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RESUMEN:

El propdsito del presente trabajo fue realizar la puesta a punto de la terapia
regenerativa en Ortopedia enfocada en el uso de las Células Madre Mesenquimales
(MSC).

Describimos sus caracteristicas, tejidos de origen mas estudiados en nuestro medio
y las diferentes formas de ser aplicadas en el caso de las complicaciones surgidas
durante la reparacion de las fracturas como no uniones, uniones retardadas y

osteomielitis en la especie canina.

Analizamos las fortalezas y debilidades de este tipo de tratamiento con respecto al

actual.

Concluimos que si bien es necesario seguir investigando, la terapia celular basada
en las MSC interviene en forma favorable estimulando la consolidacion de las

fracturas en pequefios animales.
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SUMMARY

The objective of this study was to carry out a regenerative therapy update in
Orthopedics, focused on the use of Mesenchymal Stem Cells (MSC).

We described its characteristics, origin tissues most commonly studied in our
context, and its various forms of application in case of complications arising during

fracture repair as non unions, delayed unions, and osteomyelitis in canine species.

We analyzed the strengths and weaknesses of this kind of treatment as compared to

the one currently used.

We concluded that although further investigation is still necessary, cell therapy based
on MSC intervenes favorably, stimulating the consolidation of fractures in small

animals.
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INTRODUCCION

Desde su descubrimiento, las Células Madre (CM) contindan adquiriendo una

importancia cada vez mayor en las distintas ramas de la medicina.

Se las ha definido como células no especializadas provenientes del embrion, feto o
el adulto, que tienen bajo ciertas circunstancias, la habilidad de auto renovarse por
largos periodos, en el caso de las Células Madre Adultas, durante la vida del

organismo.

Tienen la capacidad para diferenciarse en las células especializadas de los

diferentes 6rganos, ya sea bajo condiciones fisiol6gicas o de laboratorio.

En suma, son células indiferenciadas capaces de replicarse por largo tiempo y con
habilidad para generar células adultas con forma y funcién especializada para cada
tejido (Kelly, 2007; NIH, 2001; ISSCR, 2011).

Se define Medicina Regenerativa como una rama de la ciencia que esta ligada a la
investigacion de las CM y a su capacidad para convertirse en células de diferentes
tipos. Esta dedicada al estudio y tratamiento del dafio de los tejidos, ya sea por
envejecimiento, enfermedad o trauma, basandose principalmente en reemplazar el
tejido con células madre o administrando drogas que estimulen a las ya existentes

en los tejidos a reparar (Kowaleski y Saunders, 2013).

Actualmente las formas mas comunes de atacar las distintas patologias estan
basadas en farmacos o cirugias, la Medicina Regenerativa ofrece un cambio en la

manera de combatirlas (Hernandez, 2009).

Desde hace varios afios se estan llevando a cabo investigaciones y ensayos clinicos
sobre su aplicacion en distintas enfermedades entre las que se encuentran
Alzheimer (Kelly, 2007), Parkinson (Brazzini y col, 2010), Huntington (Gearhart y col,
2009), trauma de médula espinal (Fujimoto y col., 2012), ACV, Esclerosis Lateral
Amiotrofica (Kelly, 2007), enfermedades cardiovasculares ( NIH, 2011; NIH),
Leucemia, afecciones Oseas (Yaneselli y col., 2013) y enfermedades autoinmunes
(NIH, 2001).
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A comienzos de los afos 60s fueron identificadas por primera vez por McCulloch y
Till como células estromales clénicas ubicadas en la médula 6sea (Yiy Song, 2012),
luego en el afio 1966 fueron descritas por Friedenstein y Petrakova como células
formadoras de progenies osteogénicas (Jackson y col., 2007). Fue en el afio 1981
cuando Evans y Kaufman las aislaron por primera vez de la masa celular interna de
un embrién de ratdn, en el afio 1998 lo hicieron Thomson y colaboradores, esta vez

de blastocistos humanos.

Asi surgieron los tipos de CM segun su estado evolutivo, por un lado las
Embrionarias (CME) y por otro las Adultas (CMA) (Mukhopadhyay y col., 2011).

Las CM Embrionarias son obtenidas de la masa celular interna del blastocisto. Son
pluripotentes, es decir capaces de diferenciarse en todos los tipos de células que
derivan de las tres capas germinales, y capaces de auto renovarse de forma
indefinida en condiciones de laboratorio. Se debe tener en cuenta que son capaces
de generar reacciones inmunologicas una vez implantadas y un tipo de tumor

benigno llamado Teratoma (Thomson y col., 1998; Hernandez-Ramirez y col., 2011).

Las CM Adultas son células indiferenciadas (no especializadas) que se encuentran
en tejidos diferenciados (especializados). Presentan caracter de Multipotentes,
pueden crear las células que provienen de una misma capa embrionaria, son
capaces de diferenciarse en los distintos tipos de células que residen en el tejido en
el cual estan ubicadas. Se estd encontrando evidencia que indicaria su
pluripotencialidad, por lo que su estudio es de vital importancia ya que a partir de
ellas se podria obtener cualquier tipo de tejido relacionado a un sitio determinado de
implantacion (Gearhart y col., 2009). Como desventaja se destaca su dificultad para
ubicarlas y aislarlas ya que se encuentran en bajas concentraciones en los tejidos, a
esto se le agrega que no se auto replican de forma indefinida in vitro lo que limita su

cantidad en el laboratorio (Zachos y Smith, 2009; Mukhopadhyay y col., 2011).

En lo que respecta al campo de la Ortopedia, la aplicacion de Células Madre para el
tratamiento de la fracturas y sus complicaciones, ya sea no uniones, uniones
retardadas u osteomielitis seria un gran avance, dado que lo tiempos de

recuperacion son menores, el procedimiento para administrarlas es sencillo y
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sobretodo porgue brindan soluciones que en la actualidad no estan presentes en
medicina veterinaria (Livingston y col., 2003; Yaneselli, 2012).

Cuando se produce una solucion de continuidad en el hueso este es capaz de
regenerarse con su tejido original por medio de la formacion de un callo 6seo. A esta
forma de osificacion se le llama Indirecta en la cual las Células Madre
Mesenquimales juegan un papel importante (Kraus y Kinker-Head, 2006). Sin
embargo, cuando las pérdidas de hueso son extensas, 0 se suscitan
complicaciones, el tejido 6seo puede ver superada su capacidad para auto
repararse. En la mayoria de los casos cuando esto ocurre la solucion es quirurgica,
con los riesgos que implica, debiendo el animal ser reintervenido en varias

oportunidades.

Debido a esto surgen nuevas estrategias que se basan en el implante de Células
Madre Mesenquimales (MSC).

Entre las mas estudiadas se encuentra el tratamiento que infiltra estas células
aisladas y cultivadas provenientes de la médula 6sea o tejido adiposo, la inyeccion
de aspirados de médula Gsea directamente sin ser procesada en el laboratorio, y
una tercera donde se implanta un concentrado de médula 6sea al que se le llama
Células Mononucleares (CMN) gue contiene los distintos tipos de Células Madre

Adultas que en ella residen.

Cada una presenta distinto tipo y tiempo de manipulacion (Kraus y Kinker-Head,
2006; Hernandez y Forrellat, 2013).

Las Células Madre Mesenquimales (MSC) han sido objeto de estudio con respecto
a este tema debido a su caracter de multipotentes, capaces de diferenciarse en
células que componen el tejido 0seo, cartilaginoso y adiposo, y a la posibilidad de
obtenerlas de varios tejidos adultos (Granero-Molto y col., 2009; Kowaleski y
Saunders, 2013).

