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1. INTRODUCCION Y JUSTIFICACION
DEL PROYECTO

Desde que Verfaille y Prosper describieron la capacidad
de ciertas células somaticas adultas (mesenquimales) de
generar mediante transdiferenciacion células funcional-
mente activas de otros tejidos, se abrieron las puertas de
la ingenieria tisular. Las estrategias de esta disciplina en
la que se han depositado todas las esperanzas de la
medicina regenerativa y reparadora, se fundamentan en
la combinacion de estas células pluripotenciales con ma-
teriales artificiales y moléculas bioactivas para inducir la
neoformacion tisular.

Las grandes reconstrucciones 6seas de cabeza y cuello
a las que tienen que enfrentarse los cirujanos ortopédi-
cos, orales y maxilofaciales, consecuencia de multiples
patologias (traumaticas, oncoldgicas, degenerativas o
congénitas) les han confinado a un constante peregrinar
buscando la técnica mas refinada y confiable, tanto desde
el punto de vista funcional como estético “°. La multitud
de técnicas empleadas (injertos autdlogos, alogénicos,
xenogeénicos o implante de biomateriales sustitutivos) se
ha manifestado insuficiente debido a sus limitaciones.
Problemas como la morbilidad sobre el sitio donante, los
largos tiempos quirdrgicos, la reabsorcion del injerto, el
deficiente resultado estético, la escasez de tejido o la in-
capacidad de éste para remodelarse y reaccionar ante
condiciones fisioldgicas hace necesaria la busqueda de
soluciones en la pericia de un trasplante celular que
ofrezca la posibilidad de preformar y conformar grandes
estructuras de hueso adaptadas a las necesidades exigi-
das por el defecto creado.

Las células “stem” mesenquimales (CSM) fueron descri-
tas por primera vez por Friedenstein como células no he-
matopoyéticas que residen en la médula ésea, con as-
pecto fibroblastico y caracteristicas de célula stem: capa-
cidad de auto-renovacion, proliferacion y con capacidad
de diferenciarse a varias lineas de tejido mesodérmico'*®.
A partir de entonces el interés clinico y bioldgico que han
despertado estas células ha ido en aumento, siendo mu-
chos los estudios sobre ellas en los que se han usando
diferentes métodos de aislamiento, expansion y caracte-
rizacion &0, Existen diferentes fuentes celulares en el or-
ganismo de las que se pueden obtener MSC: Médula
o6sea (MO), tejido adiposo (TA), pulpa dentaria, foliculo
piloso, placenta etc.

Debido a su amplia capacidad de auto-renovacion, proli-
feracion, multipotencialidad, propiedades inmunomodula-
doras y la capacidad para ser modificadas por técnicas
de ingenieria molecular han demostrado que podrian uti-
lizarse para la reparacion y regeneracion de tejidos tanto
en estudios preclinicos como clinicos. Las CSM influyen
directamente en la homeostasis del hueso 121315161719, nor
lo que cabe pensar que la pérdida de esta funcionalidad
celular pueda tratarse gracias a la aplicacion de CSM.

2. HIPOTESIS Y OBJETIVOS

HIPOTESIS

La utilizacion de células madre mesenquimales, de pro-
cedencia humana, con matrices tridimensionales indu-
cira una regeneracion 6sea completa en un defecto ca-
vitario masivo.

OBJETIVOS

1. Establecer la validez del modelo experimental pro-
puesto.

2. Demostrar, al menos, un 50% de regeneracion 6sea su-
perior al de métodos sin la utilizacion de células madre.

3. Sentar las bases para la realizacion de un ensayo cli-
nico en humanos.

3. METODOLOGIA

Se han empleado 39 ratas Wistar machos, con peso entre
300y 350 g, estabuladas en condiciones estandarizadas,
segun la legislacion vigente, y alimentadas, ad libitum, con
agua y dieta estandar (AQ4, Panlab, Madrid, Espafa), con
la siguiente composicion: Proteina bruta (17.62% del total),
materias grasas brutas (2.50%), celulosa bruta (4.05%),
cenizas brutas (4.38%), almidon (43.30%), calcio (0.66%),
fosforo (0.49%), sodio (0.14%), humedad (10.54%), lisina
(0.85%), metionina (0.29%), vitamina A (7500 Ul), vitamina
D (1500 Ul) y vitamina E (tocoferol) (15 mQ). Los animales
se sometieron a dieta absoluta, con agua ad libitum, 12
horas antes del experimento correspondiente.

