipo
consolidacién
Parcial = Total Total
o Recuento 0 8
Aloinjerto
% de Grupo ,0% 100,0% 100,0%
Grupo ~ Recuento 8 0
Hidroxiapatita+cultivo
en trap % de Grupo | 100,0% ,0% 100,0%
Total Recuento 8 8
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% de Grupo 50,0%  50,0% 100,0%

Pruebas de chi-cuadrado

Sig. asintética = Sig. exacta = Sig. exacta
Valor al (bilateral) (bilateral) = (unilateral)
Chi-cuadrado de 16,000(
Pearson b) 1 ,000
Correccion por
continuidad(a) 12,250 ! ,000
Razén de verosimilitudes | 22,181 1 ,000
E_stadlstlco exacto de 000
Fisher
ié_\somacmn lineal por 15,000 1 000
ineal
N de casos validos 16

a Calculado sélo para una tabla de 2x2.
b 4 casillas (100,0%) tienen una frecuencia esperada inferior a 5. La frecuencia minima esperada es 4,00.

Nota: Existen diferencias significativas entre el grupo I vs IV segun el tipo
de consolidaciodn
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Capitulo V

5. DISCUSION
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En nuestra practica clinica diaria en un Servicio de Traumatologia el
autoinjerto 0seo es imprescindible, por distintas patologias como
pseudoartrosis, revisiones de cadera y rodillas, patologia tumoral, déficit
6seos en fracturas abiertas de huesos largos. En la literatura se
publican diariamente sus resultados y siguen siendo el gold standard

en la actualidad.

La incorporacion de los injertos es un proceso largo, que incluye diferentes
etapas complejas de interaccion con el huésped. Los autoinjertos
generalmente se integran de forma completa y mas rapidamente que los
aloinjertos. Sin embargo, debido a que la cantidad de autoinjertos es
limitada y que su extraccion conlleva morbilidad, los aloinjertos son cada

vez mas utilizados.

Los aloinjertos pueden pasar por periodos muy prolongados de
remodelacion activa, dependiendo de su porosidad, hasta lograr una
incorporacion definitiva al huésped. Por esta razon, la funcion que se
espera que desempefien indica la clase de injerto que se debe utilizar
(Einhorn y cols., 1998).

La actividad bioldgica de los injertos en los sitios a donde son trasplantados

incluye al menos dos procesos: osteoinduccion y osteoconduccion.

La osteoinduccion se refiere al potencial de los injertos de estimular la
formacién de hueso nuevo. Esto se produce gracias a la presencia de
proteinas morfogenéticas del hueso (BMPs) presentes en las células, pero
sobre todo en las matrices de los injertos. Los autoinjertos tienen un
potencial muy grande de estimulo, pues muchas de sus células se
mantienen vivas en el proceso del trasplante. Los aloinjertos, por supuesto

tienen un potencial menor, pues no tienen células vivas, sin embargo,
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proteinas como las BMPs permanecen en el injerto y conservan una

capacidad leve de induccion (Friedlaender y cols., 1987).

La osteoconduccion es una caracteristica que tienen todos los injertos. Se
presenta gracias a que los injertos proporcionan un matriz tridimensional
que es invadida por capilares del huésped, tejido perivascular y células
osteoprogenitoras. EI mejor sustitutivo 6seo es el hueso mismo, ya sea
proveniente del propio paciente, como en el caso del autoinjerto 0seo, 0
bien obtenido de un donante, como cuando se emplea un aloinjerto 6seo
(Albrektsson y cols., 2001).

Como quiera que fuere, los eventos bioldgicos que ocurren entre el injerto

y el huésped son:

1. Formacion de hematoma con liberacion de citoquinas y factores de

crecimiento.

2. Inflamacién, migracion y proliferacion de células mesenquimales y

crecimiento de tejido fibrovascular alrededor del injerto.

3. Invasion de vasos capilares dentro del injerto, frecuentemente utilizando

los ya existentes canales haversianos o de Volkman.
4. Reabsorcion osteoclastica focal de las superficies del injerto.
5. Osificacion intramembranosa o encondral en las superficies del injerto.

De los factores mencionados anteriormente la reaccion inflamatoria en el
sitio de implantacion es la mas importante. Como en cualquier respuesta
inflamatoria reparadora, las plaquetas se adhieren rdpidamente a las
superficies de la herida, se degranulan y liberan amplia variedad de factores
de crecimiento incluyendo, como las BMPs FGF-2, PDGF, 6 TGF-p,
dentro de la malla de fibrina formada por la coagulacién de la sangre y el

liquido extracelular. De igual manera neutrofilos, linfocitos y monocitos
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son atraidos al sitio inflamado y migran dentro del hematoma organizado.
Los neutrofilos particularmente liberan quininas y prostaglandinas que son
angiogénicas de manera que el tejido de granulacion resultante esté
compuesto de pequefios capilares y tejido fibroso edematoso rico en

citoquinas y factores de crecimiento (Finkemeier 2002).

Las condiciones mecéanicas que rodean al injerto también tienen un efecto
profundo en la vascularizacion y diferenciacion celular, de tal manera que
si el injerto no logra una estabilidad mecanica adecuada, es probable que se
desarrolle tejido de granulacion y fibrosis en la interfase entre el injerto y el

receptor.

Maés de 200.000 casos de aloinjertos se usan cada afio en los EE.UU (Khan
y cols., 2005). La falta de morbilidad del sitio donante, el éxito general de
los resultados y la disminucion de los tiempos quirdrgicos hacen del
aloinjerto una alternativa atractiva al autoinjerto. Sin embargo, los altos
costos y riesgos tales como la transmision viral hacen del aloinjerto un
sustituto imperfecto. El riesgo de transmision viral asociada es para la
hepatitis B una entre 63.000 pacientes, para la hepatitis C es una entre

100.000 y para el VIH es menos de uno entre un millon (Laurencin., 2003).

