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1. INTRODUCCION

La terapia mediante células madre ha cobrado un gran
interés en todos los campos de la medicina. Cada vez son
mas los investigadores que tratan de encontrar nuevas
fuentes o mejorar los procedimientos para la obtencion de
muestras que permitan obtener el numero suficiente de
células que requieren estos tratamientos.

La obtencion de muestras generalmente supone un pro-
ceso invasivo en mayor o menor medida, aungque en algunos
casos pueden obtenerse a partir de determinados productos
de desecho (placenta, cordon umbilical, grasa procedente
de liposuccion). Tradicionalmente la fuente mas utilizada
para la obtenciéon de células madre adultas es el aspirado de
médula 6sea, donde se encuentran predominantemente dos
tipos de células troncales: Células madre hematopoyéticas
(HSC) y células madre mesenquimales (MSC).

Estas Ultimas son las méas usadas en terapia por su
facilidad de identificacion y expansion en cultivo, multipo-
tencialidad y efectos sobre el microambiente que las
rodea (inmunomodulacion, efectos paracrinos)'. Estas ca-
racteristicas les proporcionan propiedades reparadoras y
regenerativas de los tejidos dafiados donde han sido im-
plantadas.

Friedenstein y Owen? fueron los primeros en describir
este tipo de células derivadas de la médula ¢sea. Desde
entonces ha existido una gran confusion entre los investi-
gadores en cuanto a la nomenclatura y propiedades de
estas células.

Inicialmente fueron descritas como unidades de fibro-
blastos formadores de colonias (CFU-F), con capacidad de
adherencia al plastico y actividad osteogénica in vitro. Pos-
teriormente se observd que estas células tenian capacidad
clonogénica y de diferenciacion a otros tejidos del meso-
dermo (musculo, tendon, cartilago, grasa) y con capacidad
in vitro para diferenciarse a células del endodermo y ecto-
dermo, por lo que surgio¢ el concepto de células madre
mesenquimales (MSC)3. El grupo de células adherentes al
plastico procedentes de médula 6sea es heterogéneo y no
todas presentan las caracteristicas requeridas para ser
consideradas células madre multipotentes®.

Recientemente la Sociedad Internacional de Terapia
Celular (ISCT) ha descrito los criterios minimos que debe
cumplir una célula para ser considerada MSC5 (adheren-
cia al plastico, expresion o carencia de determinados an-
tigenos de superficie, capacidad de expansion in vitro y
diferenciacion hacia grasa, cartilago y hueso).

Por tanto las células de médula 6sea adherentes al
plastico, capaces de generar colonias, deben ser denomi-
nadas “células mesenquimales estromales multipotentes”,
reservando el término “célula madre mesenquimal” Unica-
mente para aquéllas con capacidad de diferenciacion a
grasa, hueso y cartilago®.

La puncion-aspiracion de la cresta iliaca permite ob-
tener una gran cantidad de muestra de buena calidad. No
obstante la técnica para puncion requiere personal entre-
nado y no esta exenta de posibles complicaciones. Otras
localizaciones mas accesibles y con menor riesgo poten-

cial es la esponjosa de las metéfisis alrededor de la rodilla,
aungue no existen estudios que indiquen claramente la
presencia y caracteristicas de las MSCs a dicho nivel.

Basandonos en estas observaciones realizamos un
estudio prospectivo, no randomizado, comparando las
muestras de aspirado de médula 6sea en un grupo de
pacientes sometidos a una intervencion de protesis total
de rodilla. En el contexto de la cirugia se extrajeron a cada
paciente muestras de tres localizaciones distintas: cresta
iliaca, metéfisis distal de fémur y metafisis proximal de
tibia, analizando las muestras y comparando sus caracte-
risticas entre si.

El objetivo de este estudio es demostrar la presencia
de MSCs en la médula 6sea de las metafisis distal de
fémur y proximal de la tibia; que se encuentran a una
concentracion similar que en la cresta iliaca; asi como que
éstas células poseen las mismas caracteristicas de expan-
sién y multipotencialidad.

2. MATERIAL Y METODOS

Tras la aprobacion del comité de ética de nuestro centro,
se incluyo en el estudio a aquellos pacientes que no mos-
traban ninguno de los criterios de exclusion y que dieron
su consentimiento informado para su participacion en el
estudio.

En total participaron 23 pacientes. De ellos, 3 han sido
eliminados del estudio por presentar criterios de exclusion.
En otros 3 pacientes se extrajeron las muestras con la is-
quemia ya aplicada ya sobre el miembro por lo que las
muestras procedentes de fémur y tibia en estos pacientes
no han sido incluidas en el estudio. En un caso no se ob-
tuvo médula 6sea de tibia al realizar el aspirado por causa
desconocida.

El motivo de realizar el estudio en el contexto de una
cirugia de protesis total de rodilla es minimizar la iatroge-
nia aprovechando el tipo de anestesia, el area anatémica
y las condiciones de esterilidad requeridas para la inter-
vencion.

Los criterios de exclusion empleados son: la no obten-
cién de consentimiento informado, edad mayor de 75
anos, tratamiento con citostaticos o corticoides, alcoho-
lismo, presencia de lesiones dérmicas en extremidades
inferiores, radioterapia previa afectando a pelvis o rodilla,
infeccion activa, anemia (Hb < 10.0 gr/dL), leucopenia
(Leucocitos < 4000/mm?3), o procesos tumorales activos.

21. Técnica de aspirado medular

Las muestras son tomadas en quiréfano siempre por el
mismo investigador, con el paciente en decubito supino
bajo anestesia epidural y segun técnica estéril. El proceso
se realiza en los instantes previos al comienzo de la ciru-
gia y antes de aplicar isquemia sobre el miembro.

Para realizar el aspirado de médula 6sea empleamos
un trécar de 11’ canulado con orificios laterales y conexion
tipo Luer-Lock (Synthes®) (Figura 1).
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En primer lugar realizamos la puncion-aspiracion
sobre cresta iliaca. Esta se realiza sobre la cresta del
mismo lado a intervenir, realizando la entrada en un punto
situado aproximadamente a 5 cm. posteriores a la espina
ilfiaca anterosuperior, dirigiendo la punta del trécar hacia
el espesor del iliaco.