Se describiran las etapas de la reparacion 6sea para una mejor comprension del

funcionamiento de las CM una vez implantadas.
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Se profundizard en las caracteristicas de las CM en general, con especial atencion
en las MSC.

Gracias a las investigaciones mas recientes se podra ahondar sobre las distintas

formas de aplicacion de las MSC en ortopedia canina y en sus logros.

Si bien queda mucho camino por recorrer antes de poder llevar este tipo de
tratamiento a la practica clinica, los resultados obtenidos hasta el momento son
sumamente alentadores (James y Gaynor, 2008; Zachos y Smith, 2009; Canapp,
2012; Kowaleski y Saunders 2013).
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GENERALIDADES SOBRE CELULAS MADRE

Definicién

Son células indiferenciadas, que se destacan por dos propiedades, la auto

renovacion y diferenciacion.

Son las células fundamentales desde donde se originan los 6érganos y tejidos

especializados del cuerpo, que provienen de un pool inicial de células formado luego

de la fertilizacion. Estas se mantienen a lo largo de la vida actuando en el recambio

natural de las células, asi como para reemplazar el tejido dafiado (ISSCR, 2011).

Figura N° 1. Diferenciacién de los tejidos.
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Fuente: Modificado de National Institutes of Health, 2011.
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Propiedades

Las CM poseen caracteristicas que las diferencian del resto de las células del
organismo y son compartidas sin importar de donde provengan.

A) Indiferenciadas: son células no especializadas provenientes del embrion, feto o el
adulto incapaces de realizar las funciones especificas de un determinado tejido (NIH,
2011).

B) Diferenciacion: es la capacidad para transformarse en las células de los distintos
tejidos, aparatos y sistemas que forman a los individuos, ya sea bajo condiciones
fisiologicas o en el laboratorio. Esto requiere de un proceso donde acttan factores
intrinsecos y extrinsecos, a lo largo del cual la célula se va haciendo cada vez mas
diferenciada. Los intrinsecos son controlados por los genes y los extrinsecos que se
conocen hasta el momento incluyen estimulos hormonales, quimicos y fisicos

existentes en el ambiente o nicho.

Sobre estos factores se esta prestando especial atencion, ya que una vez
descifrados, se podria dirigir la especializacion hacia el 6rgano o tejido que se
necesite (Csaki y col., 2007).

C) Proliferacién: son capaces de multiplicarse por largos periodos de tiempo. Por lo
tanto, en condiciones de laboratorio, una poblacion inicial de CM puede dividirse por

un largo periodo de tiempo dando lugar a millones de células hijas indiferenciadas.

Si bien las Células Madre Embrionarias (CME) pueden replicarse por largo tiempo
en condiciones de laboratorio, no sucede lo mismo con las Células Madre Adultas,
que tienden a diferenciarse (NIH, 2011).

Clasificacion

Segun Plasticidad:

A las CM se las clasifica segun su capacidad para transformarse en distintos tipos
celulares. Este rango de diferenciacion se va perdiendo a medida que las células se

van haciendo cada vez mas especializadas.
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A) Totipotentes: las CM que presentan esta caracteristica son las mas versétiles. El
zigoto y las células que se generan a partir de este hasta el estado de blastocisto,
son totipotentes. Son capaces de generar un individuo completo, ya que de estas
estructuras derivan todas las células necesarias para formar el embrion y las

estructuras para que sea viable (placenta) (Kelly, 2007).

B) Pluripotentes: estas son las CM capaces de transformarse en todos los tejidos del
organismo. A lo largo del desarrollo embrionario se encuentran en la masa celular
interna del blastocisto, que dara lugar a las tres capas germinales (endodermo,
mesodermo y ectodermo). Carecen de la habilidad para generar un individuo, ya que
no se diferencian en las estructuras extraembrionarias necesarias para su desarrollo

(Hernandez y Dérticos, 2004).

C) Multipotentes: disminuyendo en el grado de versatilidad, se encuentran las CM
Multipotentes. Su caracteristica es la de diferenciarse en los distintos tipos de
células provenientes de una misma capa embrionaria. Son células cuyo grado de

especializacion es mayor al de las anteriores (ISSCR, 2011).

D) Unipotentes: son las menos versatiles de todas, y por lo tanto las mas
diferenciadas. Se transforman en un Gnico tipo de célula, razon por la cual en

algunos trabajos se las denominan células en transito o células precursoras.
Segun estado evolutivo:

Dependiendo de la etapa del desarrollo en la que se encuentran, existen las CM
Embrionarias (CME) y las CM Adultas (CMA) (Figura N°2).

A partir del aflo 2006 se comienza a hablar de un tercer tipo, las Células Madre
Pluripotentes Inducidas (CMPI), quienes presentan las ventajas de las CME sin sus

problemas relacionados con la inmunidad y ética (Takahashi y Yamanaka, 2006).
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Figura N° 2: Esquema de generacion de las CME y CMA.
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Fuente: Hernandez y Doérticos, 2004.
A) Embrionarias-Definicion y Caracteristicas.

Las CME son células pluripotentes derivadas de la masa celular interna de
embriones de 5 dias de desarrollo, que se caracterizan por tener la capacidad de
diferenciarse en células que derivan de las tres capas germinales y por tener la
capacidad de proliferar de forma indefinida en condiciones de laboratorio sin sufrir
cambios. Esto ultimo es una gran ventaja desde el punto de vista de la medicina
regenerativa, ya que seran necesarias cantidades importantes de células para

generar los érganos o tejidos que cada patologia requiere para su tratamiento

Entre sus desventajas se encuentran su capacidad para generar teratomas (tumor
benigno que contiene células derivadas de las tres capas germinales), reacciones
inmunoldgicas, y por otro lado cuestiones éticas y legales (Evans y Kaufman, 1981;
Aflatoonian y Moore, 2006).

B) Adultas-Definicion y caracteristicas.

Las Células Madre Adultas, también llamadas Células Madre Somaticas, son células

indiferenciadas que se encuentran en tejidos fetales y adultos.
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Si bien aun no se conoce con exactitud de donde provienen, se ha propuesto que
tienen origen en células embrionarias que fueron apartadas durante el desarrollo,
permaneciendo indiferenciadas en los tejidos adultos. Una segunda teoria establece
que se desarrollan luego de la formacion del embrion, gracias a un proceso de

desdiferenciacion.

Se dividen de forma asimétrica, a partir de una CMA se genera una CM hija y una
diferenciada. De esta forma, conservan el tamafio de su poblacién y reponen las
células que se pierden normalmente o por injurias. La capacidad de proliferar la

mantienen a lo largo de la vida del organismo.

Antes de llegar a diferenciarse por completo, las CMA se dividen generando Células
Progenitoras o Precursoras quienes serian un paso intermedio entre el estado

indiferenciado y las células que han adquirido un fenotipo y funciones especificas.

Son Multipotentes, una vez diferenciadas adquieren las caracteristicas necesarias

para funcionar en el tejido en el que se encuentran.

Han sido localizadas en la médula 6sea, tejido adiposo, sangre, cornea, retina, pulpa
de los dientes, higado, piel, tracto gastrointestinal, pancreas, cerebro, médula
espinal, foliculo piloso, pulmoén, mucosa nasal, rifidbn, corazén, sangre del cordén
umbilical, liqguido amnidtico y endometrio. Es decir, existen en tejidos que derivan de

las tres capas germinales.