En este estudio Lamberton y cols., en 2011 publica sus resultados sobre
revision de caderas con uso del aloinjerto, entre 1987 y 1999, se operan
540 casos de revision de artroplastias totales de cadera en 487 pacientes, se
realizan mediante impactacion femoral del injerto con un véastago femoral
cementado. Todos los pacientes fueron seguidos prospectivamente durante
2 a 15 afios después de la operacion sin pérdidas en el seguimiento. Un
total de 494 caderas se mantuvo con éxito in situ a un promedio de 6,7
anos. La tasa de supervivencia a 10 afios fue del 98,0% (intervalo de

confianza del 95%, 96,2-99,8) con aflojamiento aséptico como el punto
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final y el 84,2% (intervalo de confianza del 95%, 78,5-89,9) de reoperacion

por cualquier otra razon.

De Paolis y cols., 2013, escribe como entre 1999 y 2012, 45 pacientes
fueron sometidos a resecciones pélvicas para tumores 0seo0s
periacetabulares seguido de la reconstruccion con protesis de copa del
vastago, en 33 casos, este implante se asocio con aloinjerto 6seo masivo,
con protesis de vastago iliaca compuesto: vastago de la protesis copa
combinado con aloinjerto. El seguimiento minimo requerido para evaluar el
resultado funcional fue de 2 afios. La osteotomia iliaca se fusiond en todos
los casos a los 10 meses de la cirugia, con un caso de pseudoartrosis
frecuente del anillo pélvico anterior que no ha afectado a la estabilidad del

implante.

En 2015 Beckmanny cols., realiza una revision sistematica del uso del
aloinjertos 0seos en pacientes operados de artroplastia total de rodilla
de revision. Hubo un total de 551 aloinjertos utilizados en 476 artroplastias
de revision descritos en 17 articulos. En 75 de estas artroplastias, los
aloinjertos  fueron colocados en ambos fémures y tibias; en 195
artroplastias, se colocaron sélo en la tibia y en 132 solo en el fémur. En 74
casos no se ha especificado la ubicacion del aloinjerto. El periodo de
seguimiento medio fue de 70,8 meses (5,9 afios). La edad media de estos
pacientes en el momento de la cirugia de revision fue 67,9 afos. En estos
pacientes la tasa de fracaso del aloinjerto que obligaron a la reintervencion
por aflojamiento o fractura del injerto fue del 6,5%; la reoperacion, debido
al aflojamiento de la protesis fue del 3,4% Yy debido a la infeccién fue de
55%. En conjunto una tasa baja de complicaciones con un buen

comportamiento del aloinjerto.

Proponemos la terapia celular como alternativa a la utilizacion de
aloinjertos, uno de los problemas que presenta la utilizacion experimental y
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clinica de la terapia celular autéloga, es la necesidad de disponer de un

transportador adecuado para las las células.

Entre los materiales de mayor interés para reconstruir defectos éseos se
encuentran los biomateriales ceramicos, debido a sus reconocidas
propiedades  osteoconductiva,  biocompatibilidad, capacidad de
biodegradacién, disponibilidad cuantitativa ilimitada, y condiciones
apropiadas para ser empleados como moldes para la ingenieria de tejidos.

A este grupo pertenece la hidroxiapatita (HA) coralina (Roy vy cols., 1974).

La HA coralina es un biomaterial poroso que se obtiene a partir de corales
marinos, en los que por un proceso de intercambio hidrotermal, el
carbonato calcico de sus esqueletos es transformado en fosfato de calcio.
Para su empleo clinico se dispone de una presentacion que se obtiene de
especies del género Porites porites, que tiene un tamafio de poros entre 190
y 230 um y que ofrece un disefio adecuado para matrices de reconstruccion
del hueso cortical y otra que se consigue de la duplicacion de Porites
goniopora que presenta poros de 500 pum y que se reserva para la
sustitucion del hueso esponjoso. La HA coralina es una de las ceramicas de
fosfato de calcio menos solubles y se reabsorbe lentamente. Se presenta
preformada en granulos o bloques, por lo que puede tener dificultades de
adaptacion a los defectos 0seos. En este trabajo, dado nuestro modelo
biomecanico, necesitamos un transportador rigido para rellenar el defecto

0seo de 5mm.

La HA se ha probado con eficacia en un modelo subcutaneo en ratas
(Ohgushi y cols., 1999). Las células de medula ésea (MO) se recogen de
femur de rata y se cultivan en medio esencial minimo suplementado con
FBS al 15%. Los discos de HA se impregnan en la suspension de células y
se cultivan adicionalmente en el mismo medio con B-glicerofosfato (B-GP),
acido ascorbico (AA) y dexametasona (dex) durante 14 dias y
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posteriormente se implantan. A las ocho semanas todos los discos de HA
muestran formacién de hueso en el interior de las areas de los poros, como
demuestran los cortes histoldgicos descalcificados y la microtomografia. La
combinacion de células mesenquimales (MSCs) e HA podria ser utilizado
como un excelente sustituto de injerto 6seo debido a sus propiedades

mecanicas y la capacidad de formacion de hueso (Nishikawa y cols., 2004).

Glatt y cols.,, en 2012, describen un modelo murino de reseccidon
segmentaria del fémur, usan como transportador una esponja de colageno
para ocupar el defecto con el implante de 11 gr de rhBMP-2, se estabiliza
la reseccion 0sea con una osteosintesis con fijacion externa con distintos
grados de rigidez, baja , media y gran rigidez del montaje. El grupo
control consiste en esponja de coldgeno sin de rhBMP-2. Donde mas
hueso se produce es en el grupo de la fijacion externa de baja rigidez con
rhBMP-2.

Liu y cols.,, 2013, usan como trasportador un composite de
nanohidroxiapatita, colageno y sulfato calcico. Se implanta el constructo
junto con rhBMP-2 en un defecto critico en el condilo femoral de un
conejo. Los resultados radiologicos y tinciones histologicas indican que se
produce mas hueso nuevo en el grupo del rhBMP-2. Los resultados
sugieren ser un modelo prometedor para la formacion y reparacion hueso

en la Ingenieria de Tejidos.

En nuestro estudio se usa un modelo de reseccidén segmentaria en femur
de rata, con un defecto de 5 mm, que se ha demostrado ser un defecto
critico y no consolida espontaneamente ( Mehta vy cols., 2011). Se
describen mdaltiples modelos de reseccidén segmentaria para implantar

células como factores de crecimiento.
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Warzecha y cols, 2013 utiliza el mismo modelo de reseccidn segmentaria
en fémur con placa de osetosintesis de 1.0 mm, en este caso de otro
fabricante Synthes con tomillos de 1.3 mm para el estudio de la
osificacion, utiliza como andamiaje el trifosfato célcico y como
osteoinductor la BMP 2, obtiene un buen modelo biomecanico para el

estudio.