A continuacién se realiza la puncion de la metafisis
distal del fémur. Esta se realiza en la cara anterior de la
rodilla, en el punto inmediatamente proximal al polo supe-
rior de la rétula, inclinando la aguja unos 30° en direccion
caudal (Figura 2).

Por ultimo se punciona la tibia. La entrada se realiza a
nivel de la tuberosidad tibial anterior en direccion paralela
al plano articular.

Los puntos de insercion en fémur vy tibia se realizan en
linea con la incision de piel programada para la artroplastia.

Se realiz6 aspirado de médula 6sea de cada localiza-
cion, variando la orientacion y profundidad del trocar por
cada 2 mL. aspirados para prevenir dilucion de la muestra
y contaminacion con sangre periférica®.

En determinados pacientes se extrajo una mayor can-
tidad de aspirado de M.O de cresta iliaca para otros estu-
dios, previo consentimiento del paciente.

El proceso no modifica en absoluto la técnica quirdr-
gica programada.

Las muestras del aspirado son recogidas en tubos
heparinizados (Heparina 1%, 1 ml. por cada 10 ml. de
médula 6sea) y etiquetadas. A continuacion son transpor-
tadas inmediatamente al laboratorio de terapia celular de
nuestra institucion para su procesamiento y analisis por
parte del personal de dicho departamento.

2.2. Procesado de las muestras en laboratorio para
identificacion y expansion de las MSC.

Se realiza filtrado, hemograma y citometria preliminares de
las muestras para confirmar que la muestra procede de
médula 6sea y no se encuentra contaminada por sangre
periférica.

Se realiza una seleccion de las células mononuclea-
das mediante separacion por gradiente de densidad utili-
zando Ficoll-Paque®. La muestra resultante se somete a
lavados y choque osmotico para eliminar restos celulares
no deseados’.

A continuacion se hace un recuento de las células
mononucleadas viables en camara de Neubauer mediante
tincion con azul tripan.

La muestra de CMNs se planta en frascos de cultivo con
suelo de plastico en un medio apto para la expansion de
MSCs compuesto por DMEM (Medio de Eagle modificado
por Dulbecco), suplementado con glutamato, FBS (Suero bo-
vino fetal) al 10%, Penicilina al 1% y Estreptomicina al 1%.

Las muestras se mantienen a 37°C con atmosfera al
5% de CO2 y humedad del 90% en la incubadora reali-
zando cambio del medio cada 3 dias. Si la expansion
celular provoca una confluencia del 80-90% de la superfi-
cie del frasco de cultivo, se resuspende mediante tripsini-
zacion y se divide para no frenar el crecimiento celular®.

Una medida de seguridad empleada para evitar la
aparicion de células con mutaciones no deseadas es limi-
tar el tiempo de cultivo de las muestras a 6 semanas, o en
caso de expansion rapida un maximo de 4 pases®.

En caso de observar mala evolucion del cultivo (se-
nescencia, células no adheridas al plastico, muerte celu-
lar) éste es desechado, lo que se considera como fracaso
del cultivo en el analisis de los resultados.

2.3. Protocolo para identificacién de MSC.

El protocolo para identificacion de MSCs en las muestras
de aspirado de médula 6sea se realiza mediante citome-
tria de flujo (FACS).

En el estudio se utilizaron marcadores con fluorocro-
mos para la deteccidn de los siguientes antigenos de
membrana: CD106, CD117, CD105, CD3, CD90, VEGF,
CD31, CD73, CD14, CD71, CD34, CD45, HLA-DR, CD184,
CD271, CD133 y CD19.

La organizacion de la bateria de marcadores de inmu-
nofluorescencia se indica en la figura 1.

El andlisis se realiza empleando un citometro FACSca-
libur usando el programa informatico CellQuest Pro para
la visualizacion de los resultados.

2.4. Diferenciacion de las MSCs hacia grasa, hueso
y cartilago

Se induce la diferenciacion de las MSCs mediante su in-
cubacion en medios especificos para ello.

En este estudio hemos empleado medios comerciales
para la diferenciacion hacia grasa'* (NH Adipodiffmedium),
cartilago™ '® (NH Chondrodiffmedium) y hueso' 15 8 (NH
Osteodiffmedium) de la casa MiltenyiBiotec, a los que se
ha afadido Penicilina al 1% y Estreptomicina al 1% para
evitar colonizacion bacteriana de las muestras.

El tiempo de incubacion para la diferenciacion osteo-
génica es de 10 dias, para la diferenciacion hacia grasa
21 dias y hacia cartilago de 24 dias. El proceso de dife-
renciacion termina con la tincion de las muestras y su vi-
sualizacion al microscopio para la deteccion de osteoblas-
tos, condrocitos y adipocitos.

La deteccion de adipocitos se realizd mediante tincion
con Oil Red O, la deteccion de condrocitos mediante Azul
de Toluidina y la de osteoblastos mediante Rojo de Aliza-
rina, segun las técnicas habituales.

3. RESULTADOS

En total participaron 23 pacientes. De ellos, 3 han sido
eliminados del estudio por presentar criterios de exclusion.
En otros 3 pacientes se extrajeron las muestras con la is-
guemia ya aplicada ya sobre el miembro por lo que las
muestras procedentes de fémur y tibia en estos pacientes
no han sido incluidas en el estudio. En un caso no se ob-
tuvo médula 6sea de tibia al realizar el aspirado por causa
desconocida.Tras las pérdidas quedan en el estudio 20
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pacientes (20 aspirados de cresta iliaca, 17 de fémury 16
de tibia), 4 varones y 16 mujeres con edades comprendi-
das entre 64 y 75 afios (media 70,9 anos).

Macroscopicamente las muestras obtenidas a partir
de fémur vy tibia presentan una menor densidad y color
mas claro que las procedentes de cresta iliaca. En las dos
primeras se observa un sobrenadante de grasa mas im-
portante en las muestras de fémur que fue necesario eli-
minar previo a la filtracion de las muestras (Figura 3).