Una de sus ventajas esta relacionada con la medicina regenerativa, ya que se
podrian obtener trasplantes autdlogos, con lo que se estaria solucionando el
problema de los rechazos. Se ha observado que no producen tumores luego de ser
implantadas. La otra esta relacionada con los temas éticos y legales que en este
caso no estan presentes ya que se extraen de tejidos adultos, sin recurrir al uso de

embriones.

Como desventaja se destaca que no se auto replican en forma indefinida in vitro. Es
sabido que en el organismo pueden permanecer sin diferenciarse por largos

periodos, pero in vitro tienden a diferenciarse (Mukhopadhay y col., 2011).
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Mecanismo de accién de las CMA: aun no esta bien esclarecido cual es el
mecanismo de accion de estas células una vez implantadas, sin embargo existen
varias hipotesis que indican a los procesos de proliferacion y diferenciacién como los
mas relevantes, los que se llevarian a cabo gracias a la transdiferenciacion, fusion

celular y secreciones autocrinas, paracrinas y telecrinas (Figura N° 3).

Se ha sugerido que existen sefiales emitidas por las células residentes en el tejido a
ser trasplantado que estimularian la transdiferenciacion de las CM hacia el tipo de
célula propio de ese tejido, de manera tal que se puedan adaptar a ese nicho en

particular ejerciendo su accion regenerativa.

Estas mismas sefales podrian actuar de otra forma induciendo fusién celular es
decir, la union de las células implantadas con las del tejido residente generandose
asi nuevas células con las caracteristicas apropiadas para funcionar correctamente

en ese tejido.

La tercer hipotesis estd relacionada con distintos tipos de secreciones,
macromoléculas bioactivas que actuarian de forma autocrina modulando la
proliferacion de la propia célula implantada que las secreta, asegurando de esta
manera la continuidad de sus funciones. De forma paracrina, las CMA implantadas

segregan factores para estimular a las células del propio tejido.

Hernandez y su grupo de trabajo en Cuba (2009), realizaron un trasplante autélogo
de CM Hematopoyéticas en un humano con linfedema crénico de ambas
extremidades inferiores, el paciente recibio las células en una de sus extremidades
aunque ambas presentaron gran mejoria, de este y otros estudios se desprende el

posible efecto telecrino que pueden tener las secreciones de las CMA.

Pagina 19



Figura N° 3: Mecanismo de accion de las CMA.
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Fuente: Hernandez, 2009.

Existe evidencia que sugiere la pluripotenciaidad de algunos tipos de CMA, entre

estas se encuentran las Células Madre Hematopoyéticas y Mesenquimales.

De confirmarse esta propiedad no habria distincién entre el uso las CM Embrionarias
y las Adultas en lo que a Medicina Regenerativa se refiere, evitando las cuestiones

éticas que rodean a las CME (Escario, 2008; Hernandez, 2009).

Importancia de las Células Madre

Desde su descubrimiento han captado la atencion de los cientificos especializados
en la salud tanto humana como animal ya que gracias a sus caracteristicas serian la
Gnica manera de tratar patologias que actualmente no tienen solucion adecuada. Por
otro lado se encuentran aquellos cuyas enfermedades cuentan actualmente con un
tratamiento adecuado (Diabetes Mellitus, insuficiencia renal, cardiaca, etc.) pero su

calidad de vida se veria favorecida si este se basara en CM.
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En cuanto a la aplicacion de estas células en ortopedia, los pacientes se
beneficiarian con un tratamiento menos cruento, con una mejor y mas rapida
recuperacion, y con la posibilidad de evitar amputaciones en los casos mas
complicados gracias a la utilizacion de Células Madre Mesenquimales (NIH, 2011;
Hernandez, 2013).

Medicina Regenerativa

La medicina regenerativa comprende el estudio de la renovacion de los tejidos ya

sea por causas fisiolégicas o patoldgicas.

Se basa en los distintos mecanismos regenerativos que estan presentes en el reino
animal, desde la salamandra, capaz de recuperar partes enteras de su cuerpo, hasta
los humanos, donde esta capacidad esta reservada para algunos tejidos como

hueso, piel, pelo, higado e intestino (ISSCR, 2011).

Busca descifrar y promover esta capacidad regenerativa intrinseca llevada a cabo
por las Células Madre (CM) para poder ser utilizadas en el tratamiento de distintas

enfermedades.

Su aplicacién ofrece una forma integral de atacarlas ya que los efectos no estan
dados solamente por estas células sino que se ha demostrado que ellas producen
sustancias bioactivas que regulan y activan tanto a las implantadas como a las
propias del tejido receptor contribuyendo a una recuperacién mas fisioldgica. Dichas
sustancias van tomando cada vez mas importancia, un ejemplo son los factores de
crecimiento generados por las plaguetas, por lo que se esta investigando el uso de
la terapia celular en conjunto con estas moléculas, potenciando ambos efectos
(Zapatan y Garcia, 2011).

Estudios recientes han sugerido que la terapia con Células Madre Mesenquimales
(MSC) puede ser beneficiosa para una variada cantidad de patologias como

esqueléticas (Caplan, 1991), autoinmunes, neurolégicas, etc.

Mientras que en humanos y roedores las MSC han sido estudiadas durante

décadas, recientemente se ha comenzado su estudio en caninos.
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Hasta el afio 2011 la FDA (Food and Drug Administration) ha aprobado cuatro
productos basados en Terapia Celular, condrocitos autoldgos cultivados in vitro
(Carticel) para el tratamiento sintomatico de defectos del condilo femoral,
fibroblastos autélogos (LAVIV™) para la reducciéon de las lineas de expresion en el
rostro, células dendriticas obtenidas de monocitos para inmunoterapia aut6loga
contra el cancer de prostata —resistente a tratamiento hormonal— asintomatico o
minimamente invasivo (PROVENGE ®0 sipuleucel-T), y células progenitoras
hematopoyéticas obtenidas de corddén umbilical y placenta (HEMACORD) para
reconstitucion del sistema hematopoyético (Zapatan y Garcia, 2011; Kowalwski y
Saunders, 2013).

Anatomia y Fisiologia del Hueso como 6rgano receptor de MSC

El tejido 6seo forma el esqueleto, es el armazén que soporta el cuerpo, la gravedad
y protege los organos. Esta implicado en la homeostasis mineral, en la

hematopoyesis y permite la locomocién.

Es un tejido dinamico, tiene la capacidad para adaptar su arquitectura dependiendo
de las presiones que deba soportar, mediante procesos de resorcién y formacion
O0sea. Su forma y funciones dependen del mineral que compone la matriz
extracelular que es un analogo de la hidroxiapatita, distribuido en forma de cristales
microscopicos que es removido y re formado como respuesta a estimulos

mecanicos, bioquimicos y fisiolégicos normales (Baskey, 2006).
Clasificacion:
Dependiendo de la forma existen tres tipos de huesos:

1) largo: son de forma cilindrica y se encuentran en los miembros. Se caracterizan
por depender de tres centros de osificacion para su desarrollo, uno para la diafisis y

dos para las epifisis.

