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Evolucion radiografica del implante de células mesenquimales de tejido adiposo
diferenciadas a osteoblastos en la reparacion de defectos 0seos. Estudio experimental
en ovejas

Implant of adipose tissue-derived mesenchymal cells differentiated to osteoblasts in the
repair of bone defects. Experimental study in sheep
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Resumen

Objetivo: Examinar la evolucion radiografica del implante de células mesenquimales derivadas de la grasa y
diferenciadas a osteoblastos en defectos cavitarios del fémur ovino.

Material y metodologia: Se realizé un defecto cavitario en el condilo medial femoral bilateral en 22 ovejas de
raza Asaaf, de 3-5 afios. Se implantaron células troncales mesenquimales obtenidas del tejido graso diferencia-
das a osteoblastos, plasma rico en plaquetas y heteroinjerto de hueso liofilizado. Se realizaron controles radio-
graficos a las 4 y 12 semanas, evaluando el crecimiento dseo segun la escala de Lane y Shandu.

Resultados: En ninguno de los grupos hubo formacion o crecimiento 6seo mayor del 25%. Se observd un ma-
yor crecimiento dseo a las 12 semanas que a las 4 semanas no encontrando diferencias estadisticamente signi-
ficativas entre los grupos.

Conclusiones: El control radiografico de la evolucion de defectos dseos cavitarios tratados con células tronca-
les diferenciadas a osteoblastos no es un método fiable ni a las 4 ni a las 12 semanas del implante.
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Abstract

Objetive: To investigate the radiographic progress of the implant of adipose tissue-derived mesenchymal cells
differentiated to osteoblasts in cavitary defects of sheep femur.

Patients and methods: A cavitary defect was performed in the bilateral medial femoral condyle in 22 Asaaf
sheep aged 3-5 years. Mesenchymal stem cells obtained from adipose tissue, differentiated into osteoblasts,
platelet-rich plasma and lyophilised bone heterograft, were implanted. Radiographic controls were performed
at 4 and 12 weeks, evaluating bone growth according to the Lane and Shandu scale.

Results: Bone formation or growth were not greater than 25% in any of the groups. A greater bone growth
was seen at 12 weeks than at 4 weeks, with no statistically significant differences between the groups.
Conclusions: Radiographic control of the progression of cavitary bone defects treated with stem cells differen-
tiated to osteoblasts is not a reliable method at 4 or at 12 weeks of implantation.
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I Introduccion

El mejor sustitutivo para reparar un defecto 6seo es el in-
jerto autdlogo de hueso esponjoso, por sus propiedades os-
teogénicas, osteoinductivas y osteoconductivas, aunque estd
limitado por su escasa disponibilidad y la morbilidad propia
de su obtencién. Por ello, en las dltimas décadas ha cedido
terreno en favor del aloinjerto y de los sustitutivos dseos sin-
téticos [1]. Con una finalidad parecida se ha desarrollado la
ingenieria tisular, entendida como la creacién o induccién
de la formacion de un tejido especifico, en una localizacion
especifica, por medio de la manipulacion y seleccion de célu-
las, matrices y estimulos bioldgicos [2].

En 2006, la Sociedad Internacional de Terapia Celular
(International Society Cellular Therapy, ISCT) propuso
tres criterios para definir las células troncales mesenqui-
males (MSC): debian ser adherentes en cultivo; expresar
los antigenos CD73, CD90 y CD1035 en ausencia de anti-
genos hematopoyéticos, como CD34, CD45, marcadores
de monocitos, macrofagos y linfocitos B, y ser capaces de
diferenciarse in vitro en osteoblastos, adipocitos y condro-
citos bajo condiciones estandar de cultivo. Adicionalmen-
te, mostrarian la posibilidad de autorrenovarse, de desa-
rrollarse en multiples lineas celulares y de proliferar sin
limite [3].