Los datos obtenidos fueron analizados utilizando el
programa estadistico SPSS version 15.0 (IBM statistics)
utilizando el test de Wilcoxon para la comparacion de
datos.

La concentracion de células mononucleadas por mili-
litro obtenida en las diferentes muestras fue una media de
10,05x10% CMNs/mL en Cresta iliaca, 6,7x10° CMNs/mL.
en Fémury 1,7x10%° CMNs/mL. en tibia, con una viabilidad
celular del 90, 95%, 81,18% y 83,63% respectivamente.

El numero final de células madre mesenquimales ob-
tenidas tras cultivo fue una mediana de 5,95x10° células
para cresta, 2,90x105 para fémur y 3,25x10° para tibia,
con un tiempo de cultivo medio de 40 dias para cresta,
34,2 dias para fémur y 31,88 dias para tibia.

El éxito o fracaso del cultivo celular se midié conside-
rando como fracaso de un cultivo aquellas muestras que
se desecharon por no presentar expansion ni crecimiento
celular o muestras en que fue imposible obtener aspirado
medular, y considerando éxito aquellas muestras cuyo
proceso se completd satisfactoriamente hasta el final. La
media de éxito delos cultivos para cresta fue del 90%,
71% para femur y 47% para tibia.

Considerando la médula 6sea de cresta iliaca como el
“Gold Standard” realizamos analisis no paramétricos me-
diante el test de Wilcoxon comparando las muestras de
fémur y tibia con la cresta y respectivamente entre si.

Los parametros de relevancia analizados fueron: Con-
centracion y viabilidad de las CMNs y numero total y via-
bilidad de MSCs al final del cultivo.

Las diferencias fueron estadisticamente significativas
en cuanto a la concentracion de CMNs, siendo claramente
superior la cresta iliaca (P<0,01), sin existir diferencias
entre el fémur y la tibia. La viabilidad de éstas células
mononucleadas fue también significativamente superior en
cresta iliaca.

No hubo diferencias en cuanto al numero de MSCs
obtenidas al final del proceso de cultivo y expansion entre
las tres localizaciones. La viabilidad de estas células fue
superior en cresta iliaca aunque sin alcanzar significacion
estadistica, y sin diferencias al comparar las otras dos lo-
calizaciones entre si.

Las tinciones tras el cultivo en medios de especificos
para diferenciacién mostraron la presencia de adipocitos,
osteoblastos y condrocitos en todas las muestras cultiva-
das (Figura 4).

El proceso para la extraccion de las muestras de
fémur y tibia fue sencillo, localizando las referencias ana-
témicas para la puncion facilmente en todos los casos
incluso en pacientes obesos. No hubo complicaciones en

ninguno de los casos y la cirugia programada se llevo a
cabo sin modificaciones en todos los pacientes. El dolor
residual tras la puncién de fémur vy tibia no pudo ser valo-
rado dado el contexto quirdrgico del paciente.

4. DISCUSION

El uso de células madre esta cada vez mas extendido en
el campo de la cirugia ortopédica como tratamiento ais-
lado 0 como apoyo para un acto quirdrgico.

El motivo de realizar este estudio es encontrar una
alternativa a la puncion de cresta iliaca. Existen estudios
que demuestran que el uso de injerto esponjoso de tibia
presenta buenos resultados para el tratamiento de la
pseudoartrosis'®, y la cara anterior de la rodilla ofrece una
localizacion accesible durante cualquier cirugia y de bajo
riesgo para la puncion con respecto a la cresta.

Haciendo una revision bibliografica hemos encontrado
muy pocos estudios que demuestran la presencia de
MSCs en médula 6sea de distintas localizaciones. La
mayor parte de estos estudios se han realizado en anima-
les?22, Mazzocca A. D. realiza un estudio® en pacientes
humanos aspirando médula ¢sea de cabeza humeral du-
rante la reparacion artroscopica de manguito rotador. En-
cuentra un resultado de 12,1x10%8 CMNs/mLde media en
los aspirados de M. O. En su estudio compara sus datos
con los obtenidos por diferentes autores en aspirados de
cuerpo vertebral?®, cresta iliaca® 26 ENREF 2, y humero
proximal®* 2?7, Los autores presentan resultados muy pare-
cidos entre si con una concentracion media de 17,3x10°
CMNs/mL.

Nuestro estudio difiere en gran medida con estos re-
sultados, siendo la concentracion media hallada muy infe-
rior tanto en cresta iliaca (10,05x10° CMNs/mL) como en
fémur (6,7x10° CMNs/mL.) y tibia (1,7x10®° CMNs/mL). La
diferencia obtenida en cresta iliaca probablemente es de-
bido a la elevada edad media de nuestro estudio (70,9
anos) dado el disefio del mismo.

En su estudio, De GirolamoL. y colaboradores® anali-
zan 11 pacientes comparando aspirado de médula ésea
procedente de microfracturas realizadas sobre defectos
osteocondrales de rodilla con cresta iliaca. Demuestran que
un 0,02% de las células del aspirado del hueso subcondral
corresponden a MSCs frente a un 0,04% presente en cresta
iliaca, y que las primeras solamente pueden ser cultivadas
durante unos pocos pases aunque presentan capacidad
para diferenciacion trilineal. Lamentablemente el disefio del
estudio no permite realizar una comparacion con nuestros
datos, aunque las conclusiones son muy similares.

Los resultados obtenidos en nuestro estudio indican
una menor concentracion de CMNs en el fémur vy la tibia
con respecto a la cresta iliaca. Se considera que el nu-
mero de éstas células esta correlacionado directamente
con la concentracion de células madre mesenquimales® 29,
por lo que podemos afirmar que la concentracion de
MSCs también sera significativamente menor en fémur y
tibia con respecto a la cresta iliaca.
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Partiendo de un mismo numero de células plantadas
el resultado final de MSCs obtenidas tras cultivo y la via-
bilidad de éstas no presentan diferencias estadisticamente
significativas en las tres localizaciones. Asimismo todas las
muestras presentaron capacidad para diferenciacion
hacia grasa, cartilago y hueso al ser cultivadas en medios
especificos para ello. A la vista de estos datos se puede
afirmar que la capacidad replicativa y multipotente de las
MSCs procedentes de cresta iliaca, fémur y tibia parece
ser similar.