GRUPOS EXPERIMENTALES

Los 39 animales se han distribuido en un grupo simulado
y de incio, de 9 animales y otro grupo de 30, grupo pro-
blema, para el estudio con células madre.

Grupo 1 simulado: Una vez realizado un defecto 6seo en
la extremidad inferior derecha se deja a libre evolucion
procediendo a su estudio a las 3, 6 y 9 semanas.

Grupo 2 problema: En 30 animales el implante de CSM
se realiz6 en el lado derecho y con el carrier pfosfato tri-
calcico (KeraOss®). El implante del carrier, sin CSM, siem-
pre en el lado izquierdo. Como control se practicé a su
vez un defecto 6seo sin implante en el lado derecho, a
5mm del de CSM vy carrier. Tiempos de estudio a las 3 y
6 y 9 semanas, estableciendo 3 subgrupos (2a, 2b y 2¢)
de 10 animales cada subgrupo

Todas las técnicas anestésicas y quirurgicas se han rea-
lizado bajo estrictas condiciones de asepsia en campana
de flujo laminar. Tras la cirugia, se estabularon los anima-
les hasta la eutanasia y obtencion de muestras.
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3.1. CELULAS MADRE. OBTENCION Y EXPANSION
DE MUESTRAS

Las CSM se obtuvieron a partir de células mononucleadas
(CMN) de médula 6sea de donantes voluntarios sanos. La
extraccion de médula 6sea se realiza bajo anestesia loco-
regional, por puncion en la espina iliaca postero-superior.
Posteriormente las muestras se procesan en el Laboratorio
de Terapia Celular del Hospital Universitario de Sala-
manca. Las CMN se obtienen mediante gradiente de den-
sidad sobre Ficoll-PaqueTM Plus (densidad: 1.077k, GE
Healthcare Bio-Sciences AB) durante 30 minutos a 500 g.
siguiendo el método descrito previamente por Minguell y
cols. " Las células mononucleadas (CMN) recuperadas de
la interfase se lavan 2 veces con medio de HBSS (Hank’s
Balanced Salt Solution with Phenol Red, BioWhittaker
Lonza Verviers, Belgium) durante 10 minutos a 300g. Fi-
nalmente el boton celular se resuspende en 1ml del medio
de expansion consistente en: Dulbecco’s Modified Eagle’s
médium-low glucosa (DMEN,Gibco Invitrogen Paisely,UK)
suplementado con 5% lisado plaquetario, heparina 2 U/ml
y 1% Penicilina104U/ml/Estreptomicina 104ug/ml (Gibco,
Invitrogen, Paisely, UK) y se procede al recuento celular
en camara de Neubauer.

Las CMN se plantan a una concentracion de 106 CMN/
cm2 con medio de expansion de células stem mesenqui-
males y se incuban a 37°C en una atmosfera humeda con
5% de CO,. Dos veces por semana se cambia la totalidad
del medio y las células no adheridas se desechan. Este
cultivo se mantiene hasta que se alcanza un 80-90% de
confluencia. En este momento, se retira todo el medio de
cultivo del frasco, se lava con PBS estéril (GIBCO Invitro-
gen Corporation, Paisely, UK) y se incuba con tripsina
0.05% 1X (GIBCO Invitrogen Corporation, Paisely, UK)
durante 5 minutos a 37°C. Posteriormente, se neutraliza la
tripsina anadiendo medio de expansion de células me-
senquimales y las células se vuelven a plantar a una con-
centracion menor con el fin de aumentar el numero de
células a obtener. Tras el 2° pase se obtienen las células
stem mesenquimales de interés que seran utilizadas para
los implantes en asociacion con el carrier 3 fosfato trical-
cico (KeraOss[]). 300-500 mil de CSM en 2° pase se trip-
sinizan y la suspension celular se pone en contacto con
los granulos de la mezcla que se implantan en la lesion
femoral creada en el modelo animal.

