I ORIGINAL

Regeneracion osea por medio de células madre en combinacion con beta-fosfato
tricalcico

Bone regeneration using stem cells in combination with beta-tricalcium phosphate carrier

Blanco Antona L, Garcia Cenador MB, Sanchez Ledesma MJ, Rojo Lopez R, Muntion Olave S, Collia Fernandez F,
De Vicente Jiménez J, Lopez-Valverde Centeno A

Departamento de Cirugia. Facultad de Medicina. Universidad de Salamanca. Departamento de Estomatologia de la Universidad Rey
Juan Carlos, Madrid, Espafia. Terapia Celular y Medicina Regenerativa. Servicio de Hematologia. Hospital Universitario de Salamanca.
IBSAL. Departamento de Anatomia e Histologia Humanas. Facultad de Medicina. Universidad de Salamanca, Salamanca, Espafa.

Esta investigacion ha sido financiada por FUNDACION MAPFRE

Resumen

Objetivo: Estudiar si las células madre adultas mesenquimales en combinacién con beta-fosfato tricalcico con-
tribuyen significativamente a la regeneracion en una lesion Gsea traumatizada.

Material y método: Se utiliz un modelo de defecto traumatico en el fémur de ratas Wistar (n=39). Fueron di-
seflados dos grupos: el grupo 1 (control), con nueve ratas a las que se les realiz6 un defecto 6seo vacio; y el
grupo 2 (experimental), con tres subgrupos de 10 ratas cada uno, a las que se les administr6 beta-fosfato tri-
calcico (B-TCP) y B-TCP en combinacion con células madre mesenquimales (MSC). Se valoraron resultados a
las tres, seis y nueve semanas de evolucion, respectivamente.

Resultados: Se observo el 65% de las fracturas en los fémures derechos de las ratas, que en grupo experimen-
tal corresponde a la zona donde se implanta el carrie en combinacién con las MSC, aunque sé6lo el 35% de és-
tas coinciden exactamente con esta zona. No existen diferencias de comportamiento bioldgico significativas,
aunque se demuestra actividad osteogénica.

Conclusion: El uso de B-TCP en combinacion con células estromales mesenquimales no genera resultados sig-
nificativos en la regeneracion dsea. Todavia es necesario potenciar la investigacion en fase experimental.
Palabras clave:
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Abstract

Objective: To study whether adult mesenchymal stem cells in combination with a carrier of beta-tricalcium
phosphate contributes significantly in regenerating bone injury in traumatized.

Material and method: A traumatic defect model on the femur was used in Wistar rats (n=38). Two groups we-
re designed: the group 1 (control) with 9 rats to which they there was realized a bone defect empty fault, and
the group 2 (experimental), with three subgroups (2a, 2b, 2¢) of 10 rat each, which were administered the ca-
rrier beta-tricalcium phosphate (3-TCP), and f-TCP in combination with mesenchymal stem cells (MSC). Re-
sults were valued to 3, 6 and 9 weeks of evolution, respectively.

Results: There were 65% of the fractures in the right femur of rats in the experimental group that corresponds
to the area where the carrier is implanted in combination with the MSC, but only 35% of these coincide
exactly with this area. No significant differences in biological behavior, although it shows osteogenic activity.
Conclusion: The use of B-TCP carrier in combination with mesenchymal stromal cells does not produce signi-
ficant results in bone regeneration. There is a need for further research in experimental phase.
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I Introduccion

Las carencias de tejido 6seo en el organismo que requie-
ren del uso de injertos normalmente son consecuencia de
defectos postraumaticos [1], secuelas derivadas de cirugia
oncoldgica [2] o patologia degenerativa como la osteopo-
rosis [3]. Los procedimientos clinicos disponibles tienen
un uso limitado debido a la morbilidad del lugar donante,
en el caso de los autoinjertos, o bien, por el rechazo au-
toinmune o la baja capacidad regenerativa, en el caso de
los aloinjertos o xenoinjertos. Todas estas limitaciones
han dado lugar a la busqueda de nuevas formas de resti-
tuir los procesos biolégicos que han resultado dafiados,
bien mediante el aporte de precursores celulares sanos, en
procesos conocidos como terapias celulares, o bien me-
diante la aplicacion de factores de crecimiento producidos
normalmente por células [4].