Se describen varios métodos de fijacion para estabilizar un defecto 6seo
en el fémur de la rata, son métodos que se usan habitualmente en la
practica clinica de la traumatologia en el tratamiento de la fracturas
de los pacientes, como las placa de osteosintesis, enclavamiento
endomedulares y fijacion externa. La fijacion endomedular con agujas
carece de mecanismo de blogueo para evitar el movimiento
interfragmentario que provoca la reduccion o disminucion de la longitud
del defecto 6seo. La fijacion con placa de osteosintesis si mantiene la
estabilidad y la longitud del defecto durante todo el seguimiento de las
ratas, sin embargo no se fabrican placas para estudios experimentales en
ratas especificamente, y hay que usarlas de las que implantamos en la
practica clinica habitual traumatologica. Ademas para el uso de placa de
osteosintesis se precisa un entrenamiento previo importante por la

dificultad de su manejo.

Cabe destacar que tanto las placas como las agujas estan en contacto con
las células, factores o transportadores que usan y pueden interferir en las

caracteristicas fisiologicas del medio.

El uso de fijacidn externa evita el contacto entre los materiales de fijacion y
los tejidos locales dentro de los defectos, evitando asi las células
implantadas de la posible exposicion a estimulos no fisioldgicas. La
aplicacion de un fijador externo también es relativamente facil y no
requiere una formacion especializada.
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Se han desarrollado varios sistemas de fijacion externa para el tratamiento
de defectos Gseos en ratas. Por razones practicas, el fijador externo debe
ser ligero, barato y relativamente facil de aplicar, y estable a través de la

duracion del experimento.

Las complicaciones mas comunes de la fijacién externa son el aflojamiento
y la infeccion del pin (Moroni | y col., 2002), en este trabajo refleja
nueve casos de infecciones de los pines y nueve aflojamientos de los
pines, se corrigieron con cremas antibidticas y apretando nuevamente los

pines respectivamente.

La decision de estabilizar el defecto 6seo con una placa de osteosintesis en
vez de una fijacion externa, es por presentar mayor estabilidad y ser mas

confortables para las ratas (Drosse y cols., 2008, Jager y cols., 2008).

Con este modelo podemos ocupar el defecto 6seo de 5 mm con el

bloque de HA con o sin células.

En este estudio, el grupo | con 8 ratas que presentan un defecto en
femur de 5 mm, se estabilizan con una placa de osteosintesis de 1.5 mm,
ocupando el defecto con un aloinjerto de 5 mm de fémur de otra rata
singénica. Radiologicamente se observa una buena osteointegracion, y no
se observa ningun fracaso biomecanico a las doce semanas, no se
observa roturas de placas de osteosintesis. Histologicamente todas las
muestras se comportan como un aloinjerto 6seo , se observa nitidamente
las lineas cementantes en tincion de HE entre al aloinjerto y el hueso
receptor. Las lagunas osteociticas del hueso implantado se encuentran
vacias. Con tincion de PS tiene afinidad por el colageno I, que es el
mas abundante en el hueso. Hay abundantes frentes de remodelacion
0sea, lo que da una idea de la alta actividad celular de la zona. Con la

tincion tricrémico de Goldner (TG) observamos el hueso receptor mas
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cartilago hialino. Esta tincion distingue hueso neoformado de color rojo,
del hueso normal, azul, y es negativo para cartilago. Todas las muestras
de todos los casos se han mostrado igual histolégicamente. En la
estadistica descriptiva hemos tenido un 100% de consolidacion y un
100% de no rotura de paca de osteosintesis. Con un test de Fisher de
0.002, hay diferencias significativas entre los grupos | y Il enrelacién a

la consolidacion.

El grupo Il con 8 ratas, con un defecto en fémur de 5 mm se estabilizan
con una placa de osteosintesis de 1.5 mm, se rellena el espacio con un
bloque de hidroxiapatita de 5 mm sin celulas. A las 12 semanas se
produce un fracaso biomecanico en todos los casos, con rotura de todas
las placas de osteosintesis, histolégicamente se muestra con un tejido
fibrotico en todas las muestras, se produce una pseudoartrosis y se
comporta como tal histologicamente. Ferreira y cols., en 2012, publican
en modelo de reseccion segmentaria en fémur, los ratones no tratados con
células, todos quedaron en pseudoartrosis con un aspecto caracteristico de
tejido fibroso, los ratones tratados con terapia celular, en diferentes

grados se obtuvo tejido osteoide en los todos estos grupos.

La ingenieria tisular abre un campo de investigacion para crear tejido
0seo, para su posterior aplicacion a la cirugia ortopédica, en la que
estd tan demandado el autoinjerto y aloinjerto 6seo. Se han desarrollado
polimeros sintéticos y naturales que evitan los riesgos de los aloinjertos
y autoinjertos, pero carecen de la mayoria de las propiedades
osteoinductivas o osteogenicas del hueso (Logeart-Avramoglou y cols.,
2005).

Otro enfoque es el uso de las BMPs, que son capaces de inducir la
osteogenesis por las células progenitoras residentes, pero que se han
asociado con la formacion de hueso aberrante, neurotoxicidad, desarrollo
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del cancer, altos costos y una vida media de la proteina corta, lo que hace
su aplicacion local poco recomendable. (Deutsch, 2010, Carragee Yy cols.,
201, Calori y cols., 2009).

La ingenieria de tejidos se ha convertido en una alternativa atractiva, para
mejorar  los resultados de las técnicas actuales. Se basa en células
osteoprogenitoras autdlogas derivadas de la médula 6sea (células
estromales mesenquimales, MSCs) expandidas en placas de plastico y
combinadas con un transportador osteoconductivo con el fin de generar

tejido Gseo.

MSCs se han aislado y caracterizado a partir de muestras de medula dsea
de muchas especies incluyendo el ser humano, conejo, rata, oveja, cabra,
mono, perro y cerdo a través de su union preferencial a las superficies

plasticas del cultivo celular (Lennon y cols., 2006).