3.2 FASE QUIRURGICA

La técnica anestésica se ha practicado empleando gas
isofluorano (Forane, Abbott Laboratories),

Técnica quirurgica:

Se practicon una incision cutanea longitudinal de aproxi-
madamente 1 cm sobre el condilo femoral medial, en
ambas patas del animal. Se disecciono la fascia muscular
y el vasto medial para acceder a la region metafisaria del
fémur. La rotula proporciona una buena referencia para la
identificacion del condilo femoral. Se desperiostizé la cara

medial de la metafisis distal del fémur para poder centrar
bien el orificio, teniendo presente que el diametro de los
condilos es de unos 4 mm vy el defecto a crear es de 2
mm (Fig 1). El punto central de la perforacion se marcaba
con un punzon e inmediatamente se realizaba un primer
orificio con una broca de 1 mm de diametro (Fig 2). Pos-
teriormente, se procedia a fresar con la broca de 3 mm
para obtener el defecto 6seo deseado.

Una vez que completado el defecto cavitario (Fig 3), se
lavaba con abundante suero fisioldgico para eliminar los
detritus, se secaba el area con una gasa y se colocaba
el implante correspondiente.

En todos los animales el implante de CSM se realizo6 en
lado derecho y con el carrier. El implante del carrier ais-
lado, sin CSM, siempre en el lado izquierdo. Como control
se practicd a su vez un defecto 6seo sin implante en el
lado derecho, a 5mm del que contenia CSM y carrier (Fig.
4y 5).

Figura 1. Incision sobre el fémur del animal experimental.
Exposicion del campo quirurgico.

Figura 2. Realizacion del defecto oseo empleando fresa
de 2 mm &.
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Figura 3. Células mesenquimales preparadas para la mezcla
con el carrier.

Figura 4. Implante de la mezcla del carrier y las CSM en el
defecto 6seo.

Finalizada esta fase del procedimiento experimental se
procedia a cerrar por planos y estabular los animales de
acuerdo al tiempo estimado de evolucion antes de reali-
zar la extraccion del femur.

Una vez transcurridos, e, 6 0 9 meses, segun el grupo, se
procedia a practicar la eutanasia mediante la inyecccion
de sobredosis de pentotal sédico. Se procedié a extraer
los fémures, a practicar estudio radiolégico en todos los
casos Y el posterior envio para estudio histologico al De-
partamento de Anatomia e Histologia de la Universidad
de Salamanca.

3.3. PROTOCOLO HISTOLOGICO

Tras la practica de los estudios radiolégicos, el material
0seo se post fijaba en formol salino al 10%. En el mo-
mento en que se iniciaba el procesado de las muestras,
no descalcificadas, las piezas Oseas se volvian a lavar
con agua y se realizaba un serrado macroscoépico en
porciones que incluian hueso normal, hueso neoformado
y material implantado. Las porciones 6seas se introducian

en casetes y se deshidrataban empleando disoluciones
de graduacion creciente de etanol (70, 80, 90 y 95), es-
tando embebidas cada dia en una de las disoluciones,
hasta llegar a etanol absoluto, donde permanecian dos
dias.

Inclusion:

Se procedio a la inclusion de las muestras en metilmeta-
crilato en estado liquido durante 15 dias a 4°C en agita-
cion.

Componentes del metil metacrilato:

§ 800mL M-metacrilato (mondmero estabilizado de hidro-
quinona).

§ 160mL Nonifenol poliglicol-éter acetato (Plastoid N).
§ 16mL Dibutil-ftalato.

§ 40gr Perdxido de benzoilo (este catalizador se adiciona
de inmediato).

Se introducian los tubos de vidrio en la estufa a 32°C para
su polimerizacion durante 5 y 6 dias. Seguidamente se
rompia el tubo de vidrio quedando el bloque polimerizado
con la muestra 0sea, que se cortaba con sierra de cinta
para desbastar la muestra, antes de realizar los cortes
definitivos.

Corte de las muestras:

Tras cortar el bloque para conseguir un tamafo que per-
mitiera su manejabilidad, se lijaba y se colocaba en el
microtomo (Microm HM 350 S)

Los cortes de 5 um se colocaban sobre un portaobjetos
previamente gelatinizado con gelatina de Haupt. Los por-
taobjetos se lavaban en soluciones decrecientes de alco-
hol (100 — 70%) hasta agua destilada. Por ultimo, se
procedia a la tincion de las muestras.