La medicina regenerativa sustituye o regenera células hu-
manas, tejidos u 6rganos con la finalidad de restaurar o es-
tablecer una funcién normal [5]. El uso de células madre
(Stem Cells, SCs) representa una opcién prometedora para
resolver muchos de los defectos organicos mencionados
anteriormente, asegurando un numero suficiente de células
especificas en el tejido y eliminando los problemas de re-
chazo inmunolégico y morbilidad [6]. En los ultimos afios
ha habido un creciente interés por las células estromales
mesenquimales (Mesenchymal Stromal Cells, MSC) por ser
las primeras células no hematopoyéticas aisladas de la mé-
dula 6sea y mas ampliamente caracterizadas [7]. Tienen
capacidad de auto-renovacion, proliferacion y capacidad
para diferenciarse de distintos linajes de tejido mesodérmi-
co, que incluye el hueso, el cartilago, la grasa, los tendo-
nes, el muasculo y el estroma medular [8].

El proposito del presente trabajo es estudiar la capacidad
de las células estromales mesenquimales en combinacion
con beta-fosfato tricilcio (8-TCP) para transformase in vivo

Tabla 1. Disefio de los grupos del experimento

Grupo 1. Control

en células osteoblasticas y permitir la regeneracion en un
modelo de lesion traumadtica en el fémur de ratas.

I Material y métodos

Se utilizaron 39 ratas Wistar macho, con un peso de entre
300 y 350 g. Se disefiaron dos grupos experimentales: el gru-
po 1 (control) y el grupo 2 (experimental) (Tabla 1). En el
grupo 1 control se realizé un defecto 6seo en el fémur inferior
derecho de nueve ratas. Se dejo evolucionar libremente la re-
generacion del tejido dseo para proceder a su estudio a las
tres, seis y nueve semanas, con cada tres especimenes, respec-
tivamente. En el grupo 2 experimental se realizaron en el fé-
mur derecho dos defectos dseos: en uno se implanté beta-fos-
fato tricdlcico (KeraOs®) en combinacion con MSC y el otro
se dejo evolucionar libremente como control. En el fémur iz-
quierdo se realizo un defecto 6seo en el que sélo se implantd
beta-fosfato tricélcico (KeraOs®). Para el grupo 2 se estable-
cieron tres subgrupos (2a,2b,2¢) de 10 animales cada uno,
con tiempos de estudio a las tres, seis y nueve semanas.

A lo largo del presente estudio, todos los animales fueron
manejados siguiendo la normativa legal espafola acerca de
la utilizacion de animales de laboratorio y los principios
para el cuidado y manejo de animales establecidos por la
Sociedad Americana de Investigacion Médica.

Las células estromales mesenquimales (MSC) se obtuvie-
ron a partir de células mononucleadas de la médula dsea de
donantes voluntarios sanos. La extracciéon de médula dsea
se realiz6 bajo anestesia locoregional por puncion de la es-
pina iliaca postero-superior. Posteriormente, las muestras se
procesaron en el Laboratorio de Terapia Celular del Hospi-
tal Universitario de Salamanca hasta la obtencion de un nu-
mero adecuado para su utilizacion. Para la caracterizacion
de las células estromales mesenquimales se siguieron los cri-
terios minimos propuestos por la Sociedad Internacional de

Terapia Celular (ISCT) [9].

Grupo 2. Experimental

Tiempo de evolucién Fémur Fémur
(semanas) Derecho Izquierdo Derecho Izquierdo
3 Defecto vacio  Defecto vacio MSC+[3_TCI,) / p-TCP
Defecto vacio
6 Defecto vacio  Defecto vacio MSC+B-TCI,) / p-TCP
Defecto vacio
9 Defecto vacio  Defecto vacio MSC+-TCP/ p-TCP