La tasa de éxito de los cultivos es drasticamente infe-
rior en las muestras procedentes de tibia (47%), y ello
parece estar correlacionado con la baja viabilidad de las
CMNs observada en dichas muestras. No obstante, las
caracteristicas de las MSCs derivadas de los cultivos con
éxito son similares a las procedentes de fémur y cresta.

El estudio presenta varias limitaciones, pero la princi-
pal es la avanzada edad de nuestros pacientes. Existen
multiples estudios en los que se demuestra que el numero
de las células madre presentes en M.O disminuye con la
edad, no asi sus caracteristicas, lo que concuerda con
nuestros resultados. A pesar de no haber tenido ninguna
complicacion en nuestro estudio un riesgo potencial de la
puncion de la metéfisis femoral es la posibilidad de artritis
séptica, dado que el trayecto del trocar atraviesa una por-
cion intrarticular.

En conclusioén, la médula dsea presente en las metafi-
sis distal de fémur y proximal de tibia tiene una concentra-
cion significativamente menor de células madre mesenqui-
males respecto a la procedente de cresta iliaca, aunque
no parecen existir diferencias en cuanto a la capacidad
replicativa y multipotencialidad de dichas células. Las
muestras procedentes de fémur tienen un mayor éxito de
cultivo que las de tibia. La puncién-aspiracion de las me-
tafisis en torno a la rodilla segun la técnica descrita es
sencilla y con bajo riesgo, aunque son necesarios mas
estudios para poder investigar su potencial terapéutico.
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6. ANEXOS
6.1. ANEXO|. MODELO DE CONSENTIMIENTO INFORMADO PARA ACEPTACION DE INCLUSION EN EL ESTUDIO

CONSENTIMIENTO INFORMADO PARA EL ASPIRADO DE MEDULA OSEA DE CRESTA ILIACA,
METAFISIS DISTAL DE FEMUR Y METAFISIS PROXIMAL DE TIBI

Seguro que usted ha tenido conocimiento de los avances tecnoldgicos en el campo de la Terapia Celular y la Medicina
Regenerativa. La experimentacion con células madre ofrece nuevas oportunidades para el tratamiento y curaciéon de
enfermedades complejas. Para avanzar en el conocimiento de la biologia de estos tipos celulares, asi como las técnicas
empleadas en su procesamiento, es muy importante el poder estudiar muestras de tejidos sanos. Uno de los tejidos mas
ricos en células madre y méas utilizados por su facil acceso es la Médula Osea. Este tejido se encuentra en la epifisis de
huesos planos en el adulto: cresta iliaca, esternén, etc.

Usted va a ser sometido a la siguiente intervencion: Prétesis Total de Rodilla. La anestesia a la que estara sometido
nos permitiria tomar una muestra de médula 6sea, mediante aspirado en cresta iliaca (hueso plano de la cadera), de
cantidad inferior a 5 ml. de sangre sin que ello modifique la técnica quirtrgica ni el protocolo de intervencion. En el caso
de que usted sintiese alguna molestia se le aplicaria anestesia local. La puncion se realiza en la cresta iliaca con un trocar
fino (aguja fina de aspirado/puncién medular). En este caso los riesgos incluyen: Infeccion del punto de entrada, hema-
toma o cardenal pasajero, perforacion de viscera hueca, dolor en el punto de extraccion. Asi mismo se tomaran muestras
similares de las zonas de hueso de tibia y fémur donde le va a ser implantada la prétesis, sin que se modifique la técnica
quirdrgica de ésta.

Seria de gran utilidad que usted nos autorizase a realizarle una puncion/aspiracion de médula 6sea a nivel de la cresta
iliaca. La donacion del aspirado es totalmente voluntaria y en ningun caso se le realizara si no da su consentimiento. Esta
donacion no tiene beneficio propio para usted Unicamente su apoyo a la investigacion, dado que la importancia de este
tipo de estudios es crucial para el avance de la Medicina.

Por tanto, le proponemos que nos permita aprovechar su intervencioén quirargica (Protesis Total de Rodilla) y el
tipo de anestesia que ésta conlleva (Generalmente epidural) para realizar el procedimiento antes descrito (Puncion
aspiracion de médula ¢sea en cresta iliaca).

Le garantizamos que el material se tratara con la mayor confidencialidad y los datos del donante se mantendran bajo
la mas estricta confidencialidad y anonimato, segun dispone la Ley Organica 15/1999, de 13 de diciembre, de Proteccion
de Datos de Caracter Personal.

La unica finalidad de esta prueba es obtener material para investigacion y en todo momento nos ajustaremos a la
legislacion vigente sobre la materia. Dicho material se recogera en las condiciones adecuadas y se usara unicamente
parainvestigacion. En ningun caso se dara uso comercial a éste material.

La donacion de éste material es voluntaria y altruista, y usted estaria colaborando en el avance de la investigacion
biomédica.
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Declaracién del donante:

Se me ha facilitado esta hoja informativa, habiendo comprendido el significado del procedimiento y los riesgos inhe-
rentes al mismo, y declaro estar debidamente informado/a, segun disponen los articulos 8,9 y 10 de la Ley 41/2002, del
14 de noviembre, Basica reguladora de la autonomia del paciente y de Derechos y Obligaciones en materia de Informa-
cion y Documentacion Clinica, habiendo tenido oportunidad de aclarar mis dudas y habiendo recibido respuesta a todas
mis preguntas y tomado la decision de manera libre y voluntaria.

* He sido informado porelDr. . ... .. ... .. ...... del procedimiento de aspirado de médula 0sea a nivel
de cresta iliaca, fémur y tibia realizado en el contexto de una cirugia de protesis total de rodilla.

* He comprendido la informacion recibida y he podido formular todas las preguntas que he creido oportunas.

+ Autorizo a que se me realice aspirado de médula 6sea a nivel de cresta iliaca, fémur y tibia de la zona de la ro-
dilla durante la cirugia en la que se me va a implantar una protesis total de rodilla.