Friedenstein y cols., en 1970 establecieron las normas de cultivo de MSCs
del cobaya en virtud de MSCs por unirse a matrices de plastico, y el
método original se ha utilizado para otros cultivos de MSCs procedentes
de MO de diferentes animales incluidos los humanos. Este método ha
demostrado ser ineficiente para célula madre mesenquiméatica murina
(mMSC) debido al bajo numero de mMSCs y la abundante presencia de
las células hematopoyeticas en los cultivos. Para resolver este problema,

muchos grupos han desarrollado diversas condiciones de cultivo.

Kopen vy cols., en 1999 desarrollaron un método para eliminar las células
mielopoyéticas utilizando un anticuerpo anti-CD11b, pero este protocolo

no podria agotar todas las células hematopoyéticas.

Baddoo y cols., en 2003 publicaron un enfoque de purificacién modificado
basado en las disminucion de células de médula 6sea cultivadas con
marcadores CD11b / CD34 / CDA45 positivos.
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También se describen otras técnicas, incluyendo la optimizacion de la
densidad del cultivo y el cambio frecuente  del medio del cultivo

(Soleimani y cols., 2009).

Xu y cols., en 2010 publican su metodologia para el aislamiento,
expansion y crecimiento a partir de MSC. Se obtienen fémures, tibias y
vértebras de la rata, que se disecan y limpian cuidadosamente de los tejidos
adheridos. Después se cortan las puntas de cada hueso y la BM es recogida
por el lavado de los contenidos de fémur y la tibia con RPMI 1640 (Lonza,
Verviers, Bélgica), se cortan en trozos mas finos de 1-2mm el féemur, la
tibia y vértebras con un bisturi y aplastdndolos suavemente. Se trataron
enzimaticamente los huesos con colagenasa. En este estudio, usando el
método de aislamiento modificado, se pudo aislar 19,4% mas de celulas
nucleadas-BM que el método estandar. Tras obtener la médula, con
varios pases, se van reduciendo las ceélulas monociticas, las

hematopoyeticas hasta obtener MSC puras.

En el presente trabajo, las células de MO, se someten a un periodo de
cultivo de 10 dias a muy baja concentracion de suero (periodo de seleccion,
PS) con el propésito de eliminar la mayor parte de las celulas de la linea
hematopoyetica. La presencia del rhTGF-R1-F2, permitird mantener vivas
de manera selectiva la poblacion de células madre osteoprogenitoras que
pretendemos seleccionar. EI medio de cultivo se renueva cada 3-4 dias

afadiendo factor fresco.

La caracterizacion fenotipica de las células del cultivo celular adherente o
primario se consigue por citrometria de flujo constatando que las celulas
estan en fase activa GO/G1 y como marcadores fenotipicos son positivos
CD 29, CD 73, CD 105, CD 166, HLA I, STRO-1 vy negativos para CD 34,

CD 45y CD 44. Es constante en todos los cultivos primarios.
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La caracterizacién de las células capacitadas en cultivo 3D o TRAP, en un
primer momento la maduracién es mas lenta a los 10 dias, se observan
marcadores de células de células mesenquimaticas, endoteliales y
hematopoyéticas, a los 16 dias se identifican CD 29, CD 105, STRO-1, CD
271 y se negativizan los marcadores endoteliales CD 34 y CD133, y los
hematopoyético CD45, también se produce una disminucion CD 166 como

molécula de adhesion.

La TGF-B y sus factores relacionados, incluyendo {BMPs y activinas,
regulan diversos procesos celulares, tales como la proliferacion, la
diferenciacion, la apoptosis y la formacion de matriz extracelular durante la
embriogenesis. La sefializacion de TGF-B esta mediada por dos tipos de
receptores transmembrana serina / treonina quinasa, de tipo | (ALKS5) y los
receptores de tipo Il, que forman un complejo heteromérico. En este
complejo de sefializacion, el TGF- se une al receptor de tipo II (TGFBR2),
fosforilando el de tipo Il fosforilan y activan al receptor ALK5. EI ALK5
activado induce las cascadas de sefializacion a través de vias Smad-
dependientes y Smad-independientes. En la via Smad-dependiente, el
complejo de TGF-B-receptor activa Smad 2 /3, mientras que el complejo de
BMP-receptor activa Smad 1/5/8 (Matsunobu y cols., 2009).

Chen y cols, en 2012 describen en una revision la importancia de las
TGF-B) / BMP en la senalizacion de una gran cantidad de procesos
celulares y es importante durante toda la vida. Las TGF-$ / BMP actta en
la formacién del hueso en los mamiferos. La transduccion de sefiales por
las TGF-f / BMP se realiza especificamente a través una via Smad
dependiente (TGF-B / BMP ligandos, receptores y Smads) y otra Smad-

independiente (via activada por mitdgenos proteina quinasa p38, MAPK).

En nuestro trabajo usamos una rhTGF-R1-F2, la particularidad de la
molécula F2, es por la afinidad a unirse al colageno, por lo que se
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intensifica su accion en el medio. La secuencia de ADNc que codifica la
region carboxi-terminal de la rhTGF-B1 se ha disefiado para incluir un
decapéptido de alta afinidad de union a colageno derivado del factor de von
Willebrand. (Andrades y cols., 1999).

Las BMPs han demostrado en estudios en animales y en humanos su
capacidad para la osteoinduccion. En nuestro modelo usamos la
rhBMP-2 (Gothard y cols., 2014).

Las BMPs se identificaron originalmente por Urist en 1965, como
componentes organicos que se encuentran en la matriz ¢sea que podria
inducir la formacién de hueso ectopico. De estas, la BMP-2 es una de las
citoquinas osteoinductoras méas potentes que han demostrado la formacion
de hueso y cartilago en varios modelos animales. Cuando los cultivos de
MSCs se tratan con BMP-2, estas células se comprometen con el linaje
osteogenico o condrogénica y, dependiendo de las condiciones de cultivo,
maduran como condrocitos u osteoblastos. Ademas, se ha publicado que el
TGF-B1 en combinacion con BMP-2 aumenta fuertemente la formacion de
hueso ectopico, y el volumen de hueso resultante es cinco veces mayor que
la inducida por BMP-2 sola.( Andrades y cols. 2003).