Defecto vacio
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La caracterizacién inmunofenotipica se realizo en CSM
en pase empleando el siguiente panel de anticuerpos mono-
clonales y en las siguientes combinaciones cuadruples de
colores (FITC/PE/PerCPCy5.5/APC) mediante la técnica de
inmunofluerescencia directa. Tubol: CD90/CD106/CD435;
Tubo 2: CD34/CD166/anti-HLA-DR/CD105; Tubo 3:
CD14/CD73/CD19. En todos los casos se utilizaron como
control células de la misma muestra sin marcar con anti-
cuerpos. En cuanto a la diferenciacion osteogénica, se plan-
taron dos muestras en paralelo, una para la diferenciacion
hacia osteoblastos y otra se utilizo como control negativo
manteniéndose en las mismas condiciones (37° C, 5%CO,,
humedad>90%). Estos cultivos se mantuvieron durante 10
dias con medio de diferenciacion osteogénica (NH Osteo-
diff Médium, Miltenyi, Bistec, Germany). El recambio del
medio se realiz6 cada 3-4 dias. Para comprobar la diferen-
ciacion se analizé la actividad fosfatasa alcalina mediante
la tincién con la solucion NBT/BCIP (Nitroblue tetrazo-
lium chloride 5 bromo-4-chloro-3-indolyl-phosphate, Ro-
che, Basel, Switzerland) y se contrastaron con hematoxili-
na. Para la diferenciacién adipogénica se realizé un
procesamiento similar al anterior. Al alcanzar la confluen-
cia, uno de los frascos se incubd con medio de diferencia-
cion a adipocitos (NH Adipodiff Médium, Miltenyi Biotec,
Germany) y el otro se incubé con medio de expansion de
células mesenquimales y sirvié de control negativo, ambos
en las mismas condiciones de humedad, temperatura y con-
centracion de CO, durante 21 dias. Para comprobar la
existencia de células cargadas de grasa se utilizo la tincion
con rojo al aceite-O (Oil-Red_O solution, Certistain®
Merck KGaA, Darmstadt, Germany). Una vez caracteriza-
das las células, se procedié a poner 3x105 CSM en cultivo
en placa de seis pocillos con el B-fosfato tricalcico (Kera-
Os®) durante cuatro horas con el fin de que las CSM se ad-
hiriesen a dicho material.

Fase quirtirgica y modelo de lesion traumatica femoral

La técnica anestésica se practicé empleando gas isofluo-
rano (Forane, Abbott Laboratories). Para la realizacién del
defecto 6seo en el fémur de las ratas se procedio a realizar
una incision cutdanea longitudinal de aproximadamente 1
cm sobre el condilo femoral medial (Fig. 1A). Se diseccio-
n6 la fascia muscular y el vasto medial para acceder a la re-
gion metafisaria del fémur. La rotula es una buena referen-
cia para la identificacion del condilo femoral. Se
desperiostiz6 la cara medial de la metafisis distal del fémur
para poder centrar bien el orificio, teniendo presente que el
didmetro de los condilos es de unos 4 mm vy el defecto a
crear es de 2 mm. El punto central de la perforacion se

Fig. 1. A: Incision sobre el fémur del animal experimental. Exposi-
cién del campo quirtdrgico. B: Realizacion del defecto 6seo. C: Cé-
lulas madre adultas mesenquimales preparadas para la mezcla con
el trifosfato célcico. D: Implante de la mezcla de trifosfato célcico
con las MSC en el defecto dseo.

marcé con un punzon. A continuacion se realiz un primer
orificio con una broca de 1 mm de didmetro, y posterior-
mente con una broca de 3 mm para obtener el defecto 6seo
(Fig. 1B). Una vez completado el defecto cavitario, se lavd
con abundante suero fisioldgico para eliminar detritus. Se
procedio al secado del drea mediante una gasa y se coloco
el implante correspondiente, segun fuera el grupo experi-
mental al que pertenecia el animal. Las células madre me-
senquimales siempre se colocaron en el fémur derecho del
grupo 2 en combinacién con el trifosfato célcico (Fig 1C y
1D). Finalizada la fase del procedimiento experimental, se
procedié a cerrar por planos y estabular los animales de
acuerdo al tiempo estimado de evolucion antes de realizar
la extraccion del fémur.