Nombre:. . ...
Madrida .... de.................... delafo.......
Firma del donante Firma del médico que informa

Revocacion/Denegacion de consentimiento informado.

YO, D/DRa. . . o después de ser informado/a de la naturaleza y riesgos
del procedimiento propuesto, manifiesto de manera libre y consciente mi denegacion o revocacion para su realizacion.

Madrida .... de.................... delafo.......

Firma del donante

CONTACTO. Servicio de Traumatologia del Hospital Gregorio Marafion. Dr. Fco. Javier Vaquero Martin, Jefe de Servicio: Teléfono: 91 586 8426/8427
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6.2. ANEXO Il. TABLAS Y FIGURAS

Figura 1. Trocar para puncién-aspiracion de médula ésea con orifi-
cios laterales (BMA system, Synthes®).

Figura 4. Muestras de diferenciacion adipogénica(A) y osteogénica (B).

Figura 2. Localizacion de los puntos de puncion para el aspirado.
A: En el plano lateral sobre fémur, proximal al polo superior de rétula
con una inclinacién caudal de 30°; sobre tibia, perpendicular a tu-
berosidad tibial. B: En el plano anteroposterior se punciona en linea
sobre la incision programada para la artroplastia.

Figura 3. Muestra de médula 6sea de fémur tras realizar separacion

por gradiente de Ficoll. Obsérvese la gran cantidad de grasa pre-
sente en la capa superior de la muestra. Figura 5. Muestras de diferenciacion condrogénica.
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Tabla 1. Organizacion de baterias de fluorocromos para analisis de citometria.

Tubos FITC PE PERCP APC
1 CONTROL
2 106 (10 pl) VEGF (7 ul) 34 (5 pl) 184 (7 ul)
3 117 (7 ) 31 (10 pl) HLADR (7 pl) 271 (6 wl)
4 105 (10 pl) 73 (6 ) CD 45 133 (7 ul)
5 3 (10 pl) 14 (10 ul) * 19 (6 ul)
6 90 (2 pl) 71 (10 i) 2 g

Tabla 2. Marcadores empleados para la citometria. Se incluye la descripcion o la poblaciéon célular en las que se encuentra presente.

Marcador Descripcion o localizacion
CD3 Células 3
CD14 Monocitos
CD19 Células B

CD31, PECAM1, GPlla

Plaguetas, monocitos, granulocitos, cls B.

CD34 Células progenitoras hematopoyéticas.
CD45, PTPRC Células hematopoyéticas (excepto eritrocitos) y HSCs.
CCT71 Receptor de transferina: células en proliferacion.

CD73, ECTO 5’ nucleotidasa

Subpoblaciones de células By T.

CD90, THY 1

Subpoblacion de células madre, células estromales del timo.

CD105, endoglin

Células endoteliales.

106, VCAM-1

Células endoteliales activadas.

CD117, receptor-SCF, c-kit

Células progenitoras.

CD133, AC-133

Subpoblacion células madre.

CD184, CXCR4

Subpoblacion de células T, células B, monocitos, dendriticas y endoteliales

CD271, NGFR Neuronas, células estromacales, células foliculares dendriticas.
VEGF Factor de crecimiento vascular endotelial.
HLA-DR Antigeno humano de histocompatibilidad.
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Tabla 5. Sexo V=1 M=2.

PRUEBAS NO PARAMETRICAS

Frecuencia Porcentaje Porcentaje valido Porcentaje acumulado
\ 4 20,0 20,0 20,0
Vélidos M 16 80,0 80,0 100,0
Total 20 100,0 100,0
Tabla 6. Exito del cultivo Cresta.
Frecuencia Porcentaje Porcentaje valido Porcentaje acumulado
No 2 10,0 10,0 10,0
Vélidos Si 18 90,0 90,0 100,0
Total 20 100,0 100,0
Tabla 7. Exito del cultivo FEMUR.
Frecuencia Porcentaje Porcentaje valido Porcentaje acumulado
No 5 25,0 29,4 29,4
Vélidos Si 12 60,0 70,6 100,0
Total 17 85,0 100,0
Perdidos | Sistema 3 15,0
Total 20,0 100,0
Tabla 8. Exito del cultivo TIBIA.
Frecuencia Porcentaje Porcentaje valido Porcentaje acumulado
No 8 40,0 50,0 50,0
Vélidos Si 8 40,0 50,0 100,0
Total 16 80,0 100,0
Perdidos | Sistema 4 20,0
Total 20 100,0
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Tabla 9. Prueba de los rangos con signo de Wilcoxon.

N Rango promedio | Suma de rangos

Volumen M.O Fémur - Volumen M.O Cresta Rangos negativos 13(a) 9,00 117,00
Rangos positivos 2(b) 1,50 3,00
Empates 2(c)
Total 17

N° total CMN Fémur - N° total CMN Cresta Rangos negativos 17(d) 9,00 153,00
Rangos positivos 0(e) ,00 ,00
Empates 0(f)
Total 17

Concentracion Fémur - Concentracion Cresta | Rangos negativos 15(g) 9,93 149,00
Rangos positivos 2(h) 2,00 4,00
Empates 0(i)
Total 17

zﬁf)bgfiea;?aCMN (%) Fémur - Viabilidad CMN Rangos negativos 11() 8.05 88.50
Rangos positivos 3(Kk) 5,50 16,50
Empates 3(1)
Total 17

Plantadas Fémur - Plantadas Cresta Rangos negativos 4(m) 2,50 10,00
Rangos positivos 0(n) ,00 ,00
Empates 13(0)
Total 17

Pase 0 Fémur - Pase 0 Cresta Rangos negativos 12(p) 8,88 106,50
Rangos positivos 5(q) 9,30 46,50
Empates o(r)
Total 17

ConcentracMSC.Fémur - ConcentracMSC.Cresta | Rangos negativos 11(s) 11,09 122,00
Rangos positivos 6(t) 517 31,00
Empates 0(u)
Total 17

N° final Fémur - N° final Cresta Rangos negativos 7(Vv) 7,00 49,00
Rangos positivos 4(w) 4,25 17,00
Empates 1(x)
Total 12