Tachi y cols., 2011 publican los resultados de la actividad
osteoinductora de la BMP-2, usando esponjas de colageno que
contienen 5 gr de BMP que se implantan en los tejidos musculares del
raton, los implantes crecen hasta el dia 7, posteriormente aparece la
calcificacion sobre el dia 14. La adicion de 50 ng de TGF-f1 a la
BMP-2 que contienen las esponjas de colageno, acelera marcadamente el
crecimiento de las masas, aumentando cinco veces el volumen total en
comparacion la BMP-2 sola. Y el numero de osteoblastos se duplica en el
hueso ectopico a los 14 dias, mientras que el nUmero de osteoclastos se
reduce a la mitad. En el mismo trabajo se usa la esponja de colageno
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para ocupar el defecto creado quirdrgicamente en el craneo de la rata. Un
grupo con colageno mas TGF-B1 y otro con BMP-2 mas TGF-B1, en el
primer  grupo hubo una ocupacion parcial de hueso del defecto,
mientras que en el grupo hubo una ocupacion completa del defecto 6seo
craneal. Estos resultados sugieren que el TGF-B1 mas la BMP-2 aceleran
el crecimiento y la formacion de tejido 6seo y regulan la generacién de

osteoblastos y osteoclastos.

La gran mayoria de estudios in vitro en el campo de la medicina
regenerativa y la ingenieria de tejidos, se llevan a cabo en estructuras de 2
dimensiones. Los investigadores han expresado la necesidad de desarrollar
sistemas de cultivo que mejor representan el entorno natural de las células
en los tejidos y organos. El grupo de la UMA ha desarrollado con éxito un
sistema de cultivo en gel de colageno en 3D, que permite estudiar el
aislamiento, la expansion y el crecimiento de las células derivadas de
médula ésea y evaluar la capacidad de estas células para diferenciarse en
hueso y / o tejido cartilaginoso cuando se implantan in vivo (Andrades y
cols., 1999, 2002, 2003), (Becerra y cols., 2006), (Claros y cols., 2012).

En el presente estudio hemos tratado de caracterizar adicionalmente las
células derivadas de MO, aislandolas en el sistema de cultivo de gel de
coldgeno 3D con la exposicion a una nueva proteina de fusion TGF-B1
recombinante humana (rhTGF-B1-F2), disefiada por contener un dominio
auxiliar de unién al colageno. Y la combinacion de rhTGF-B1-F2 y
rhBMP-2 ha mejorado la diferenciacién de las MSC hacia el linaje
osteogenico, y el cultivo completo o TRAP, teniendo en cuenta que en el

cultivo primario no se afade pulsos de rhBMP-2.

También hay que tener en cuenta, el uso en la fase la induccion del
cultivo, durante los 3 dias ultimos dias, tanto en el cultivo primario como
en el TRAP, de la adicion dexametasona (10-8M) y B -glicerolfosfato
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(2mM), como osteoinductores inespecificos. Pasado los 17 dias las células
se despegaron, contaron e implantaron en los grupos Il y 1V,

respectivamente.

En las camaras de matriz 6sea mineralizada con las células capacitadas en
el TRAP, tras cuatro semanas el estudio histolégico muestra grandes
placas de tejido similar al hueso trabecular muy vascularizado con
numerosos osteoblastos con positividad al colageno tipo | que confirma que
se trata de tejido O6seo. En las camaras de difusion se forma tejido

osteocartilaginoso en todas las muestras.

En el grupo I11, con reseccion segmentaria de fémur estabilizada con placa
de osteosintesis de 1.5 mm. Ocupando el defecto 6éseo con un bloque de
hidroxiapatita de 5mm, con 2.4 millones de células osteoinducidas en

cultivo primario.

Y en el grupo 1V, con 2.4 millones de células osteoinducidas en el Trap,
es decir con la conjuncion de la rhTGF-B1-F2 y rhBMP-2.

El grupo I, con 8 ratas operadas, tuvo un comportamiento biolédgico
satisfactorio con la formacion de tejido Oseo, intercalado con tejido
fibroso en todas las muestras, en diferencia con el grupo Il, que fueron
todas con tejido fibroso. Histolégicamente en todas las muestras
aparece tejido osteoide. Sin embargo biomecénicamente fracasaron todas
las osteosintesis, no hubo suficiente hueso formado como para obtener
una consolidacion plena del defecto éseo, hubo respuesta bioldgica pero
no suficiente. En el estudio estadistico descriptivo no hubo diferencias
entre el grupo | y Il respecto a la formacion de hueso pero si hay

diferencias con test de Fisher con 0.002, respecto a la consolidacion.

Respecto al grupo 1V, el bloque de hidroxiapatita con los 2.4 millones

de células osteoinducidas en el Trap, se obtienen en las 8 ratas tanto
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consolidacion de los defectos con histologia tanto con PSy TG la
formacién de hueso maduro. Radiograficamente a las 12 semanas no
hay ninguna placa de osteosintesis rota, con lo que biomecanicamente es
un modelo estable e histologicamente se ha formado mayor cantidad de
hueso. No hay diferencias significativas respecto el grupo I y IV con un

test de Fisher de 0.002. En los dos obtenemos consolidacion.

En conclusion, y en base a los resultados radiograficos y a las evaluaciones
histologicas obtenidas, el tratamiento con células capacitadas in vitro
mediante el procedimiento del TRAP mostr6 mejores resultados que el
tratamiento con MSCs procedentes de cultivo adherente, tanto en la
cantidad y calidad del tejido osteocondral neoformado, como en la
prevencion de fracturas de las placas de osteosintesis que daban estabilidad
al sistema, siendo, muy probablemente, este Gltimo hecho consecuencia
directa del primero, es decir, de la consolidacion biologica producida en el

defecto femoral.

Por tanto, y de cara a proponer un protocolo de Ingenieria Tisular para
abordar la regeneracion de huesos largos fracturados, consideramos que la
Terapia Celular, llevada a cabo en un sistema de cultivo tridimensional
como el descrito, muestra potencial suficiente para ser equiparable, e

incluso una alternativa util posible, al propio auto/aloinjerto.
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Capitulo VI

6. CONCLUSIONES
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12 Las células madre mesenquimales, capacitadas in vitro en cultivos en
3D con geles de colageno, expresan marcadores de diferenciacion

osteogénicos tipicos.