Estudio radiografico e histologico

En aquellos animales que alcanzaban el tiempo estimado
de evolucion, dependiendo de los grupos, se procedi6 a
practicar la eutanasia mediante la inyeccion de sobredosis
de pentotal sodico. Se procedid a extraer los fémures y a
practicar el estudio radiolédgico en todos los casos, para
posteriormente enviarlo, post-fijados en formol salino al
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10%, para su estudio histologico al Departamento de Ana-
tomia e Histologia de la Universidad de Salamanca. En el
momento en que se inicia el procesado de las muestras, no
descalcificadas, las piezas dseas se volvieron a lavar con
agua y se realizé un serrado macroscépico en porciones que
incluian hueso normal, hueso neoformado y material im-
plantado. Las porciones Oseas se introdujeron en casetes y
se deshidrataron empleando disoluciones de graduacion
creciente de etanol (70%, 80%, 90% y 95%), estando em-
bebidas cada dia en una de las disoluciones, hasta llegar a
etanol absoluto, donde permanecieron dos dias.

La inclusion de las muestras se realizo en metilmetacrilato
en estado liquido durante 15 dias a 4° C en agitacion. Se in-
trodujeron los tubos de vidrio en la estufa a 32° C para su
polimerizacion durante cinco y seis dias. Seguidamente se
rompié el tubo de vidrio, quedando el bloque polimerizado
con la muestra dsea, que se cortd con una sierra de cinta pa-
ra desbastar la muestra, lijandose y colocandose en el micro-
tomo (Microm HM 350 S). Los cortes de 5 pm se colocaron
sobre un portaobjetos previamente gelatinizado con gelatina
de Haupt. Los portaobjetos se lavaron en soluciones decre-
cientes de alcohol hasta agua destilada (100%=>70%). Por
tltimo, se procedid a la tincion de las muestras con Von
Kossa y tricromico de Goldner.

I Resultados

Se expandieron CSM de todas las muestras seleccionadas
de cresta iliaca de donantes voluntarios sanos y se mantu-
vieron en cultivo hasta tercer pase. La morfologia de las
CSM fue muy similar en todos los donantes: células con un
caracteristico aspecto fibroblastico con largas prolongacio-
nes. Con el fin de comprobar si todas las células obtenidas
cumplian los criterios minimos que indica la ISCT para de-
finir una célula como CSM, realizamos su estudio inmuno-
fenotipico en tercer pase. En todos los casos se alcanzé una
pureza de CSM superior al 95%. Todas las CSM presenta-
ron el mismo patrén inmunofenotipico, fueron positivas
para CD90, CD73, CD105, CD166, CD106 y negativas
para los marcadores de célula hematopoyética CD45,
CD34, CD14, CD19 y HLA-DR, sin diferencias significati-
vas entre las distintas muestras para ningin marcador. En
todos los casos se obtuvo diferenciacion hacia los dos tipos
celulares mencionados.

Resultados radiograficos

El estudio radiolégico realizado muestra diferencias entre
el fémur izquierdo y derecho del mismo animal. Aparecen
fracturas en diferentes zonas del fémur, tanto en la zona
operatoria con trifosfato calcico y MSC, como en las zonas

del defecto critico de control. Se observé que habia mas
fracturas en el fémur derecho, correspondiendo al 65%
(n=39) (Fig. 2A). Se colocaron siempre las MSC en el fémur
derecho, pero las fracturas observadas en este lado no siem-
pre estan en la misma zona operatoria, solo el 35% de las
fracturas corresponden con la zona en la que se implanta-
ron las MSC con el sustitutivo 6seo (Fig. 2B). La mayor
parte de las fracturas observadas radiograficamente no co-
rresponden con zonas operatorias, sino con el defecto criti-
co de control realizado. También se observa un incremento
significativo del callo de fractura en los fémures derechos
(Fig. 2C).