Uno de los tejidos de donde pueden obtenerse estas células
es el adiposo. El tejido adiposo deriva de la capa mesodér-
mica embrionaria y contiene un estroma ficil de aislar, con
adipocitos, células estromales y células troncales [4][5]. Es-
tas células pueden ser aisladas mediante digestion enzimati-
ca del tejido y separadas de los adipocitos maduros por cen-
trifugacion. Esta poblacion, denominada células madre o
estromales derivadas del tejido adiposo (ADSCs), compar-
ten muchas de las caracteristicas de las células madre de la
médula 6sea, incluyendo el elevado potencial de prolifera-
cion y la habilidad para la diferenciacion multilinaje. Tam-
bién se las conoce como células madre adultas derivadas del
tejido adiposo (ADAS), células estromales adultas derivada
del tejido adiposo, células estromales adiposas (ASC), célu-
las madre adiposas mesenquimales (ADMSC), lipoblastos,
pericitos, preadipocitos, células procesadas del lipoaspirado
(PLA), y como «células madre derivadas del tejido adiposo»
(ASCs), que es como la Sociedad Internacional para las
Aplicaciones Tecnoldgicas de la Grasa ha decidido que se las
conozca, con la particularidad de la multipotencialidad y
adherencia al pldstico [6]».

En el presente trabajo pretendemos estudiar la evolu-
cién radiogréfica del efecto osteogénico que las células
troncales derivadas de la grasa y diferenciadas a osteo-
blastos, como hemos demostrado previamente, tienen. [7].

I Material y método

Realizamos un estudio experimental prospectivo utilizan-
do 22 ovejas de raza Asaaf, con un peso comprendido entre
50y 70 kg y una edad de 3-6 afios, cumpliendo la normati-
va al respecto del manejo ético de los animales de experi-
mentacion. Se excluyeron 3 ovejas, una por pérdida invo-
luntaria de la muestra (oveja C2) y dos por fallecimiento
durante el periodo de seguimiento, debido a sendas anore-
xias que ocasionaron una disbiosis intestinal, con toxemia
y exitus (ovejas VII y XI). Con todo, el material final del es-
tudio fueron 19 ovejas, de las que se obtuvieron el doble de
muestras como unidad de estudio (defecto en el condilo fe-
moral interno).

Se establecieron 8 grupos, incluyendo el control (grupo I)
y otros siete en los que se implantaron diferentes «construc-
tos» (plasma rico en plaquetas -PRP-, células mesenquima-
les troncales derivadas de la grasa sin diferenciar
~ADMSC-y diferenciadas a osteoblastos ~ADMSCO0-y un
chip de heteroinjerto 6seo) (Tabla 1).

En todos los animales se obtuvo y procesaron muestras
de tejido adiposo de las que se aislaron células troncales
mesenquimales que se cultivaron y expandieron. Se indujo
su diferenciacion osteogénica, se caracterizaron y se demos-
tr6 su multipotencialidad. En todos los animales se cre6 un
defecto dseo cavitario que se rellené con los diferentes im-
plantes segun el grupo de estudio. Tras el sacrificio del ani-
mal a las 4 y 12 semanas, se realizaron estudios radiografi-
cos y se analizaron las variables decididas.

Obtencion y procesamiento de tejido adiposo.

Una vez tranquilizados y anestesiados los animales, se
procedié a la obtencion de muestras de tejido adiposo sub-
cutdneo mediante técnicas minimamente invasivas y bajo
condiciones de asepsia. Las muestras fueron transportadas

Tabla 1. Grupos del estudio

Grupo Descripcion N° de defectos
I Control 6
I PRP 6
I PRP + ADMSC 4
v PRP + ADMSC-0 5
\Y Heteroinjerto 6seo 4
VI Heteroinjerto 6seo + PRP 4
VII Heteroinjerto 6seo + ADMSC-0 4

VIII Heteroinjerto 6seo + PRP + ADMSC-0  §

(PRP = plasma rico en plaquetas; ADMSC = células mesenquima-
les no diferenciadas; ADMSC-0 = células mesenquimales diferen-
ciadas).
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inmediatamente al laboratorio de cultivos celulares del Es-
tablecimiento de Tejidos de la Fundacién Clinica San Fran-
cisco, donde fueron procesadas. Para el asilamiento de las
ADMSCs las muestras de grasa fueron digeridas mediante
técnicas de disgregacion mecanica y enzimdtica para la in-
dividualizacion de los componentes celulares que constitu-
yen el tejido. Las soluciones obtenidas fueron centrifugadas
con el fin de eliminar los adipocitos maduros y recoger la
fraccion precipitada del estroma vascular, donde se encuen-
tran las ADMSCs. El pellet fue resuspendido y se cuantifico
el rendimiento celular del proceso de digestion y aislamien-
to de las ADMSCs.