28, Las células madre mesenquimales, capacitadas in vitro en cultivos en
3D con geles de colageno, son capaces de formar un tejido osteoide
trabecular en camaras de matriz 6sea desmineralizada, asi como cartilago
hialino, y hueso en diferentes grados de maduracion, en camaras de
difusion.

3% El Grupo I, en el que el defecto 0seo ha sido tratado con aloinjerto de
rata singénica, se ha comportado histolégicamente con una
osteointegracion tipica de este tipo de implantes, con presencia de linea

cementante. Biomecanicamente es estable porque no se ha roto ninguna

placa de osteosintesis.

48, El Grupo Il, tratado con bloque de hidroxiapatita sin células, se ha
comportado como una pseudoartrosis, con fracaso biomecanico por rotura

de todas las placas de osteosintesis.

52 El Grupo Ill, tratado con blogue de hidroxiapatita y células madre
mesenquimales de cultivo primario, ha presentado formacion de hueso
pero no consolidacion del defecto, con fracaso biomecanico por rotura de

todas las placas de osteosintesis.

6% El Grupo IV, tratado con blogue de hidroxiapatita y células
osteoinducidas in vitro por capacitacion con rhTGF-B1-F2 y rhBMP-2,
muestra que todos los individuos implantados han desarrollado
consolidacion, propiciada por la madurez del tejido osteocondral
neoformado. Biomecanicamente los resultados son satisfactorios, con un

modelo estable sin ninguna placa de osteosintesis rota.
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Capitulo VIII

8. ABREVIATURAS
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Azul alciano-hematoxilina (AB-H)

Azul de toluidina (AT)

Beta-glicerolfosfato (B-GP)

Caracterizacion fenotipica por citometria de flujo (FACS, fluorescent

activated cell sorted)

Célula madre adulta (ASC)

Célula madre hematopoyetica (HSC)

Células trocanles mesenquimaticas (MSC)

Céamara de difusion (Dch)

Dexametasona (Dex)

Factores de crecimiento (Growth Factors, GFs)

Factor de crecimiento derivado de las plaquetas (PDGF)

Factor de crecimiento fibroblastico (FGF)

Factor de crecimiento transformate beta (TGF- R)

Formalina neutra tamponada (BMF)

Fosfatasa alcalina (FA)
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Hematoxilina-eosina (HE)

Hidroxiapatita (HA)

Laboratorio de Bioingenieria y regeneracion de tejidos (LABRET)

Meédula 6sea (MO)

Osteocalcina (OC)

Periodo amplificacion-induccion (PA-1)

Periodo de seleccion (PS)

Picrosirio (PS)

Proteina morfogenética 6sea (BMP)

Proteina morfogenética 6sea humana recombinante -2 (rhBMP-2)

Tricromico de Goldner (TG)

Von Kossa (VK)

162



163

VOVl
AVAISHIAAINN

ealpualg ugloebinalg

K seucidealjgng . )
ewl 4



Capitulo IX

9. APENDICE
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9. Procesamientos histoldgicos

9.1 Soluciones fijadoras

Solucion fijadora Bouin (Baker 1946)
-Acido picrico en solucion saturada.750 ml.
-Formaldehido comercial (30-40%).250 ml.
-Acido acético glacial (100%) .50 ml.

Se debe filtrar antes de usar. La saturacion del picrico es aproximadamente
de 13 gr/l, a 20°C.

Aplicado por inmersion, su tiempo de fijacion fue de 24-48h a temperatura
ambiente.

9.2 Inclusiones

En la inclusién de parafina, la duracion de los pasos:

-Etanol 70°, 80°, 96°(*2) y 100°(*3) 1h en cada caso
-Tolueno (*2) 20 minuto
-Parafina | 4-6 h
-Parafina Il 4-6 h
-Parafina Il1 18-24 h

Después se procede a la realizacion del bloque y se deja polimerizar la
parafina a temperatura ambiente.

Las cAmaras de MOD se orientan de forma que las paredes queden en la
periferia del corte.

Tras la inclusion en parafina el tejido fue cortado en un microtomo en
secciones de 10 pum. Posteriormente , las secciones destinadas a técnicas
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histoquimicas se montan en portaobjetos tratados con poli-L-lisina.,
mientras que las destinadas a técnicas inmunohistoquimicas se montan
en portaobjetos silanizados.

Los portaobjetos limpios y desengrasados se colocan en cestillas y cubetas
de plastico que contienen una solucion de poli-L-lisina 0.01% durante 5
minutos a temperatura ambiente. A continuacién, se dejan secar a 60°C
durante 1h oa 37° durante 18-24 h.

Los portaobjetos silanizados se colocan en cestillas de metal y cubetas de
cristal con solucion al 2% de silano en acetona durante 2 minutos a
temperatura ambiente. Seguidamente, se lavan con agua destilada vy se
secan a 60°C durante 1hoa 37° durante 18-24 h.

9.3 Tinciones histoldgicas e histoquimicas

Los procesos de de desparafinacion, hidratacion y deshidratacion-aclarado
de las secciones, son comunes para todas las técnicas histoquimicas e
inmunohistoquimicas:

Xileno 2*10 min
Alcohol 100° 10 min
Alcohol 100° 10 min
Alcohol 96° 5 min
Alcohol 70° 5 min
Agua destilada 5 min

9.3.1 Hematoxilia-eosina (HE)

Los cortes montados en portaobjetos se someten al siguiente tratamiento:
- Se desparafina e hidrata

- Tincion con hematoxilina de Harris 5 min

- Diferenciacion con agua acética 1 min
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- Agua corriente hasta que tomen un color azulado
- Tincién con eosina alcohdlica 30 seg
- Diferenciacién en alcohol de 96° con unas gotas de eosina

- Deshidratacion:

- Alcohol 96° 5 min

- Alcohol 100° 5 min

- Alcohol 100° 5 min
-Aclarado:

- Xileno 10 min

- Xileno 10 min

Solucion de hematoxilina-eosina de Harris: hematoxilina 0,5%, alcohol
absoluto 5%, alumbre potésico o férrico 10%, oxido de mercurio 0,25%en
agua destilada.