Fig. 2. A: Fractura muy proxima al condilo femoral del espéci-
men n° 7 (grupo 2a) del lado derecho. Se observan restos de
trifosfato cdlcico en el borde de la fractura. En la parte mas
distal de la fractura se observa el orificio de control. B: Fractu-
ra distal del sustitutivo éseo, coincidiendo con el orificio de la
fractura critica (espécimen n° 21, grupo 2a, del lado derecho).
C: Callo 6seo del espécimen n° 6 (grupo 2c) del lado derecho.
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Resultados histologicos

Se analizaron las muestras considerando los grupos expe-
rimentales disenados:

Grupo 1 (control). A las tres semanas se ha rellenado el
hueco de la perforacion a expensas de hueso trabecular con
abundantes espacios rellenos de médula 6sea. Los fendme-
nos regenerativos 6seos ocupan no solo el espesor corres-
pondiente al hueso diafisario, sino ademas la parte de la ca-
vidad medular adyacente. Los mismos hallazgos se
comprueban a las seis y nueve semanas (Fig. 3A y 3B).

Grupo 2a (experimental). Grupo constituido por los ani-
males que fueron sacrificados a las tres semanas de la inter-

Fig. 3. A: Reparacion del defecto 6seo sin administracion de los
productos problema. El hueso cortical diafisario del fémur se ha
reemplazado por un hueso trabecular hipertrofico que hace pro-
trusion en la cavidad medular. Von Kossa. 3 semanas post-opera-
torio. B: Reparacion del defecto dseo sin administracion de pro-
ductos problema. El hueso cortical esta reemplazado por hueso
trabecular inmaduro hipertrofico. Tricromico de Goldner. 3 sema-
nas postoperatorio.

Fig. 4. A: Imagen de la cortical diafisaria con el trifosfato cilcico
de color pardo, osteointegrado, rodeado por una capa fina de
hueso neoformado. Grupo experimental. 3 semanas de evolucion.
Tricromico de Goldner. B: Detalle de la fotografia anterior que
muestra la superficie cortical ocupada parcialmente por el trifos-
fato célcico, asi como algunos macréfagos con fragmentos de ce-
mento en su citoplasma. El hueso adyacente presenta una delgada
banda de sustancia osteoide de color rojo. 3 semanas de evolu-
ci6n. Tricromico de Goldner.

vencion. Los animales a los que se les rellen6 la cavidad con
el sustitutivo 6seo muestran en los cortes histologicos acu-
mulos de cemento rodeados en algunos segmentos por una
fina franja de hueso, y en otros tejido conectivo (Fig. 4A y
4B). En aquellas zonas donde el cemento se encuentra deli-
mitado por hueso neoformado (Fig. 4A) se presentan focal-
mente signos de actividad osteogénica (sustancia osteoide).
En zonas donde el cemento estd en contacto con el tejido
conectivo es posible identificar macrofagos con granulos de
cemento en su interior (Fig. 4B). No se observaron signos
inflamatorios, aparte de estos macrofagos, ni se encontra-
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ron células multinucleadas. Asimismo, la médula ésea he-
matopoyética vecina no presentaba alteraciones relevantes.
Los defectos dseos tratados con el sustitutivo y las MSC no
presentaron diferencias significativas respecto a las cavida-
des que solo se trataron con el trifosfato calcico. Se obser-
van areas con tejido conectivo y con actividad osteogénica,
en un grado idéntico al anterior. De igual modo, no se ob-
servaron fenémenos inflamatorios, ni células multinuclea-
das, ni fendmenos de necrosis, ni alteraciones en la médula
Osea adyacente.

Grupo 2b (experimental). Grupo constituido por los ani-
males que fueron sacrificados a las seis semanas de la inter-

o
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Fig. 5. A: Detalle que muestra la osteointegracion del material
sin transicion de tejido conectivo entre KeraOS® vy el hueso neo-
formado adyacente. Grupo 2b, 6 semanas evolucion. Tricrémico
de Goldner. B: Panordmica que muestra la osteointegracién de
KeraOS® junto con células madre. El trifosfato célcico se observa
rodeado por una fina capa de hueso neoformado. Médula 6sea
hematopoyética sin alteraciones. Grupo 2b, 6 semanas de evolu-
cion. Von Kossa.

vencion. Las imdgenes histologicas muestran que las zonas
de hueso que rodean a los acimulos de cemento presentan
en algunas dreas un mayor espesor. En algunas zonas el ce-
mento contacta con tejido conectivo. El hueso neoformado,
en contacto directo con el cemento, es de tipo trabecular.
No se observaron alteraciones inflamatorias, ni alteracio-
nes medulares relevantes (Fig. SA y 5B).