Dias de cultivo Fémur - Dias de cultivo Cresta | Rangos negativos 7(y) 4,00 28,00
Rangos positivos 0(z) ,00 ,00
Empates 10(aa)
Total 17

zﬁf)bgfezfa'v'sc (%) Femur - Viabilidad MSC | o105 negativos 10(bb) 8,25 82,50
Rangos positivos 4(cc) 5,63 22,50
Empates 0(dd)
Total 14

Volumen M.O Fémur < Volumen M.O Cresta
Volumen M.O Fémur > Volumen M.O Cresta
Volumen M.O Fémur = Volumen M.O Cresta

p Pase 0 Fémur < Pase 0 Cresta
g Pase 0 Fémur > Pase 0 Cresta
r Pase 0 Fémur = Pase 0 Cresta

N° total CMN Fémur < N° total CMN Cresta

N° total CMN Fémur > N° total CMN Cresta

f N° total CMN Fémur = N° total CMN Cresta

g Concentracion Fémur < Concentracién Cresta

h Concentracion Fémur > Concentracion Cresta

i Concentracién Fémur = Concentracion Cresta

j Viabilidad CMN (%) Fémur < Viabilidad CMN (%) Cresta
k Viabilidad CMN (%) Fémur > Viabilidad CMN (%) Cresta
| Viabilidad CMN (%) Fémur = Viabilidad CMN (%) Cresta
m Plantadas Fémur < Plantadas Cresta

n Plantadas Fémur > Plantadas Cresta

o Plantadas Fémur = Plantadas Cresta

[OlNeRI eI e Y]

s ConcentracMSC.Fémur<ConcentracMSC.Cresta

t ConcentracMSC.Fémur>ConcentracMSC.Cresta

u ConcentracMSC.Fémur = ConcentracMSC.Cresta

v N° final Fémur < N° final Cresta

w N° final Fémur > N° final Cresta

x N° final Fémur = N° final Cresta

y Dias de cultivo Fémur < Dias de cultivo Cresta

z Dias de cultivo Fémur > Dias de cultivo Cresta

aa Dias de cultivo Fémur = Dias de cultivo Cresta

bb Viabilidad MSC (%) Fémur < Viabilidad MSC (%) Cresta
cc Viabilidad MSC (%) Fémur > Viabilidad MSC (%) Cresta
dd Viabilidad MSC (%) Fémur = Viabilidad MSC (%) Cresta
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Tabla 10. Estadisticos de contraste (b).

V4 Sig. asintot. (bilateral)
Volumen M.O Fémur - Volumen M.O Cresta -3,239(a) ,001
N° total CMN Fémur - N° total CMN Cresta -3,621(a) ,000
Concentracion Fémur - Concentracion Cresta -3,432(a) ,001
Viabilidad CMN (%) Fémur - Viabilidad CMN (%) Cresta -2,262(a) ,024
Plantadas Fémur - Plantadas Cresta -1,841(a) ,066
Pase 0 Fémur - Pase 0 Cresta -1,420(a) ,156
ConcentracMSC.Fémur - ConcentracMSC.Cresta -2,154(a) ,031
N° final Fémur - N° final Cresta -1,423(a) ,155
Dias de cultivo Fémur - Dias de cultivo Cresta -2,384(a) 017
Viabilidad MSC (%) Fémur - Viabilidad MSC (%) Cresta -1,885(a) ,059

a Basado en los rangos positivos.
b Prueba de los rangos con signo de Wilcoxon

Tabla 11. Prueba de los rangos con signo de Wilcoxon. -RANGO-.

N Rango promedio | Suma de rangos

Volumen M.O Tibia - Volumen M.O Cresta Rangos negativos 12(a) 8,42 101,00
Rangos positivos 2(b) 2,00 4,00
Empates 2(c)
Total 16

N° total CMN Tibia - N° total CMN Cresta Rangos negativos 15(d) 9,00 135,00
Rangos positivos 1(e) 1,00 1,00
Empates 0(f)
Total 16

Concentracion Tibia - Concentracion Cresta Rangos negativos 15(g) 8,93 134,00
Rangos positivos 1(h) 2,00 2,00
Empates 0(i)
Total 16

Eﬁf)bgfeas?aCMN (%) Tibia - Viabilidad CMN | o1\ 10s negativos 12() 9,25 111,00
Rangos positivos 4(K) 6,25 25,00
Empates o(l)
Total 16

Plantadas Tibia - Plantadas Cresta Rangos negativos 2(m) 2,50 5,00
Rangos positivos 1(n) 1,00 1,00
Empates 13(0)
Total 16

Pase 0 Tibia - Pase 0 Cresta Rangos negativos 11(p) 8,36 92,00
Rangos positivos 5(q) 8,80 44,00
Empates o(r)
Total 16

ConcentracMSC.tibia - ConcentracMSC.Cresta Rangos negativos 10(s) 10,05 100,50
Rangos positivos 6(t) 5,92 35,50
Empates 0(u)
Total 16

N° final Tibia - N° final Cresta Rangos negativos 4(v) 5,50 22,00
Rangos positivos 3(w) 2,00 6,00
Empates 1(x)
Total 8
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N Rango promedio | Suma de rangos
Dias de cultivo Tibia - Dias de cultivo Cresta Rangos negativos 9(y) 5,00 45,00
Rangos positivos 0(z) ,00 ,00
Empates 7(aa)
Total 16
zﬁf)bg?;?a'vlsc (%) Tibia - Viabilidad MSC Rangos negativos 5(bb) 5,00 25,00
Rangos positivos 2(cc) 1,50 3,00
Empates 1(dd)
Total 8