Solucion de eosina: Eosina 0,1%, acido acetico 0,5% en alcohol absoluto. Se
diluye en el momento de su uso, con alcohol de 70° a partes iguales.

9.3.2 Azul de toluidina (AT)

- Se desparafina e hidrata

- Azul de toluidina 10 min

- Lavar en agua destilada, deshidratar y montar en Entellan

Solucion de azul de toluidina: disolver 1 gr de colorante azul de toluidina,
junto 1 gr de tatraborato sédico, en 100 ml de agua destilada.

9.3.3 Azul alciano (AB)

167



Preparacion de la solucién: disolver 1 gr de azul alciano 8GX en 100 ml de
solucion de é&cido acético glacial al 3%. Ajustar el pH a 2.25 usando un
tampon de fosfato sédico (Na2HPO4.12H20,7.6gr/100ml).

Protocolo de tincion:

- Se desparafina e hidrata

- Acido acético al 3% 3 min
- Azul alciano 1 hora
- Lavar con agua corriente 10 min
- Lavar con agua destilada 5 min
- Hematoxilina de Mayer 1.5 min

- Lavar agua destilada, deshidratar y montar en Entellan

9.3.4 Picrosirio-hematoxilina de Mayer (PSH)

- Se desparafina e hidrata

- Picrosirio 1 hora

- Lavar con agua corriente 10 min
- Lavar con agua destilada 5 min
- Hematoxilina de Mayer 1.5 min

- Lavar agua destilada, deshidratar y montar en Entellan

Preparacion del colorante: solucion de Direct Red 80 al 02% en acido picrico
saturado

9.3.5 Tricrémico de Goldner (TG)
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- Se desparafina e hidrata

- Hematoxilina férrica 20 min
- Lavar en agua corriente 5 min
- Diferenciar en alcohol-acético 1 min
- Lavar en agua destilada 5 min
- Tefiir con Fucsinade Ponceau. 45 min
- Lavar en agua corriente 5 min

- Sumergir brevemente en 1% de acido acético

- Diferenciar en naranja G molibdato 13 min
- Lavar en agua corriente 5 min
- Sumergir en 1% de acido acético

- Azul metilo 5 min

- Lavar en agua corriente 5 min
- Sumergir en 1% de &cido acético

- Lavar en agua destilada, deshidratar y montar la preparacion con Entellan

9.3.6 Tincion con von Kossa (VK)
- Se desparafina e hidrata

- Nitrato de plata 5% expuesto a la luz de una bombilla de 100 W 1h

- Lavar en agua destilada 5 min
- Solucidn de tiosulfato sédico 5% 2 min
- Lavar en agua destilada 5 min
- Contrastar los nucleos con rojo nuclear 0.1% 5 min

- Lavar en agua destilada, deshidratar, y montar en Entellan
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Preparacion del colorante rojo nuclear: disolver 1 gr de colorante rojo
nuclear en 100 ml de sulfato de aluminio al 5%.

9.4 Preparacion de las muestras para citometria de flujo.

- Suspender 1x106 células en tampon FACS en un tubo de polipropileno de
12x75 mm.

- Lavar una vez en tampén FACS y centrifugar a 1200 rpm durante 5 min.

- Incubar con los anticuerpos conjugados a un fluorocromo, durante 30 min a
4 °C.

- Lavar en tampon FACS y centrifugar a 1200 rpm durante 5 min.

- Incubar con 7-amino-actinomicina D (7-AAD) durante 20 min a 4 °C,
marcador de viabilidad usado para excluir las células muertas en los
ensayos de citometria de flujo.

Procedimiento de andlisis en el citometro:

Las muestras fueron analizadas en un citometro de flujo MoFlo® SP1338
(DakoCitomation, Dinamarca) dotado de:

Dos laseres: Coherent Enterprise 1l con dos picos de emision, uno en 488
nmy otro entre 351 y 364 nm, y diodo rojo con pico de emision en 635 nm.

Un fotoreceptor para la luz transmitida (FS).

Ocho fotomultiplicadores, uno de ellos para captar la luz dispersada (SS), y
los otros siete para captar las distintas fluorescencias: tres para la luz azul,
dos para la ultravioleta y dos para la roja.

Boquillas para diferentes tamafios de particulas o celulas, 50, 70, 100, 200
y 400 micras.
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- Dispensador de muestra totalmente automatizado, Smart Sampler, con
posibilidad de usar tubos de 0.5 ml, 1.5 ml, 5 ml base redonda, 14 ml base
redonda, 15 ml base conica o 50 ml base conica.

- Separacion celular hasta en 4 vias simultaneamente.
- Aplicacién para calibracion de la separacion, Cyclone.
- Aplicacién para control automatico de la separacion, Sort Master.

- Posibilidad de hacer la separacion tanto en tubo como en portas o placas
multipocillos.

- Programa para visualizacion de los datos Summit v. 4.0.

Se analizaron un minimo de 50.000 eventos viables. Los datos fueron
adquiridos en forma de histogramas mono y biparamétricos. El posterior
anélisis de los datos, utilizando el programa Summit v. 4.0, se aprovecho
para recombinar los pardmetros obtenidos y redefinir diferentes regiones de
seleccion.

El porcentaje de células positivas fue determinado tomando como
referencia la tincion no especifica con anticuerpos del mismo isotipo.

9.5 Preparacion de las cAmaras de DBM

- Lavar con dH20 con ayuda de una jeringuilla.

- Etanol 95° (x2, 15 min.) a 4 °C.

- Etanol 100° (x2, 15 min.) a4 °C.

- Eter (x2, 15 min.), para eliminar el agua y desengrasar.

- Dejar evaporar el éter. En este punto se pueden almacenar a -20 °C,

- Acido clorhidrico 0.6 N (100 ml/g) a 4 °C y en agitacion, hasta que las
diafisis estén traslucidas y flexibles (18 horas aproximadamente).

- Lavar con dH20 durante 2 dias a 4 °C y en agitacion, con 3 cambios diarios,
para eliminar los restos de acido clorhidrico.

- Cortar segun el tamafio deseado.
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- Etanol 100° (x2, 10 min.) para esterilizar.