Cultivo primario y expansion de las ADMSCs.

Las suspensiones celulares obtenidas a partir del protoco-
lo de digestion del tejido adiposo fueron sembradas sobre
superficies plasticas y se cultivaron en medio de expansion
para las ADMSCs, suplementado con factor de crecimiento
fibroblastico basico (FGF-b). Las células en cultivo prima-
rio se mantuvieron bajo condiciones in vitro hasta que al-
canzaron el estado de confluencia. En dicho momento, las
poblaciones celulares fueron separadas de la superficie de
cultivo y cuantificadas.

Induccion osteogénica de las ADMSCs.

Las células obtenidas a partir de los cultivos primarios
confluentes de ADMSCs fueron sembradas en superficies
plasticas y cultivadas en un medio de expansion para las
ADMSCs hasta que alcanzaron el estado de preconfluencia
(7-10 dias). Una vez alcanzado dicho estado el medio de
cultivo fue reemplazado por un medio de induccion de la
diferenciacion hacia osteoblastos, suplementado con Beta-
glicerolfosfato, acido ascorbico, proteina morfogenética de
tipo 2 (BMP-2) y dexametasona. Los cultivos se mantuvie-
ron bajo estas condiciones durante 7 dias. Al final de este
periodo las células estuvieron listas para su caracterizacion
e implante.

Multipotencialidad de las ADMSCs.

Para comprobar la multipotencialidad de las células ma-
dre derivadas del tejido adiposo, se indujo su diferenciacion
hacia células de tipo adiposo, 6seo y cartilaginoso mediante
su cultivo en medios especificos. Posteriormente se estudid
la expresion de marcadores caracteristicos de estos tipos ce-
lulares mediante técnicas de tincion basicas.

Preparacion del plasma rico en plaquetas (PRP).
Una vez tranquilizado y anestesiado el animal de experi-
mentacion, antes de la generacion del defecto dseo se reco-

gi6 una muestra de sangre del animal en tubos de extrac-
cion de sangre con citrato para evitar la coagulacion. Tras
su centrifugacion, la fraccion del componente plasmatico
rica en plaquetas fue recogida en un recipiente estéril. La
formacién del gel de PRP se indujo anadiendo cloruro cal-
cico para desencadenar el proceso de coagulacion.

Creacion del defecto 6seo en el animal de experimentacion.

Se cre6 un defecto 6seo cavitario de 13 mm de ancho por
11 mm de profundidad de la misma manera que el modelo
experimental de Walsh [8], centrado en el condilo medial
de los fémures de cada una de las ovejas, donde se implantd
el constructo decidido en cada grupo del estudio. Para el re-
cubrimiento final de las lesiones se utilizé un parche sintéti-
co.

En todos los casos y controles se realizé un control radio-
grafico inmediatamente después de cada intervencion y a
las 4 y 12 semanas, segtin el momento del sacrificio del ani-
mal. Todas las radiografias se realizaron con una distancia
focal de 100 cm, 42 KV, 36 mAs, empleando placas de ma-
mografia de grano fino (Min-RS, Kodak ®). Las radiografi-
as fueron digitalizadas para facilitar la interpretacion de las
imagénes e interpretadas por el mismo investigador apli-
cando la escala de Lane y Sandhu [9], valorando el porcen-
taje de formacion ésea y el remodelado dseo (Tabla 2) (Ta-
bla 3) (Figura 1).

Estadistica

Para el andlisis estadistico de los datos se utilizé el paque-
te estadistico SPSS. Debido al tamafio muestral se emplea-
ron pruebas estadisticas no paramétricas (prueba de Wilco-
xom para la comparacion de los resultados radiograficos.

Tabla 2. Formacion 6sea en el defecto femoral (%)

% de formacidon osea Valor

Ninguno 0
25% 1
50% 2
75% 3
100% 4

Tabla 3. Valores de la remodelacion 6sea

Remodelacion osea Valor

Ninguna 0
Apreciable 2
Completo 4
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Fig. 1. Esquema de los circulos concéntricos estimados para el cal-
culo del % de formacion dsea.

Fig. 2. Aspecto radiografico de un defecto 6seo de 2 animales del
grupo VIII, a las 4 y 12 semanas. A las 4 semanas se observan los
puntos transoseos de la fijacion del parche (flecha).
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Fig. 3. Representacion esquemadtica del crecimiento 6seo general
en los animales del estudio.