2) cortos: presentan forma irregular, la mayoria forman parte de la columna

vertebral, carpo y tarso. Se desarrollan a partir de un centro de osificacion.
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3) planos: estdn organizados en dos dimensiones, sus grandes superficies le dan
insercién a importantes masculos. Ejemplos de este tipo de hueso son la escapula,

los huesos de la pelvis y los del craneo (Dyce y col., 1999).
Estructura macroscopicay microscoépica de los huesos largos:

Estan ordenados en una diafisis larga y cilindrica en cuyos extremos se encuentran
las epifisis de tamafo pequefio y forma irregular. Entre estas dos estructuras se
observa la metafisis que durante el desarrollo es de tejido cartilaginoso (cartilago de

crecimiento), luego presenta la misma composicion 6sea que la epifisis (Figura N°4).
La cavidad medular esta en el centro de la diéfisis.

El periostio es una membrana fibrosa que envuelve la superficie externa de los
huesos excepto donde se encuentra cartilago articular (epifisis). Su capa profunda
es celular, donde se albergan las células osteoprogenitoras, razén por la cual
conserva la capacidad para formar hueso en individuos adultos. La capa externa

esta formada por tejido conectivo fibroso.

Figura N° 4: Estructura de un hueso largo.

Cartflago articular (hialino)

Epffisis proximal __

Linea epifisaria

Hueso esponjoso

Hueso compacto

Cavidad medular

Periostio

Didfisis

Linea epifisaria

Epfriisis distal

Fuente: Walker, 2005.
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La forma del hueso esta determinada por una corteza de hueso compacto formado
por finas laminillas conteniendo los osteocitos y osteoblastos. Estas son la unidad
funcional del tejido, se ordenan de a 10 o 12 paralelamente en tubos concéntricos
alrededor de pequefios canales centrales llamados conductos de Havers (Figura N°
5). A cada uno de estos sistemas se les llama Osteona o sistema de Havers, que a

su vez se colocan de forma paralela al eje longitudinal del hueso (Baskey, 2006).

Figura N° 5: Seccion de un hueso largo.

Osteona
(Sistema de Havers)

Laminilla de Havers
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Osteocito
(C. Osea)

Fibra de
Sharpey

Laminilla
| intermedia

Endostio
Periostio |
Canal de Havers

Laguna

Vaso de Volkman

Fuente: Torres Rios, 2011.

Microscopicamente se observa que cada Osteona esta delimitada por una linea de

cemento y que entre ellas existen sistemas intermedios de laminillas (Figura N° 6).

Los conductos de Volkman esta formados por tejido fibroso, contienen vasos
sanguineos y nervios, son quienes comunican a los sistemas de Havers entre si, con
el periostio y con la cavidad medular, estan orientados en forma perpendicular al eje

longitudinal del hueso. No estan rodeados por laminillas 6seas (Di Fiore, 1996).

La porcién externa de la diafisis esta formada por este tipo de hueso
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Figura N° 6: Histologia del Hueso Compacto.

Os:osteona; CH: Conducto de Havers; CV: Conducto deVolkman; L: laminillas; IL: laminillas intermedias;
Flechas:osteocitos.

Fuente: Slideshare, 2013.

Por su parte la zona interna de la epifisis estd compuesta por hueso esponjoso, en
este caso las laminillas de osteocitos estan inmersas en trabéculas de densidad y
forma variables. Son delgadas, se ramifican y se unen delimitando espacios amplios
que son ocupados por la médula 6sea, este tipo de organizacion hace que sea de

consistencia mas blanda que el hueso compacto (Figura N° 7).

Figura N° 7: Histologia del Hueso Esponjoso.

-~y

osteoblastos

Fuente: Universidad catolica de Chile, 2014
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En el centro de la diafisis y entre las trabeculas del hueso esponjoso se encuentra la
médula 6sea (Figura N° 8). Esta compuesta por tejido conjuntivo reticular y
abundantes vasos sanguineos que generan el microambiente apropiado para la
actividad celular (Welch, 2010).

Figura N° 8: Estructura de la médula 6sea, hueso compacto y esponjoso.

S ,-3”-':-';
Sist. de Havers
(Hueso compacto)

Trabéculas
(H. esponjoso)

Fuente: Walker, 2005.

Dentro de los componentes celulares se encuentran las Células Madre
Hematopoyéticas (CMH), encargadas de dar origen a todas las células sanguineas,
Células Madre Mesenquimales (MSC), con capacidad osteogenica y células

progenitoras endoteliales (Hernandez, 2011).

Las MSC se dividen en dos tipos, las inducidas y las determinadas. Las primeras
son células mesenquimales indiferenciadas que bajo determinadas sefales son
capaces de formar hueso, se las encuentra en varios tejidos. Las determinadas son
células que estan diferenciadas para formar tejido 6seo, llamadas osteoprogenitoras,
se alojan en el endostio o estroma de la medula (Di Sevo Mallo, 2013).

Esta contenida por el endostio, capa de tejido conectivo que tapiza la cavidad

medular y la superficie de las trabéculas.
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La médula 6sea representa un 5% del peso corporal, a medida que pasa el tiempo
es reemplazada por tejido adiposo, pasando de medula 6sea roja a medula ésea
amarilla (Welchu, 2010).

Células 6seas: existen cuatro tipos, las células osteoprogenitoras, los osteoblastos,
osteocitos y osteoclastos. Las primeras derivan de las células mesenquimales
embrionarias mediante su proceso de diferenciacion hacia células formadoras de
hueso, por lo que su potencial para generar distintos tipos celulares es menor. Los
osteoblastos sintetizan la matriz 6sea (osteoide) y actian en el proceso de
calcificacion por medio de la secrecidén de la enzima fosfatasa alcalina sérica (FAS)
que aumenta la concentracion de calcio y fosforo hasta que precipitan. Estos pueden
morir por apoptosis o diferenciarse en osteocitos una vez que son rodeados por
matriz 6sea mineralizada. Los osteoclastos existen en la superficie de la matriz, son

los sensores mecanicos del hueso responsables de la resorcion (Fawcett, 1995).

Irrigacion sanguinea: su aporte sanguineo representa entre un 5 a 10% del gasto
cardiaco. La arteria nutricia penetra por el centro de la diéfisis llegando a la médula
donde se va bifurcando hacia proximal y distal hasta las epifisis donde se
anastomosan con sus vasos sanguineos y con los de la metafisis. A su vez los
vasos mas pequefios son los que penetran en los conductos de Havers del hueso

compacto.

Inervacion: existen junto a los vasos sanguineos en los conductos Haversianos. Las
fibras sensitivas se dirigen al tejido 6seo, especialmente periostio, las vasomotoras
hacia las arterias y venas (Dyce, 1999).

Mecanismo de regeneracion 6sea en Fracturas:

Fractura:

Los huesos largos estan sujetos a fuerzas fisioldgicas (peso, contraccion muscular,
actividad fisica) y no fisiologicas (traumatismos). Cuando estas se transmiten al
hueso de forma tal que superan su resistencia maxima, se produce la fractura (Hulse
y Hyman, 2006).
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Se define como la rotura completa o incompleta del hueso y se acompafa de varios
grados de lesion en los tejidos blandos, quedando comprometida la funcionalidad del

aparato locomotor (Piermatei y Flo, 1999).
Regeneracion:

La reparacion de un hueso dafiado es un proceso biolégico destinado a devolver la
funcionalidad normal del tejido, mediante la formacion de nuevo tejido 6seo. Su éxito
depende de varios factores como la localizacion de la fractura, la circulacion
sanguinea, el dafio en los tejidos blandos y la estabilidad 6sea entre otros.
Expresado de otro modo, el hueso se recupera del dafio sin formar cicatriz ya que es
capaz de regenerarse, siempre y cuando las condiciones para dicho proceso estén
presentes (Goods, 2009).