- Lavar con medio estéril (a-MEM o solucién salina) para eliminar el etanol.
- Dejar secar bajo la campana o en un liofilizador.

- Armar con filtros 0.45 um de poro.

- Guardar a 4 °C.
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Abstract — Regeneration takes place in the body at a moment or another throughout life. Bone, cartilage, and tendons (the
key components of the structure and articulation in the body) have a limited capacity for self-repair and, after traumatic
injury or disease, the regenerative power of adult tissue is often insufficient. When organs or tissues are irreparably damaged,
they may be replaced by an artificial device or by a donor organ. However, the number of available donor organs is
considerably limited. Generation of tissue-engineered replacement organs by extracting stem cells from the patient, growing
them and modifying them in clinical conditions after re-introduction in the body represents an ideal source for corrective
treatment. Mesenchymal stem cells (MSCs) are the multipotential progenitors that give rise to skeletal cells, vascular smooth
muscle cells, muscle (skeletal and cardiac muscle), adipocytes (fat tissue) and hematopoietic (blood)-supportive stromal
cells. MSCs are found in multiple connective tissues, in adult bone marrow, skeletal muscles and fat pads. The wide
representation in adult tissues may be related to the existence of a circulating blood pool or that MSCs are associated to the
vascular system.

Key words: Stem cell; Cell therapy; Tissue engineering; Regenerative medicine; Chondrogenesis; Osteogenesis.

isolation, the culture and the induction of

INTRODUCTION differentiation of SCs from various sources. SCs

have now been identified in every major tissue

and organ of the human body. Concomitant with

5 Stem cells (SCs), whether derived from these discoveries intense efforts are made to
embryos, fetuses, or adults, seem poised to understand the molecular mechanisms underlying

dominate the next frontier of human regenerative  the decision of SCs being in mitotic dormancy, to

medicine and cellular therapy. Over the last 15 undergo self-renewal, or to differentiate

years, major advances have been made in the terminally. An understanding of these molecular
mechanisms would help realize the tremendous

Abbreviations: ADSC, adipose-tissue-derived stem cell; therap Eulie .potentlal of SCs. 5
BM, bone marrow; EPC, endothelial progenitor cell; ESC, To this end, state-of-the-art technologies
embryonic stem cell; HSC, hematopoietic stem cell; have been developed to interrogate genome-wide
MAPC, multipotent adult progenitor cell; MSC, gene expression in SCs in an effort to establish
’:‘;:’;:Ei‘::l ;‘z;‘:egéll;fcl;c “ﬁ:’:il;‘e’s"cc‘zl:er:f:{]‘?g the cause-effect relationship between the
’ 2 - Y > 7™ Dbiological states of SCs and the molecular

tissue engineering.
BHRE signatures that they manifest. Recent studies
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Osteogénesis terapéutica en cirugia del raquis.
Bases cientificas de la artrodesis vertebral.

ll: fundamentos biolégicos
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Introduceion. Una artrodesis sobre raquis tiene dos pasos
claramente diferenciados: la colocacidn de un sistema de fi-
jacién y la adicién de una sustancia osteogénica, general-
mente tejido Gseo, que pretende estimular la formacidn de
hueso entre los niveles deseados.

Biologia molecular de las BMP. Las proteinas morfogené-
ticas del hueso (BMP) participan en la multiplicacion, dife-
renclacién, muerte programada (apoptosis) v morfogénesis.
Sustituros dseos. El sustituto dseo ideal siempre ha sido el
injerto autdlogo, que provee células vivas del propio indivi-
duo y factores de crecimiento (FC), ademis de hueso pro-
piamente dicho. Todos los nuevos sustitutos gue han ido
apareciendo deben cumplir con las condiciones fundamen-
tales del autoinjerto. pero no con sus inconvenientes, entre
los que se encuentran la morbilidad de la zona donante y la
cantidad limitada de la que se dispone.

Factores de crecimiento. Aungue actualmente existen pu-
blicaciones donde se muestra que la administracién de FC
en la artrodesis vertebral estimula la osteogénesis, se desco-
noce la forma de administracién con relacién a la dosis,
transportadores o momento de administrar cada factor.
Terapia génica. La ingenieria genética, aun siendo una
apuesta de future importante, necesita todavia mucho cami-
no para ser una realidad en la aplicacion para la promocién
de la osteogénesis terapéutica.

Palabras clave: raguis, cirugia, osteogénesis, biologia.

Therapeutic osteogenesis in spinal surgery.
Scientific basis of vertebral fusion. II:
Biological principles

Introduction. Spinal fusion has two clearly differentiated
steps: a fixation system and addition of an osteogenic subs-
tance, generally bone tissue, intended to stimulate bone for-
mation between levels.

Molecular biology of BMP. BMPs participate in multiplica-
tion, differentiation, programmed death {apoptosis). and
morphogenesis.

Bone substitutes. The ideal bone substitute has always been
an autologous graft, which supplies living cells and GF
from the host, in addition to bone. Any new substitute
should meet the basic conditions of an autograft without its
drawbacks, which include damage to the harvest area and a
limited harvest.

Growth factors. Although it has been reported that the ad-
ministration of growth factors stimulates osteogenesis du-
ring spinal fusion, the specifics of administration such as
optimal dose and suitable transporters and timing are unk-
nown for each factor.

{rene therapy. Genetic engineering, although an important
option for the future, still requires work to become a reality
in therapeutic osteogenesis.

Key words: spine, surgery, ostecgenesis, biology.

El objetivo de cualguier osteosintesis sobre el raquis
consiste en propiciar las condiciones estiticas adecuadas
hasta que se forme hueso, el cual se estimula mediante la
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aportacion de las sustancias osteogénicas que se afiaden du-
rante la cirugia. Asi pues una artrodesis sobre raquis tiene
dos pasos claramente diferenciados: la colocacion de un sis-
tema de fijacidn ¥ la adicién de una sustancia osteogénica,
generalmente tejido Gseo, que pretende estimular la forma-
cidn de hueso entre los niveles deseados.

El tejido dseo tiene unas funciones esenciales en la ho-
meostasis del calcio y otros electralitos; el hueso, como dr-
gano, constituye una combinacidn de numerosos tipos celu-
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