Gelatinizado de portaobjetos:

Composicion gelatina de Haupt:

§ 1gr de gelatina.

§ 100mL de agua destilada.

§ 15mL de glicerina.

§ 2gr de fenol.

Pasos a seguir:

Calentar el agua a 55°C y echar la gelatina.

Cuando se enfrie afadir la glicerina y el fenol.

Para gelatinizar el porta se pone una gota de gelatina
sobre él y se extiende ayudandonos con otro porta.



REGENERACION OSEA POR MEDIO DE CELULAS MADRE EN COMBINACION CON EL CARRIER KERAOS® (FOSFATO TRICALCICO) | 7

3.4. TINCIONES

Las microfotografias que se presentan en este trabajo
estan realizadas con las técnicas que se exponen a con-
tinuacion, por lo que se obviara su descripcion en cada
una de las figuras presentadas.

Tricréomico de Goldner

* Hematoxilina férrica de Weigert 5": formada por dos
compuestos: Weigert A (concentrada x2): Hematoxilina
(2gr) + Alcohol 96° (100mL). Weigert B: Percloruro de
hierro (1,16gr)

* HCI (10mL) + Agua destilada (5mL): 1mL
» Agua destilada 98mL.

Mezclar a partes iguales las soluciones A 'y B solo antes
de su uso.

» Agua corriente 10".

» Ponceau de xilidina 40"; 200mL agua destilada; 2gr
Ponceau de xilidina; 0,4mL acido acético glacial; 1gr
fucsina acida.

» Lavado réapido en acido acético al 1%.
» Lavado rapido en agua destilada.

« Diferenciar en acido fosfotungstico-Orange G 10" 200mL
agua destilada; 2gr acido fosfotungstico; 1gr orange G

» Lavado réapido en acido acético al 1%.
» Lavado rapido en agua destilada.

* Verde luz 15" 200mL agua destilada; 0,4gr verde luz;
0,4mL acido acético glacial

» Lavado réapido en acido acético al 1%.
» Lavado rapido en agua destilada.

» Deshidratar y montar.

Von Kossa
« Nitrato de plata al 3%, 5 min.
» Agua destilada x2 veces, 5 min.

» Formol-carbonato de sodio, 5 min: 10mg de carbonato
de sodio; 150mL de agua destilada; 50mL de formalde-
hido al 37%.

* Agua corriente 10 min.

« Sulfato de sodio al 5%, 5 min.

* Agua corriente, 10 min.

» Ponceau de xilidina 45 min.

+ Lavado réapido en acido acético al 1%.

» Lavado rapido en agua destilada.

« Diferenciar en acido fosfotungstico-Orange G 15 min.
» Lavado réapido en acido acético al 1%.

» Lavado rapido en agua destilada.

» Deshidratar y montar.

3.5. TECNICA FOTOGRAFICA

Las imagenes microscopicas de las muestras histologicas
se captaron utilizando una maquina fotografica Nikon di-
gital Sight DS-smc acoplada a un microscopio 6ptico
Nikon eclipse 90i.

4. FASES Y DESARROLLO DE
LA INVESTIGACION

A fecha 1 de octubre de 2012 (tal y como informamos en
la memoria correspondiente) se habia realizado la fase
quirurgica y alojado los implantes en todos los animales
de los grupos simulado (9 animales) y problema (30 ani-
males). Debido a que el estudio comenzo6 a finales de
Junio, una vez que pudimos disponer de recursos econo-
micos, decidimos acortar el tiempo de evolucion en lo
posible, sin perjudicar el objetivo del estudio. De esta
forma, se habia realizado la eutanasia del grupo simulado
en su totalidad y de los subgrupos problema, de evolu-
cion 3y 6 semanas. Quedaba pendiente la eutanasia del
subgrupo problema de evolucion 9 semanas. Se habia
realizado estudio radiolégico en todos los animales euta-
nasiados y se habian enviado las muestras cotrrespon-
dientes para realizar el estudio histologico y valorar el
grado de regeneracion 6sea al Departamento de Anato-
mia e Histologia de la Facultad de Medicina de la Univer-
sidad de Salamanca. Por problemas de presupuesto y
estableciendo prioridades, se decidié obviar por el mo-
mento la toma de muestras de sangre para analisis de
marcadores y estudio de densitometria.