I Resultados

En ninguno de los grupos del estudio hubo formacién o
crecimiento dseo mayor del 25%. En los grupos donde no
se implantaron células troncales mesenquimales diferen-
ciadas a osteoblastos o heteroinjerto, con la asociacion o

[rauma

no de plasma rico en plaquetas, no hubo crecimiento dseo
a las 4 semanas en un 20 % de los casos (Figura 2). No
obstante, no encontramos diferencias estadisticamente
significativas entre los grupos. A las 12 semanas, aunque
se objetivaron mejores resultados, no hubo diferencias sig-
nificativas con los resultados observados a las 4 semanas
en los diferentes grupos del estudio (Figura 3) (Figura 4)
(Figura §).
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Fig. 4. Representacion esquemadtica del crecimiento 6seo en los
grupos del estudio.
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Fig. 5. Representacion esquemadtica del crecimiento 6seo en los di-
ferentes grupos del estudio en funcion del tiempo, al cabo de 4 y
12 semanas.
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Fig. 6. Representacion esquemitica de la remodelacion 6sea gene-
ral en los animales del estudio.

IMPLANTE
O CONTROL
O PRP
I CELS (NO DIF)-PRP
O CELSDIF-PRP
O CHP
@ CHIP-PRP
B CHIP-CELS DIF
W CHIP-CELS DIF-PRP

100,0% —

80,0% —

60,0% —

Porcentaje

40,0% —

20,0% —

0.0%

NO REMODELADO REMODELADO APRECIABLE
REMODELADO

Fig. 7. Representacion esquemadtica de la remodelacion 6sea en los
grupos del estudio.

En ninguno de los grupos del estudio hubo remodela-
cién 6sea completa. En el andlisis individualizado de los
grupos observamos que en el grupo control no hubo nin-
gun caso de remodelacion désea apreciable. En los grupos
T (plasma rico en plaquetas) y IIT (células troncales me-
senquimales obtenidas del tejido graso) la mayor parte de
los casos no mostraron ninguna remodelacion, siendo ésta
mayor a las 12 que a las 4 semanas, excepto en el grupo
VIII, donde se implantaron células troncales mesenquima-

les obtenidas del tejido adiposo diferenciadas a osteoblas-
tos asociadas a plasma rico en plaquetas y heteroinjerto
de hueso liofilizado.

En el resto de los grupos la remodelacion fue dispar, desta-
cando mis la del grupo de los heteroinjertos mezclados con
células. En cualquier caso, no hubo diferencias entre los gru-
pos. El porcentaje de remodelacion dsea global y en los ca-
sos de cada grupo se representa en las Figuras 6, 7 y 8.

I Discusion

El sistema musculo-esquelético esta disefiado para soste-
ner y mantener la forma y la funcion que el organismo de-
manda en las actividades de una vida activa normal. Cual-
quier defecto que altere la homeostasis del tejido,
independientemente de su origen, lo compromete y debilita
y, consecuentemente, precisa ser reparado en un entorno
biol6gico favorable y de estabilidad mecanica [10]. En la
actualidad, sélo los injertos de hueso esponjoso autdlogo
poseen las propiedades de osteoinduccion, osteoconducion,
osteointegracion y osteogénesis necesarias para conseguir la
regeneracion Gsea, si bien con las limitaciones de la dispo-
nibilidad y la morbilidad en el paciente [11-15]. Una de sus
alternativas es la utilizacion de células de naturaleza mesen-
quimal. El implante de células mesenquimales para el trata-
miento de diferentes tipos de lesiones ortopédicas ha ido
adquiriendo cada vez mas importancia. La inyeccioén percu-
tanea de este tipo celular en necrosis 6seas [16-18) y en
pseudoartrosis [19] ha resultado exitosa. Ademas, su utili-
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Fig. 8. Representacion esquematica de la remodelacion dsea en los
diferentes grupos del estudio en funcién del tiempo, al cabo de 4 y
12 semanas.
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zacion permite el desarrollo de técnicas minimamente inva-
sivas, aplicadas bajo anestesia local y con pocas complica-
ciones, evitando, en la medida de lo posible, la necesidad de
utilizar técnicas quirurgicas de mayor agresividad.