Volumen M.O Tibia < Volumen M.O Cresta

Volumen M.O Tibia > Volumen M.O Cresta

Volumen M.O Tibia = Volumen M.O Cresta

N° total CMN Tibia < N° total CMN Cresta

N° total CMN Tibia > N° total CMN Cresta

f N° total CMN Tibia = N° total CMN Cresta

g Concentracion Tibia < Concentracion Cresta

h Concentracion Tibia > Concentracion Cresta

i Concentracién Tibia = Concentracion Cresta

j Viabilidad CMN (%) Tibia < Viabilidad CMN (%) Cresta
k Viabilidad CMN (%) Tibia > Viabilidad CMN (%) Cresta
I Viabilidad CMN (%) Tibia = Viabilidad CMN (%) Cresta
m Plantadas Tibia < Plantadas Cresta

n Plantadas Tibia > Plantadas Cresta

o Plantadas Tibia = Plantadas Cresta

p Pase 0 Tibia < Pase 0 Cresta

g Pase 0 Tibia > Pase 0 Cresta

r Pase 0 Tibia = Pase 0 Cresta

s ConcentracMSC.tibia<ConcentracMSC.Cresta

t ConcentracMSC.tibia>ConcentracMSC.Cresta

u ConcentracMSC.tibia = ConcentracMSC.Cresta

v Ne final Tibia < N° final Cresta

w N final Tibia > N° final Cresta

x N° final Tibia = N° final Cresta

y Dias de cultivo Tibia < Dias de cultivo Cresta

z Dias de cultivo Tibia > Dias de cultivo Cresta

aa Dias de cultivo Tibia = Dias de cultivo Cresta

bb Viabilidad MSC (%) Tibia < Viabilidad MSC (%) Cresta
cc Viabilidad MSC (%) Tibia > Viabilidad MSC (%) Cresta
dd Viabilidad MSC (%) Tibia = Viabilidad MSC (%) Cresta

[OlNeRI eI e Y]

Tabla 12. Estadisticos de contraste (C). Tabla coMPARATIVA TIBIA Vs CRESTA

z Sig. asintot. (bilateral)
Volumen M.O Tibia - Volumen M.O Cresta -3,045(a) ,002
N° total CMN Tibia - N° total CMN Cresta -3,464(a) ,001
Concentracion Tibia - Concentracion Cresta -3,413(a) ,001
Viabilidad CMN (%) Tibia - Viabilidad CMN (%) Cresta -2,225(a) ,026
Plantadas Tibia - Plantadas Cresta -1,069(a) ,285
Pase 0 Tibia - Pase 0 Cresta -1,241(a) 215
ConcentracMSC.tibia - ConcentracMSC.Cresta -1,681(a) ,093
N° final Tibia - N° final Cresta -1,352(a) 176
Dias de cultivo Tibia - Dias de cultivo Cresta -2,668(a) ,008
Viabilidad MSC (%) Tibia - Viabilidad MSC (%) Cresta -1,863(a) ,063

a Basado en los rangos positivos.
b Prueba de los rangos con signo de Wilcoxon
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Tabla 13. Prueba de los rangos con signo de Wilcoxon.

N Rango promedio | Suma de rangos

Volumen M.O Tibia - Volumen M.O Fémur Rangos negativos 3(a) 3,33 10,00
Rangos positivos 6(b) 5,83 35,00
Empates 7(c)
Total 16

N° total CMN Tibia - N° total CMN Fémur Rangos negativos 7(d) 6,43 45,00
Rangos positivos 9(e) 10,11 91,00
Empates 0(f)
Total 16

Concentracion Tibia - Concentracion Fémur Rangos negativos 7(9) 8,71 61,00
Rangos positivos 9(h) 8,33 75,00
Empates 0(i)
Total 16

Viabilidad CMN (%) Tibia - Viabilidad CMN . .

(%) Fémur Rangos negativos 9(j) 7,94 71,50
Rangos positivos 7(k) 9,21 64,50
Empates 0(l)
Total 16

Plantadas Tibia - Plantadas Fémur Rangos negativos 2(m) 1,50 3,00
Rangos positivos 1(n) 3,00 3,00
Empates 13(0)
Total 16

Pase 0 Tibia - Pase 0 Fémur Rangos negativos 8(p) 8,06 64,50
Rangos positivos 8(q) 8,94 71,50
Empates o(r)
Total 16

ConcentracMSC.tibia - ConcentracMSC.Fémur | Rangos negativos 9(s) 8,33 75,00
Rangos positivos 7(1) 8,71 61,00
Empates 0(u)
Total 16

N° final Tibia - N° final Fémur Rangos negativos 7(Vv) 4,43 31,00
Rangos positivos 1(w) 5,00 5,00
Empates 0(x)
Total 8

Dias de cultivo Tibia - Dias de cultivo Fémur Rangos negativos 4(y) 3,75 15,00
Rangos positivos 2(2) 3,00 6,00
Empates 10(aa)
Total 16

P N e Al

\{)|ab|ll’dad MSC (%) Tibia - Viabilidad MSC Rangos negativos 4(bb) 3.63 14.50

(%) Femur
Rangos positivos 3(cc) 4,50 13,50
Empates 1(dd)
Total 8

a Volumen M.O Tibia < Volumen M.O Fémur p Pase 0 Tibia < Pase 0 Fémur

b Volumen M.O Tibia > Volumen M.O Fémur q Pase 0 Tibia > Pase 0 Fémur

¢ Volumen M.O Tibia = Volumen M.O Fémur r Pase 0 Tibia = Pase 0 Fémur

d N° total CMN Tibia < N° total CMN Fémur s ConcentracMSC.tibia<ConcentracMSC.Fémur

e N° total CMN Tibia > N° total CMN Fémur t ConcentracMSC.tibia>ConcentracMSC.Fémur

f N° total CMN Tibia = N° total CMN Fémur u ConcentracMSC.tibia = ConcentracMSC.Fémur

g Concentracion Tibia < Concentracion Fémur v N° final Tibia < N° final Fémur

h Concentracion Tibia > Concentracion Fémur w N° final Tibia > N° final Fémur

i Concentracion Tibia = Concentracion Fémur x N° final Tibia = N° final Fémur

j Viabilidad CMN (%) Tibia < Viabilidad CMN (%) Fémur y Dias de cultivo Tibia < Dias de cultivo Fémur

k Viabilidad CMN (%) Tibia > Viabilidad CMN (%) Fémur z Dias de cultivo Tibia > Dias de cultivo Fémur

I Viabilidad CMN (%) Tibia = Viabilidad CMN (%) Fémur aa Dias de cultivo Tibia = Dias de cultivo Fémur

m Plantadas Tibia < Plantadas Fémur bb Viabilidad MSC (%) Tibia < Viabilidad MSC (%) Fémur

n Plantadas Tibia > Plantadas Fémur cc Viabilidad MSC (%) Tibia > Viabilidad MSC (%) Fémur

o Plantadas Tibia = Plantadas Fémur dd Viabilidad MSC (%) Tibia = Viabilidad MSC (%) Fémur
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Tabla 14. Estadisticos de contraste (D).