A principios de diciembre de 2012 se habian practicado
todas las eutanasias del subgrupo problema de evolucion
9 semanas. Se habia realizado el estudio radioldgico y
enviado todas las muestras para el estudio histologico. El
departamento e Anatomia e Histologia ha elaborado unos
resultados preliminares en la fecha de esta memoria, pen-
dientes de la valoracion de todas las muestras enviadas
en un mes. Pendiente también la elaboracion final de los
resultados. Debido a que comenzamos a finales de Junio,
ésta sera aproximadamente la fecha en que tendremos
una valoracion final y los resultados definitivos.

5. RESULTADOS

Nos referiremos a los resultados preliminares del estudio
haciendo referencia en primer lugar a los resultados ra-
diologicos y a continuacion a los histologicos.

5.1. RESULTADOS RADIOLOGICOS

El estudio radiologico, practicado mediante radiolégia sim-
ple de los fémures de los animales experimentales, mues-
tra diferencias entre los fémures izquierdos y derechos del
mismo animal.



8 | REGENERACION OSEA POR MEDIO DE CELULAS MADRE EN COMBINACION CON EL CARRIER KERAOS® (BFOSFATO TRICALCICO)

Una vez analizadas todas las radiografias de los especi-
menes, observamos un numero significativo de fracturas
en los fémures en diferentes zonas, tanto en la zona ope-
ratoria con carrier y células madre como en zonas de
defecto critico, recogiéndose mas fracturas en el fémur
derecho, correspondiendo a un 65 %.

Se colocaron las células madre mesenquimales siempre
en el fémur derecho, pero las fracturas observadas en
este lado no siempre coinciden en la misma zona opera-
toria. Solo el 35 % de las fracturas corresponden con la
zona en la que se colocaron las CSM con el carrier. La
mayor parte de las fracturas que se observan radiografi-
camente no corresponden con la zona operatoria, sino
con el defecto critico realizado como control (Fig.
5,6,7,8,9). Radiograficamente se observa ademas un in-
cremento significativo del volumen del callo de fractura en
los fémures derechos (tratados con células madre).

Figura 5. Fractura muy préxima al condilo femoral del
espécimen n° 7 (grupo 2a) lado derecho. Se observan restos
del carrier en el borde de la fractura. En la parte mas distal de
la fractura se observa el orificio control.

Figura 6. Fractura distal al carrier, coincidiendo con el orificio
de fractura critica (especimen n°® 21, grupo 2a, lado derecho).

Figura 7. Se observa fractura completa del fémur en la que no
se observa el carrier (espécimen n° 29, grupo2b, lado
derecho).

Figura 8. Callo ¢seo del espécimen n° 6 ( grupo 2c) lado derecho.

Figura 9. Espécimen n° 4 (grupo 2a) lado izquierdo. Se observan
los dos lechos operatorios: Uno de control (proximal) y el otro con
el carrier (distal)
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5.2. RESULTADOS ESTUDIO HISTOLOGICO

Para el estudio histologico y su valoracion se han anali-
zado las muestras considerando varios grupos: Un primer
grupo que incluye las perforaciones corticales controles
sin adicion de carrier ni células madre y otros 3 grupos
problema (2a, 2b y 2¢) definidos por el tiempo transcurrido
hasta la eutanasia y toma de muestras (3, 6 y 9 semanas)

Grupo perforaciones corticales controles

A las tres semanas se ha rellenado la cavidad a expensas
de hueso trabecular con abundantes espacios rellenos de
médula 6sea. Los fendmenos regenerativos 6seos ocupan
no solo el espesor correspondiente al hueso diafisario
sino ademas parte de la cavidad medular adyacente. Los
mismos hallazgos se comprueban a las 6 y 9 semanas
(Fig. 10y 11)

Grupo 22

Este grupo esta constituido por aquellos animales a los
que se les administré en una de las perforaciones, bien el
carrier o bien el carrier mas células madre, sacrificados a
las tres semanas de la intervencion.