Grupo 2c¢ (experimental). Grupo constituido por los ani-
males que fueron sacrificados a las nueve semanas de la in-
tervencion. Los resultados muestran que, independiente-
mente de la administracion del trifosfato solo o en
combinacién con MSC, el comportamiento histologico fue
similar al grupo 2b. Persisten los acimulos de cemento en
la cavidad medular, rodeada por una franja de tejido 6seo
neoformado. En algunos puntos persiste tejido conectivo en
contacto con el cemento (Fig. 6A y 6B). No existen signos
inflamatorios, ni alteraciones medulares relevantes.

I Discusion

Los resultados obtenidos no permiten afirmar diferencias
de comportamiento bioldgico significativas en este modelo
experimental entre los animales a los que se les administrd
un sustitutivo 6seo (KeraOs®) y el mismo sustitutivo en
combinaciéon con MSC, ni tampoco al comparar estos mis-
mo grupos con los controles de defecto dseo vacio. Aunque
se demuestra actividad osteogénica en el caso de la asocia-
cion del trifosfato calcico con MSC, los resultados histold-
gicos no permiten afirmar que esta actividad sea especial-
mente relevante. Por otra parte, no se han observado
fenémenos inflamatorios marcados, a excepcion de los ma-
crofagos encontrados en las primeras etapas, a las tres y
seis semanas, y tampoco se han evidenciado células multi-
nucleadas. El hueso neoformado en torno al sustitutivo
6seo administrado no presenta actividad sintética en la eta-
pa mds tardia, correspondiente a las nueve semanas.

Estos hallazgos estan en consonancia con algunas de las
ultimas publicaciones [10,11], donde Vahabi ez al. recogen
que no existen cambios en la regeneracion 6sea obtenida en
un modelo canino en alveolos post-extraccion, tanto con
células madre en asociacion con beta-fosfato tricdlcico, co-
mo empleando hidroxiapatita bovina Bio-Oss®, siempre en
comparacion con un grupo control con un defecto 6seo va-
cio. Sin embargo, los resultados iniciales de este estudio
orientan hacia la utilizacién de un sustitutivo dseo en con-
diciones distintas a las empleadas, tal y como se afirma en
otras publicaciones [12-15], que muestran como la activi-
dad regenerativa de las células madre en el fémur de la rata
es significativa cuando se utilizan asociaciones con factores
de crecimiento y plasma rico en plaquetas.
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Fig. 6. A: Panordmica con la técnica de Von Kossa, que muestra el
cemento rodeado por una fina franja de tejido 6seo neoformado,
aunque en algunas zonas se conserva la relacion del KeraOS® con
el tejido conectivo y la médula adyacente. Grupo 2c¢, 9 semanas de
evolucion. Von Kossa. B: Panordamica de un caso con KeraOS® y
células madre que muestra la envoltura del trifosfato calcico por
tejido 6seo neoformado de espesor similar al presente en la foto-
grafia anterior. Grupo 2c, 9 semanas evolucién. Técnica de Gold-
ner.

En conclusion, es necesario realizar nuevas investigacio-
nes perfeccionando el modelo experimental y fundamental-
mente adaptando el sustitutivo dseo a los requerimientos en
este caso de las células madre. El estudio pone de manifies-
to la importancia de encontrar un transportador apropiado
para las MSC con una degradacion 6ptima y una superficie
osteoconductiva, sobre el cual la regeneracion del hueso
pueda tener lugar. Todavia sigue siendo un reto encontrar el
equilibrio correcto entre las propiedades bioldgicas y fisicas
del material de soporte. A pesar de que existen numerosos
estudios demostrando el potencial de las MSC [16-22], en

el momento actual se pone en tela de juicio la calidad de
muchas de estas publicaciones y de los resultados obtenidos
[23], dejando en evidencia que es necesario potenciar la in-
vestigacion en la fase experimental para poder dar el paso a
la aplicacion de la técnica en humanos. I
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