El aporte sanguineo es de especial importancia ya que sin él no es posible la
formacién de nuevo tejido. Durante este proceso la sangre proviene de la arteria
nutricia, sus ramificaciones y del tejido blando circundante, esta ultima fuente

desaparece una vez que el tejido recupera su estructura (Hulse y Hyman, 2006).

Se debe prestar atencién durante el acto quirargico a la hora de elegir los implantes,
con la manipulacién de los tejidos blandos y se debe tener la precaucién de lograr

una inmovilizacién adecuada para evitar movimientos que deterioren la vasculatura.

El proceso de reparacion se puede dar de dos formas, Consolidacidon Directa 0

Primaria (reconstruccién de hueso) e Indirecta o Secundaria (formacién de callo),

dependiendo del grado de estabilidad que tenga la fractura.

C. Directa: es la regeneracion 6sea en ausencia de tejido cartilaginoso y la menos
frecuente en forma natural ya que los cabos deben estar practicamente en contacto

en toda su superficie (Di Sevo Mallo, 2013).

Existe C. Directa 12, cuando los cabos estan alineados y estabilizados en forma

absoluta (por placas, clavos etc.), los extremos Gseos estan en contacto en casi toda
la superficie o separados por una distancia menor a 0.1mm. El hueso se repara sin

la necesidad de callo cartilaginoso previo (o con la formacion de uno muy pequefio),
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gracias a la remodelacion osteoclastica y a las Células Mesenquimales precursoras
de osteoblastos.

La C. Directa 22 o Intramembranosa se da si la estabilidad ofrecida por el método de

fijacion empleado no es la adecuada como para que se forme tejido éseo
directamente, por lo tanto se forma un callo externo pequefio en los extremos de la
fractura con la finalidad de reducir el movimiento permitiendo la unién de los cabos
por un puente donde las Células Mesenquimales se diferencian en osteoblastos y

forman hueso (Fossum, 2009).

Si la brecha entre los extremos 0seos es mayor a 0.1 mm se produce la reparacion
Osea por Consolidacion Indirecta o Endocondral. Esta vez el hueso se forma a través

de tejido cartilaginoso o fibroso.
Etapas de la C. Indirecta:

12) Inflamacion: como respuesta al dafio ocurre una reaccion inflamatoria local con la
liberacion de prostaglandinas que estimulan la angiogenesis, la resorcion dsea por
parte de los osteoclastos y la proliferacién de las CM Oseas. La degranulacion
plaquetaria promueve la liberacion de citocinas que son quimiotacticas para las MSC
haciendo que migren hacia la zona dafiada. Ellas segregan factores de crecimiento
gue promueven la proliferacion y diferenciacion celular, que dependiendo del pH del

nicho lo haran en fibroblastos o condroblastos (Kraus y Kinker-Head, 2006).

En el momento de la lesiobn los vasos sanguineos se dafan, sobreviene la
hemorragia, formacién de coagulo y posteriormente el tejido de granulacién (soporta
un 100% de deformacién) que evolucionara a tejido fibroso o fibrocartilago
dependiendo de las condiciones del ambiente. Estos soportan un 10% de
deformacion, brindando mayor estabilidad y menor movimiento permitiendo que los
tejidos con menor tolerancia a la deformacion proliferen dentro de la brecha, dandole

rigidez a la fractura (Hulse y Hyman, 2006).

23) Callo Blando: se forma entre los cabos de la fractura, su parte externa es de
tejido fibroso, donde el aporte sanguineo es mayor, y la interna de fibrocartilago. Su

tamafio va a depender de la estabilidad, a menor estabilidad mayor sera el callo.
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3%) Callo Duro: la mineralizacion comienza desde el centro (fibrocartilago) hacia la
superficie, se aumenta la rigidez y resistencia, limitando las deformaciones, creando

el ambiente propicio para la proliferacion y diferenciacion de los osteoblastos.

El fibrocartilago sufre osificacion endocondral, siendo reemplazado por hueso
esponjoso que le permite al paciente retomar el movimiento normal del miembro
afectado (Fossum, 2009).

4%) Remodelacion: si bien el hueso ha retomado funcionalidad su estructura no es la
adecuada, tiene mayor didmetro de lo habitual, esta deformado, por lo que puede
interferir con el trabajo de los musculos y tendones, la reabsorcion es llevada a cabo
por los osteoclastos. En este proceso el tipo de hueso cambia de esponjoso a
cortical via remodelacion Haversina. Llegar a su tamafio y forma normal puede llevar

meses o afios (Skerry, 1998).

Tratamiento de las Fracturas.

El proceso natural de reparacion O0sea es suficiente para reconstruir la fractura
siempre y cuando las condiciones biomecanicas sean las adecuadas. Si estas no
estan presentes se debe intervenir de manera exdgena para lograr un correcto y

precoz resultado (Di Sevo Mallo, 2013).

Existen ciertas condiciones clinicas que determinan el tratamiento quirdrgico de las
fracturas como es el caso de las expuestas, conminutas, las que presentan gran

desplazamiento y las infectadas.

Lo que se pretende con este tipo de tratamiento es devolverle la funcién original al
tejido afectado, para esto se debe estabilizar la fractura cuidando el aporte

sanguineo tan fundamental para la recuperacién (Hulse y Hyman, 2006).

Se utilizan fijadores externos, internos y mixtos. En el caso de los fijadores

esqueléticos externos se aplican clavos o tornillos en forma perpendicular al eje

longitudinal del hueso que luego de unir los cabos de la fractura son inmovilizados
entre si por una barra externa paralela al eje del hueso. Los fijadores esqueléticos

internos se implantan cuando los cabos son dificiles de estabilizar, los mas
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conocidos son las placas de osteosintesis y los clavos intramedulares. Es una
cirugia mas invasiva ya que se debe entrar al hueso, el dafio en los tejidos
circundantes es importante lo que puede llegar a retrasar la recuperacion (Piermattei
y Flo, 1999).

Se presentan casos en los que la consolidacion endocondral combinada con los
distintos métodos utilizados para estabilizar las facturas no son suficientes. Entre
estos se incluye las perdidas sustanciales de hueso, enfermedades metabdlicas, no
uniones, uniones retardadas, animales con patologias locales o sistémicas que ven

disminuido su potencial regenerativo o pacientes gerontes (Bennet, 1998).

En estos casos se deben utilizar estrategias que potencien y ayuden a las

fisiolégicas y quirdrgicas empleadas.

Una de las mas importantes es el implante de hueso esponjoso autélogo que se
realiza en el quiréfano junto con los métodos de fijacion. Este es obtenido por
legrado de la cresta iliaca, tubérculo mayor del humero o en la zona proximal de la

tibia, por lo general se coloca luego de realizar la fijacion (Fossum, 2009).

La razon para usar hueso esponjoso son sus propiedades osteogénicas, (contiene
osteoblastos, MSC y les brinda un soporte donde puedan proliferar y diferenciarse)
osteoinductoras, (cuando es aplicado junto con matriz 6sea desmineralizada,MOD,
encargada de reclutar MSC y su progenie, tiene la capacidad para inducir la
formacion de hueso en un lugar donde de otra forma no se iba a regenerar, por lo
generar la MOD se utiliza como una extension cuando la cantidad de H. Esponjoso
no es suficiente) y osteoconductoras (son los implantes que sirven de armazoén a las

células sobre el cual pueden trabajar). (Di Sevo Mallo, 2013).