Los animales a los que se les rellend la cavidad con el
carrier muestran en los cortes histolégicos acumulos de
cemento rodeados en algunos segmentos por una fina
franja de hueso y en otros tejido conectivo (Fig.12 y 13).
En aquellas zonas donde el cemento se encuentra delimi-
tado por hueso neoformado (Fig.12), éste presenta conti-
nuidad directa con el cemento, sin tejido conectivo inter-
puesto (Fig.12 y 13), y presenta focalmente signos de
actividad (Fig.13) (sustancia osteoide, indicadora de acti-
vidad osteosintética). En las zonas donde el cemento esta
en contacto con el tejido conectivo es posible identificar
macréfagos con granulos de cemento en su interior (Fig.
13). No se observaron signos inflamatorios a parte de los
macréfagos, no se encontraron células multinucleadas y
la médula 6sea hematopoyética vecina no presentaba al-
teraciones relevantes.

Los defectos 6seo tratados con carrier y células madre no
presentaron diferencias significativas respecto a las cavi-
dades que se trataron con carrier solo. Se demuestran
areas con tejido conectivo y también con actividad osteo-
sintética, si bien en grado idéntico al grupo anterior. No
se observaron signos de actividad inflamatoria, ni células
multinucleadas, ni tampoco fenbmenos de necrosis, mien-
tras que la médula 6sea adyacente no presentaba altera-
ciones relevantes (Fig. 14,15y 16).

Grupo 2b

Esta formado por los animales a los que se les administréd
en la lesion quirdrgica, bien el carrier o bien el carrier mas
células madre y fueron sacrificados a las seis semanas.

Las imagenes histolégicas correspondientes a este grupo
muestran que las zonas de hueso que rodean a los acu-
mulos de cemento presentan en algunas areas un mayor

espesor. En algunas areas el cemento contacta con tejido
conectivo El hueso neoformado, en contacto directo con
el cemento, es de tipo trabecular. A igual que en los gru-
pos anteriores, no se observaron alteraciones inflamato-
rias ni medulares relevantes (Fig. 17 y18)

Grupo 2c

Grupo constituido por aquellos animales a los que se les
administrd el carrier o bien carrier mas células madre y
fueron sacrificados a las nueve semanas de la intervencion.

En los animales pertenecientes a este grupo, independiente-
mente de la administracion del carrier o carrier mas células
madre, el comportamiento histologico fue similar al grupo
anterior. Persisten los acumulos de cemento en la cavidad
medular rodeados por una franja de tejido 6seo neoformado.
En algunos puntos persiste el tejido conectivo en contacto
con el cemento si bien la mayoria del area periférica de los
acumulos de cemento esta envuelta por tejido 6seo (Fig. 19
y 20). No existen signos inflamatorios y la médula hematopo-
yética adyacente no presenta alteraciones.

WBDD.um
D
Figura 10. 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
protrusion en la cavidad medular. Von Kossa. 3 semanas
postoperatorio.

Figura 11. Reparacion del defecto 6seo sin administracion de
productos problema. El hueso cortical esta reemplazado por
hueso trabecular inmaduro hipertrofico. Tricrémico de Goldner.
3 semanas postoperatorio.
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Figura 12. Imagen de la cortical diafisaria con el carrier de
color pardo, osteointegrado, rodeado por una capa fina de
hueso neoformado. Grupo simulado. 3 semanas de evolucion
Tricromico de Goldner.

‘\‘v
S
Figura 15. Detalle que ilustra la osteointegracion del cemento
(color azul ), la relacion con tejido conectivo y finalmente la

actividad sintética 6sea como franjas de color rojo intenso.
3 semanas evolucion. Tricromico de Goldner

Figura 13. Detalle de la fotografia anterior que muestra la
superficie cortical ocupada parcialmente por el carrier, asi
como algunos macrofagos con fragmentos de cemento en su
citoplasma. El hueso adyacente presenta una delgada banda
de sustancia osteoide de color rojo. 3 semanas de evolucionn.
Tricrémico de Goldner.