Aceptando la conveniencia de afadir células en los trata-
mientos de regeneracion tisular [20-24], la obtencién y el
uso de células troncales de la grasa para aquel fin tiene ven-
tajas con respecto a la médula dsea puesto que aquel tejido
es abundante, ficil de obtener, aporta gran cantidad de cé-
lulas y éstas tienen una rdpida multiplicacién in vitro
[7][25]. En este contexto, habiendo desarrollado previa-
mente el método y demostrado que estas células aumentan
la regeneracion Osea, si bien es sorprendente que cuando se
combinan con heteroinjerto su efecto es menor, el andlisis
de variables radiograficas de remodelacion dsea se adivina
como un elemento de interés para ratificar la justificacion
de la técnica.

Los resultados radiograficos de nuestro estudio, preten-
diendo demostrar la regeneracion 6sea cuando se afiadian
células troncales a injertos y elementos osteoinductores,
fueron, en general, decepcionantes. Hedberg et al [26] com-
pararon radiografias con tomografias microcomputariza-
das e histologia en el seguimiento de defectos del radio del
conejo, considerando el estudio radiografico como un mé-
todo no invasivo, ademds de rdpido y facil de realizar (mds,
incluso, en animales de menor tamafio que en ovejas), que
permitia realizar un seguimiento seriado del implante in vi-
vo. Por los mismos motivos, aunque el scanner fuera supe-
rior en cuanto a resolucion, empleamos el procedimiento en
nuestro estudio.

Nuestros resultados radiograficos mostraron un creci-
miento y remodelacion dsea escasos, sin diferencias signifi-
cativas entre los grupos vy, en cierta manera, discordancia
entre los parametros medidos. Aunque la escasez puede
atribuirse al corto tiempo de seguimiento, como también lo
han apuntado autores como Aghaloo et al. y Hatakeyama
et al. [27][28], que utilizaron PRP como osteoinductor en
defectos craneales de la rata, los datos discordantes, en re-
lacién con diferencias en los resultados del crecimiento y de
la remodelacién en los mismos periodos de tiempo, tam-
bién pudieran deberse a las limitaciones de las lecturas ra-
diograficas por parte del observador. Abundando en la difi-
cultad de la interpretacion de las radiografias por la
subjetividad del método, con las guias de la escala de Lane
y Shandu [9] se ha considerado crecimiento o formacién
Osea del 25% cuando se veia esclerosis de los bordes y re-
modelado cuando se perdia la geometria de la circunferen-
cia que dibujaba la broca con la que tallibamos el defecto.
En cualquier caso, la existencia de un unico observador,

];a una Tra 1.-11'11‘._‘@;,?

siempre el mismo y de forma ciega, parece favorable a la
presencia de dos observadores, que podria ser motivo de
mas confusion.

Los pocos cambios que se adivinan en el crecimiento y el
remodelado se observan con el discurrir del tiempo, siendo
muy escasos a las 4 semanas del implante. En el mismo sen-
tido, se supone que si dejaramos evolucionar mds tiempo al
animal la reparacion sea también seria mayor. Lo mismo
observaron Niemeyer et al. [29], que informaron de valores
de regeneracion Osea similares a las 4 y las 12 semanas, con
diferencias a partir de la semana 18. La formacion dsea
también fue mayor en el trabajo de Kon et al. [24], si bien
con tiempos de seguimiento de 6 meses. Borden et al. [30]
con una matriz polimérica microesférica vieron, sin embar-
go, que el crecimiento 0seo aparecia a partir de la sexta se-
mana. De todas formas, de nuestro estudio se deduce un in-
tento de regeneracion dsea mayor en los grupos con
heteroinjerto. El hecho de la adicion de factores osteoin-
ductores (PRP) y osteogénicos no parece ser decisivo a la
hora de evaluar radiograficamente la regeneracion Gsea al
cabo de los meses de seguimiento de nuestros casos y obliga
al empleo de otros métodos de imagen mds especificos o a
recomendar el radiogréfico al cabo de mas tiempo de segui-
miento de los implantes.

Con todo, en el control de la regeneracion dsea de defec-
tos cavitarios a partir de células troncales derivadas de la
grasa y diferenciadas a fenotipos osteogénicos, lo que supo-
ne una mayor formacién y remodelado dseo [7], la radio-
grafia simple no parece un método fiable de evaluacién ni a
las 4 ni a las 12 semanas. |
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