Los inconvenientes que presenta su utilizacion son que se debe realizar otra
intervencion sobre el mismo animal para extraer el injerto por lo que el tiempo que el

paciente debe estar bajo anestesia es mayor, pueden surgir complicaciones en el

sitio de donde fue extraido y por ultimo, la cantidad de hueso esponjoso extraido

puede ser insuficiente (Fossum, 2002).
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Complicaciones en el tratamiento de las Fracturas:

La curacion exitosa de las fracturas es un proceso ordenado cuando las condiciones
biolégicas y mecanicas son las adecuadas. En algunas ocasiones pueden aparecer
inconvenientes relacionados con la eleccion del tipo de implante, su colocacion,
cuidado post quirargico, etc., que alteran el curso normal de la reparacion ésea
(Millis y Jackson, 2006).

Union retardada: esto ocurre cuando la fractura no se consolida en el tiempo
esperado. Si bien se observan signos radiolégicos de actividad 6sea, no se puede

asegurar que la reparacion ocurra.

Entre las causas mas comunes se encuentra el método de fijacion utilizado para
reparar la fractura ya que puede ser inadecuado, el tipo de fractura (expuesta, con
pérdida importante de hueso, tejidos blandos y vasculatura) o las infecciones, en
donde el hueso puede llegar a regenerarse, pero tardara mas de lo normal. También
se deben tener en cuenta los factores propios del paciente como la edad, estado

general, etc. (Piermattei y Flo, 1999).

Con los tratamientos actuales la solucion depende de la causa, si la reduccion y
método de fijacion son adecuados se debe reducir la actividad del animal empleando
cabestrillos que eviten el apoyo del miembro. Cuando el método de fijacion no sea el
adecuado o la reduccién no fue exitosa el animal se debe someter a una nueva
cirugia para corregir estos errores, con el objetivo de lograr una zona de fractura

alineada y estable (Millis y Jackson, 2006).
No union: se le llama de esta forma cuando el proceso de cicatrizacion se detiene.

Generalmente se deben a un tratamiento inadecuado, ya sea por la mala eleccion
del método de fijacibn o por errores durante el acto quirdrgico que llevan a la
inestabilidad de la fractura, aunque también se deben nombrar como factores
predisponentes las fracturas con grandes pérdidas de tejido 6éseo y blando, fracturas

expuestas, pacientes gerontes y/u obesos. (Fossum, 2009).
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Se clasifican en viables y no viables, ambas pueden complicarse con infecciones
(Piermattei y Flo, 1999).

Las viables son biolégicamente activas, se observa reaccion 6sea proliferativa. Se
subdivide en 3 tipos, que son los que se presentan con mayor frecuencia en

pequefios animales:

1) hipertréfica: se forma gran cantidad de callo que no se osifica por el movimiento

presente en la fractura.
2) moderadamente hipertrofica: el callo es mas chico que en el caso anterior.

3) oligotrdfica: el callo es minimo o no se forma, el espacio de la fractura puede estar

unido por tejido fibroso.
Las no viables o avasculares son poco comunes y se dividen en:

1) distroficas: uno o ambos cabos estan poco vascularizados, por lo tanto no se

unen.
2) necroticas: persisten secuestros en el espacio de a fractura.

3) por defecto: ocurre cuando se pierden grandes fragmentos de hueso, si el espacio
entre los cabos es mayor a 1.5 veces el diametro del hueso, es posible que no haya
suficiente potencial osteogénico para regenerar la fractura, independientemente de

la estabilidad lograda.

4) atréficas: es el estadio final de la mayoria de las no uniones no viables, se
produce resorcion y redondeamiento de los cabos, puede presentarse osteoporosis

por desuso y cese absoluto de la actividad osteogénica.

En el caso de las fracturas con no uniones viables que presentan una reduccion
adecuada, se debe realizar otra cirugia para estabilizarlas tratando de afectar el callo
lo menos posible, si la reduccion es insatisfactoria la cirugia comprendera dividir el
callo en el lugar de la fractura, alinear y fijarla adecuadamente. En cuanto a las no

viables se deben reavivar los bordes, abrir el canal medular con el fin de vascularizar
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nuevamente la zona e implantar un método de fijacién adecuado. En algunos casos

se pueden necesitar hasta 3 cirugias (Fossum, 2009).

Osteomielitis: es la inflamacion de la médula y corteza Osea causada por la
generacion de un ambiente propicio para la contaminacién microbiana. En la
mayoria de los casos los agentes causales son bacterias aerobias siendo las mas
encontradas Staphylococus intermedius o aureus (50-60%), en el caso de
mordeduras se aislan anaerobias como Actinomyces, Clostridium, Bacteriodes entre
otros. En un namero menor de casos la infeccidon esta dada por hongos y virus
(Anderson, 1998).

La infeccion clinica es el resultado de mas que una simple contaminacion microbiana
ya que se deben dar ciertas condiciones para que estos puedan desarrollarse como
dafio extenso de partes blandas, poca irrigacién (dificultando la llegada de los
nutrientes, anticuerpos, macréfagos y farmacos), formacién de detritos celulares del
propio paciente que protege las colonias y por ultimo poca estabilidad de las
fracturas tratadas que favorecen el dafio en los tejidos circundantes. El estado del
paciente también se debe tener en cuenta, ya que si presenta una enfermedad
sistémica es otro factor de riesgo. Efectivamente un 72% de fracturas abiertas y un
39% de las cerradas tienen contaminacion bacteriana, pero un bajo porcentaje

sufren infeccién (Bubenik y Smith, 2006).
Las vias de infeccién en orden de frecuencia son (Piermattei y Flo, 1999):

1?) fractura expuestas, reparacién abierta de fracturas cerradas, colocacion de
implantes (vehiculizan los microorganismos, el mejor ejemplo son las placas

metalicas) y las heridas punzantes.
2%) extension de la infeccion desde el tejido blando adyacente al hueso.
3%) hematdgena (es muy rara).

En la Osteomielitis Aguda el animal presenta depresién, anorexia, dolor localizado,
tumefaccion, eritema y temperatura corporal aumentada. Radiologicamente los

signos no son muy claros.
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A nivel tisular los cambios que se suceden son congestiébn vascular, edema y
exudado inflamatorio que se extiende por el hueso destruyendo los osteocitos y las
células medulares. Los polimorfonucleares liberan enzimas proteoliticas que dan
necrosis tisular, descenso del pH, desmineralizacion de la matriz 6sea y rotura de las
trabéculas. El exudado se llega a extender por la médula, corteza y periostio. A
medida que este aumenta la presion intradsea también aumenta quedando
comprometido el aporte sanguineo por lo que, en las zonas afectadas el hueso

gueda anoxico y muere. (Fossum, 2002).

En la Osteomielitis Crénica, clinicamente se detectan trayectos fistulosos, atrofia y
contractura muscular por la claudicacion presente. En las radiografias se pueden

observar secuestros rodeados de exudado inflamatorio.

Durante esta fase el tejido de granulacién pidgeno absorbe la sustancia esponjosa
muerta y separa en forma de secuestros los trozos de hueso cortical necrosado. A
su vez, el contenido purulento acumulado en la zona subperiostica lo separa del
resto del hueso, por lo que el periostio responde generando capas de hueso en un
intento de unirse al area afectada. Con el tiempo forma trayectos fistulosos que
drenan secrecion purulenta hacia el exterior. Este proceso empeora si la fractura es

inestable por la mayor destruccion de vasos y tejido blando (Anderson, 1998).