V4 Sig. asintot. (bilateral)
Volumen M.O Tibia - Volumen M.O Fémur -1,487(a) 137
N° total CMN Tibia - N° total CMN Fémur -1,189(a) 234
Concentracion Tibia - Concentracion Fémur -,362(a) Nav
Viabilidad CMN (%) Tibia - Viabilidad CMN (%) Fémur -,181(b) ,856
Plantadas Tibia - Plantadas Fémur ,000(c) 1,000
Pase 0 Tibia - Pase 0 Fémur -,181(a) ,856
ConcentracMSC.tibia - ConcentracMSC.Fémur -,362(b) Nav
N° final Tibia - N° final Fémur -1,820(b) ,069
Dias de cultivo Tibia - Dias de cultivo Fémur -,943(b) 345
Viabilidad MSC (%) Tibia - Viabilidad MSC (%) Fémur -,085(b) ,933

a Basado en los rangos negativos.
b Basado en los rangos positivos.

d Prueba de los rangos con signo de Wilcoxon

¢ La suma de rangos negativos es igual a la suma de rangos positivos.

Tabla 15. Correlaciones cresta.

Pase 0 Cresta ’\(l;;i:taa“ Dl'ascc:zsctgltivo
Rho de Spearman | Pase O Cresta Coeficiente de correlacion 1,000 ,851(**) ,233
Sig. (bilateral) . ,000 ,323
N 20 18 20
N° final Cresta Coeficiente de correlacion ,851(**) 1,000 ,048
Sig. (bilateral) ,000 . ,849
N 18 18 18
Dias de eultivo Coeficiente de correlacion 233 048 1,000
Sig. (bilateral) ,323 ,849 .
N 20 18 20
** La correlacion es significativa al nivel 0,01 (bilateral).
Tabla 16. Correlaciones fémur.
Pase 0 Fémur I;l:‘;::.'nuil Dias':(:,:'rl t;L:Itivo
Rho de Spearman | Pase 0 Fémur Coeficiente de correlacion 1,000 ,930(*%) 409
Sig. (bilateral) . ,000 ,103
N 17 12 17
N° final Fémur Coeficiente de correlacion ,930(*%) 1,000 ,004
Sig. (bilateral) ,000 . ,990
N 12 12 12
Dias de cultivo Fémur | Coeficiente de correlacion 409 ,004 1,000
Sig. (bilateral) ,103 ,990 :
N 17 12 17

** La correlacion es significativa al nivel 0,01 (bilateral).
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Tabla 17. Correlaciones tibia.

Pase 0 Tibia | N°final Tibia| D> 9° CUlfvo
Rho de Spearman | Pase 0 Tibia Coeficiente de correlacion 1,000 ,946(*%) ,542(%)
Sig. (bilateral) . ,000 ,030
N 16 8 16
N° final Tibia Coeficiente de correlacion ,946(*%) 1,000 -,830(%)
Sig. (bilateral) ,000 . ,011
N 8 8 8
Dias de cultivo Tibia | Coeficiente de correlacion ,542(%) -,830(%) 1,000
Sig. (bilateral) ,030 ,011 .
N 16 8 16
** La correlacion es significativa al nivel 0,01 (bilateral).
* La correlacion es significativa al nivel 0,05 (bilateral).
Tabla 18. Pruebas no paramétricas. Estadisticos de contraste (b). Tabla comparativa fémur vs cresta.
V4 Sig. asintét. (bilateral)
N° total CMN Fémur - N° total CMN Cresta -3,621(a) ,000
Concentracion Fémur - Concentracion Cresta -3,432(a) ,001
Viabilidad CMN (%) Fémur - Viabilidad CMN (%) Cresta -2,262(a) ,024
Plantadas Fémur - Plantadas Cresta -1,841(a) ,066
Pase 0 Fémur - Pase 0 Cresta -1,420(a) ,156
ConcentracMSC.Fémur - ConcentracMSC.Cresta -2,154(a) ,031
N° final Fémur - N° final Cresta -1,423(a) ,155
Dias de cultivo Fémur - Dias de cultivo Cresta -2,384(a) ,017
Viabilidad MSC (%) Fémur - Viabilidad MSC (%) Cresta -1,885(a) ,059
Viabilidad MSC (%) Tibia - Viabilidad MSC (%) Cresta -1,863(a) ,063
a Basado en los rangos positivos.
b Prueba de los rangos con signo de Wilcoxon
Tabla 19. Estadisticos de contraste (d). Tabla comparativa fémur vs tibia.
V4 Sig. asintét. (bilateral)
Volumen M.O Tibia - Volumen M.O Fémur -1,487(a) 137
N° total CMN Tibia - N° total CMN Fémur -1,189(a) ,234
Concentracion Tibia - Concentracion Fémur -,362(a) 17
Viabilidad CMN (%) Tibia - Viabilidad CMN (%) Fémur -,181(b) ,856
Plantadas Tibia - Plantadas Fémur ,000(c) 1,000
Pase 0 Tibia - Pase 0 Fémur -,181(a) ,856
ConcentracMSC.tibia - ConcentracMSC.Fémur -,362(b) 17
N° final Tibia - N° final Fémur -1,820(b) ,069
Dias de cultivo Tibia - Dias de cultivo Fémur -,943(b) 345
Viabilidad MSC (%) Tibia - Viabilidad MSC (%) Fémur -,085(b) ,933
a Basado en los rangos negativos.
b Basado en los rangos positivos.
¢ La suma de rangos negativos es igual a la suma de rangos positivos.
d Prueba de los rangos con signo de Wilcoxon