Figura 14. Panoramica de la diafisis femoral en una cavidad
tratada con carrier y células madre. Se observan acumulos de
cemento rodeados por hueso tefiido de azul en algunas zonas
y por conectivo en otras areas. La medula 6sea hematopoye-
tica adyacente no presenta alteraciones significativas.

3 semanas evolucion. Tricromico de Goldner.

Figura 16. Area de carrier recubierta por una fina capa de
hueso neoformado, sin signos de actividad sintética en un
animal tratado con cemento y células madre. 3 semanas
evolucion. Tricromico de Goldner.

Figura 17. Detalle que muestra la ostepointegracion del
material sin transicion de tejido conectivo entre Kera-OSS vy el
hueso neoformado adyacente. Grupo 2b, 6 semanas evolucion.
Tricrémico de Goldner.
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Figura 18. Panoramica que muestra la osteointegracion de
Kera-OSS mas células madre. El carrier se observa rodeado
por una fina capa de hueso neoformado. Médula 6sea
hematopoyética sin alteraciones. Grupo 2b, 6 semanas de
evolucion. Von Kossa.

Figura 19. Panoramica 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 Kera-Oss con el tejido conectivo y la médula adyacente.
Grupo 2c, 9 semanas de evolucién. Von Kossa.

.
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Figura 20. Panoramica de un caso con Kera-Oss y células
madre que muestra la envoltura del carrier por tejido 6seo
neoformado de espesor similar al presente en la fotografia
anterior. Grupo 2c¢, 9 semanas evolucion. Técnica de Goldner.

6. DISCUSION Y CONCLUSIONES

En sintesis, los resultados preliminares de este trabajo no
permiten afirmar diferencias de comportamiento biolégico
significativas en este modelo experimental, entre los ani-
males a los que se les administro el carrier Kera-OSS vy el
mismo carrier mas células madre, ni tampoco al comparar
estos mismos grupos con los controles de cavidad vacia.
Aunqgue se demuestra actividad osteosintética en el caso
de asociacion del carrier con células madre, los estudios
histolégicos no permiten afirmar que esta actividad sea
especialmente relevante. Por otra parte, no se han obser-
vado fenomenos inflamatorios marcados a excepcion de
los macréfagos encontrados en las primeras etapas, a las
3 y 6 semanas, y tampoco se han evidenciado células
multinucleadas. El hueso neoformado en torno al carrier
administrado no presenta actividad sintética en la etapa
mas tardia, esto es a las 9 semanas.

Estos hallazgos estan en consonancia con algunas de las
Ultimas publicaciones' %2, Al respecto, Vahabi y cols? re-
cogen que no existen cambios en la regeneracion 6sea
obtenida en un modelo canino en alveolos postextraccion,
tanto con células madre en sociacion con el carrier Beta-
fosfato tricalcico como empleando el carrier Bio-OSS, sim-
pre comparando con un grupo control con cavidad vacia.

Sin embargo, los resultados iniciales de nuestro estudio
orientan hacia la uiilizacion de un carrier en condiciones
distintas a las empleadas, tal y como se afirma en otras
publicaciones 2'#2', que muestran como la actividad re-
generativa de las células madre en el femur de la rata es
significativa cuando se utilizan asociaciones con factores
de crecimiento y plasma rico en plaquetas

En definitiva, es necesario no solamente completar los
hallazgos y conclusiones de nuestro estudio, aun pen-
diente de resultados de inmunohistoquimica, sino que es
preceptivo realizar nuevas investigaciones perfeccio-
nando el modelo experimental y fundamentalmente adap-
tando el carrier a los requerimientos en este caso de las
células madre. Parece imprescindible encontrar un carrier
apropiado para las MSCs con una degradacion 6ptima y
una superficie osteoconductiva, sobre el cual la regene-
racion del hueso pueda tener lugar. De hecho sigue
siendo un reto alcanzar el equilibrio correcto entre las
propiedades biologicas y fisicas del material de soporte.

A pesar de que existen numerosos estudios demostrando
el potencial de las MSCs'-10.12-13.15-17.1920 g ] momento ac-
tual se pone en tela de juicio la calidad de muchas de
estas publicaciones y de los resultados obtenidos' de-
jando en evidencia que es necesario potenciar la investi-
gacioén en fase experimental para poder dar el paso a la
aplicaciéon de la técnica en humanos.
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