El tratamiento médico de la osteomielitis Aguda comprende la indicacién de
antibioticos sistémicos segun el resultado del antibiograma durante 4 a 6 semanas y
atender el estado general de paciente dependiendo del grado de dolor o anorexia
gue manifieste, si presenta exudados drenarlos y realizar curaciones diariamente.
Quirdrgicamente se debe desbridar cuando corresponda, reemplazar los implantes
previamente colocados si ho son los adecuados o estan flojos (Piermattei y Flo,
1999).

La osteomielitis Crénica también se trata con antibioticoterapia sistémica
prolongada, la muestra para el antibiograma se debe extraer de las zonas mas
profundas de infeccion ya que las secreciones de las fistulas estan contaminadas
con bacterias tisulares. Es mas comun encontrar microorganismos anaerobios. El

tratamiento quirdrgico incluye retirar los secuestros y el hueso desvitalizado hasta
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llegar a reavivar sus bordes. De ser necesario reemplazar los implantes por nuevos
que sirvan para estabilizar la fractura, una vez regenerada la fractura se deberian
retirar para eliminar por completo la infeccién. Una opcién es implantar hueso

esponjoso cuando las pérdidas 6seas son importantes (Fossum, 2002).

Si bien los avances en las técnicas quirdrgicas y los implantes han permitido a los
cirujanos ortopédicos reparar fracturas relativamente complejas con resultados
exitosos, las complicaciones se contindan presentando cuya solucién en la mayoria
de los casos requiere que el animal se someta a mas de una cirugia con los riesgos,
tiempos y cuidados que esto implica (Fossum, 2009). Lamentablemente en ciertas

ocasiones la unica solucion es la amputacion del miembro afectado.

Fue sefialado anteriormente que el hueso es uno de los pocos tejidos capaces de
regenerarse gracias a la capacidad de proliferacion y diferenciacion que poseen las
MSC localizadas tanto en periostio como en la medula 6sea. Sin embargo, en los
procesos cronicos esta habilidad se ve afectada por la disminucion de células madre
debido a los cambios que sufre el nicho en el cual se encuentran (Kraus y Kinker-

Head, 2006; Semiglia, 2014, comunicacion personal).

Es por estas razones que el tratamiento de las fracturas y sus complicaciones con el
aporte externo de Células Madre Mesenquimales seria una solucion eficaz y
definitiva al imitar el proceso fisioldgico de recuperacion. Implica un procedimiento
quirurgico sencillo y corto, mas seguro para el paciente. Si bien su aplicacion esta en
pleno estudio, los resultados obtenidos hasta el momento indican que la
recuperacion se logra en menor tiempo y sin inconvenientes (Zachos y Smith, 2009).
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Células Madre Mesenquimales

Definicién y caracteristicas:

Como fue mencionado anteriormente en los afios 1960s fueron identificadas por
primera vez por McCulloch y Till como células estromales clénicas de la medula
0sea, luego en el afio 1966 fueron descritas por Friedenstein y Petrakova como
células de morfologia fibroblastoide formadoras de progenitores osteogenicos

localizadas en el estroma de la medula 6sea (Jackson y col., 2007; Yiy Song, 2012).

Son Células Madre Adultas Multipotentes que se encuentran en varios tejidos
adultos como médula Osea, periostio, tejido adiposo, musculo, pulpa dental,
pancreas, higado, dermis, membrana sinovial, pulmon y rifidn, también en tejidos
fetales como sangre del cordon umbilical, sangre fetal, y liquido amniético (Erickson,
2008; Reich, 2009).Se encuentran en grandes cantidades en los individuos jévenes,
a medida que pasan los afios su concentracion va disminuyendo (Di Sevo Mallo,
2013).

En el aflo 2006 la Sociedad Internacional de Terapia Celular (SITC) establecio
ciertos parametros de laboratorio que las definen. Se deben adherir al medio de
cultivo, expresar los receptores de superficie CD73" y CD105" pero no los
marcadores hematopoyéticos CD14,CD34" y CD45" y tienen que ser capaces de
diferenciarse en células que derivan del mesodermo como osteoblastos, condrocitos

y adipocitos (Ghannam y col., 2010).

Tienen capacidad de expansion muy alta, desde 230 veces en 28 dias a 6966 veces
en 58 dias de cultivo. Asimismo conservan su funcionamiento intacto a pesar de ser
cultivadas, replicadas y criopreservadas, razones por la cuales son tan importantes

dentro de la terapia regenerativa (Carrasco y col., 2010).

Sus caracteristicas fueron comprobadas por primera vez en caninos en el afio 2007
gracias a Csaki y colaboradores. Ellos demostraron su capacidad de proliferacion y
diferenciacion a partir de aspirados de médula 6sea. Como primer paso aislaron las
MSC basandose en los parametros ya descritos establecidos por la SITC (habilidad

para adherirse al medio de cultivo, morfologia fibroblastoide y expresar marcadores
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especificos) (Figura N° 9). Luego fueron sembradas en tres medios de cultivo, cada
uno con las condiciones necesarias para dirigir la diferenciacion hacia osteoblastos,
adipocitos y condrocitos. Concluyeron que las MSC caninas son capaces de generar
células altamente especializadas, y funcionales (Figuras N° 10, 11y 12).

Figura N° 9: Forma fibroblastoide de MSC caninas aisladas en cultivo.

= P
= ~
. D F23~ o .
— o
\ , a
— o \\’? ; . L e ﬂ
Y ‘ \&\ ¥ . ,"}‘ A
\ B |
. e, ——— ‘k‘.
- 2 2 3 ®
.\.
" , i
/-‘ > e -‘{'f Q ' ‘.:'l

Fuente: Csaki y col., 2007.

Figura N° 10: Osteoblastos caninos.

Os: osteoblastos; (*): matriz extracelular; (—): fibras.
Microscopia electronica, 3000x.

Fuente: Csaki y col., 2007.
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Figura N° 11: Adipocitos caninos.

F: adipocitos; (*): vacuolas lipidicas; Mi: mitocondrias; M: matriz extracelular formada por colageno tipo I.
Microscopia electrénica, 5000x.

Fuente: Csaki y col., 2007.

Figura N° 12: Condrocitos caninos.

C: condrocitos; M: matriz extracelular. Microscopia electrénica, 5000x.

Fuente: Csaki v col., 2007.

Si bien su principal funcién en el organismo es la regeneracion 6sea, se ha
encontrado evidencia in vitro que indicaria su capacidad para diferenciarse en
neuronas, astrocitos y oligodendrocitos, musculo cardiaco, epidermis, cornea,
tendones e intestino, entre otros, demostrando su posible pluripotencialidad y por lo
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tanto potencial para ser utilizadas como terapia de reemplazo en una amplia

variedad de patologias (Socarras-Ferrer y col., 2013).

Figura N° 13: Evidencia preliminar de Plasticidad.
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Presentan otra particularidad, son Inmunoprivilegiadas. Tienen efectos
imunomoduladores y antiinflamatorios ya que tienen baja expresiéon del factor mayor
de histocompatibilidad | (MHC 1) y no expresan el MHC Il, ademas segregan en
forma paracrina distintas citocinas que interfieren con la proliferacion de los linfocitos
T y B, por lo tanto, con su funcion de rechazar tejidos extrafios (Escario, 2008;
Benedetti, 2013).

Su rol en el tratamiento de patologias inmunomediadas y en la enfermedad del

injerto vs. huésped ya esta en investigacion (Jackson y col., 2007).

Mas importante aun es la posibilidad de realizar tratamientos con CM autdlogas

como alogénicas de forma indistinta (Liu y col., 2013).

Pagina 40



Con respecto a esto ultimo, Liu y col. (2013) resaltan en una de sus experiencias en
base al estudio de MSC derivadas de tejido adiposo, la posibilidad de crear bancos
de MSC alogénicos para tenerlas disponibles en el momento que sean necesarias,
ahorrando el tiempo que se pierde en la extraccion, aislamiento y expansion cuando
se opta por las del propio paciente. En este ensayo pudieron observar que esta
propiedad inmunoldgica es conservada luego de diferenciarse en osteoblastos.
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Fuentes y Mecanismos de obtencion

Entre las fuentes mas estudiadas se encuentran la médula 6sea y el tejido adiposo

(Black y col., 2007; Carrasco y col., 2010).

Médula ésea (M.O.).

La médula 6sea contiene dos poblaciones principales de CMA, las Células Madre

Hematopoyéticas (CMH) encargadas de la renovacion de las células sanguineas y

las Células Madre Mesenquimales (MSC), responsables de la regeneracion dsea

(Kelly, 2007) (Figura N° 14).

Figura N° 14: Diferenciacién de CMH y MSC.
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Esta tiene como limitante que las MSC se encuentran en muy poca concentracion,

conforman entre un 0,00001 y un 0,01% del total de las células que alli residen, por

lo tanto su cultivo y expansion son necesarias para obtener las cantidades que se
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necesitan en la practica clinica, lo que lleva entre 4 a 6 semanas (Zachos y Smith,
2009).

Otro inconveniente, es su método de obtencion si se lo compra con el tejido adiposo.
Se debe realizar un procedimiento quirdrgico especifico para extraer la médula del
donante, aunque es mas sencillo que el realizado para conseguir el injerto de hueso

€sponjoso.

De todas formas, desde su hallazgo en los afios 60°s, las MSC ubicadas en la
médula 6sea contindan siendo de las mas aplicadas y estudiadas por los cientificos.
El procedimiento quirargico empleado para su extraccion es el aspirado. Es un
método relativamente sencillo, de corta duracion y sus contraindicaciones son
escasas estando relacionadas con la sedacién o anestesia del animal (McSherry,
2007).

Los lugares mas comunes en donde se realiza son el humero en su porcién proximal
(de eleccion por estar cubierto de poco tejido) (Figura N° 15), cresta iliaca (dificil de
ubicar en animales obesos) y la fosa trocantérica (se evita en obesos o con mucha

masa muscular) (Acefa y col., 1992; Filomeno, 2013, comunicacién personal).

Una vez sedado el paciente y desinfectada la zona se incide la piel con bisturi (1-2
mm) sobre el lugar seleccionado con la finalidad de que la aguja de extraccidon
(aguja de Jamshidi, lllinois o Rosenthal) (Figura N° 16), atraviese la piel facilmente,
esta se apoya sobre el periostio aplicado presién y rotacién hasta sentir una
disminucién de la resistencia cuando se llega a la cavidad medular. A continuacion
se retira el estilete, se acopla una jeringa y se procede a la aspiracion de médula

Osea (Acefia y col., 1992; McSherry, 2007; Filomeno, 2013, comunicacion personal).

Pagina 43



Figura N° 15: Aspiracion de Médula Osea desde epifisis proximal del humero.

Fuente: Filomeno, 2014.

Figura N° 16: Tipos de agujas de extraccion.

(a) aguja de Jamshidi. (b) aguja lllinois. (C) aguja Rosenthal

Fuente: Acefia y col., 1992; Cardionef, 2014; CareFusion, 2014.
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Tejido adiposo.

El Dr. Hedrick en el afio 2000 advirti6 que el tejido adiposo contenia una gran
cantidad de MSC, de hecho unas 500 veces mas que en la médula 6sea.

Las células provenientes de este tejido se diferencian en adipocitos, condrocitos y
osteoblastos, al igual que las derivadas de medula 6sea (Pineda Molina y Londofio
Pelaez, 2009).

Su obtencion no reviste mayores complicaciones, se pueden aprovechar cirugias de
rutina para este fin eliminando la posible morbilidad del sitio donante como sucede
cuando el origen es la M.O. La ovariectomia es el procedimiento que se tiene mas
en cuenta para este propdsito ya que la cantidad de grasa periovéarica que se puede
extraer es suficiente para aislar y cultivar estas CM (Semiglia, 2014, comunicacion
personal). Se puede extraer también del subcutaneo de la zona inguinal, escapular o

de la region intra abdominal (James y Gaynor, 2008).

Actualmente es la fuente que se utiliza con mas frecuencia en la Facultad de
Veterinaria, Universidad de la Republica, por lo que se describira brevemente su

procesamiento en el laboratorio (Filomeno, 2014, comunicacion personal).

La grasa se troza y se somete a digestion enzimatica con colagenasa tipo I, luego se
centrifuga a 300 g por 5 minutos y el pellet se resuspende en medio esencial minimo
(MEM) con 10% de suero fetal bovino (SFB) y 2% de penicilina- estreptomicina. Las
células son sembradas en botellas de cultivo celular e incubadas a 37°C con 5% de
CO2, cada 48 el medio de cultivo es cambiado. Cuando se llega a un 80% de
confluencia son tripsinadas y expandidas con una siembra de 2x10* células/cm2.
Las MSC expandidas son utilizadas para implantes o almacenadas a -196°C. El

procedimiento requiere 2 semanas aproximadamente.

En el control de calidad se verifica que las células tengan morfologia fibroblastoide,
se adhieran al medio de cultivo y expresen los marcadores de superficie especificos
para MSC (Yaneselli y col., 2013).
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Reich y col. en el afio 2009 presentaron un estudio donde compararon las
propiedades de las MSC caninas provenientes de médula ésea y del tejido adiposo
donde concluyeron que si bien ambos tipos de células madre presentan un potencial
osteogénico comparable, las provenientes del tejido adiposo llegan antes a la zona a
reparar y su velocidad de proliferacion es mayor. Esto ultimo fue confirmado por
Socarras-Ferrer y col. en un trabajo realizado en Cuba durante el afio 2013.

En el afio 2012 Spencer y col. publicaron un articulo basado en una experiencia
realizada en caninos donde llegaron a la misma conclusion que los grupos
anteriores, ademas establecen que las derivadas del tejido adiposo aunque hayan

sido criopservadas son una alternativa viable a las derivadas de la medula 6sea.

Tabla N° 1: Comparacion de las fuentes de obtencién de las MSC.

Exito de aislamiento 100% 100%

Formacion de monocapa 4-5 dias 4-5 dias

adherente

UFC-F obtenidas en la 83161 557+673
monocapa adherente

(numero)

ES Capacidad de 71.4% 78.8%

diferenciacion osteogénica

Capacidad de 100% 98%

diferenciacion adipogénica

Capacidad de 100% 100%

diferenciacion condrogénica

Fuente: Arevalo y col., 2007.
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Se debe tener en cuenta que independientemente de la fuente, las MSC que han
sido cultivadas durante largo tiempo presentan cambios genotipicos y fenotipicos
debido al envejecimiento del cultivo, a la contaminacién con virus o por toxinas que

pueden alterar su potencial terapéutico.

Se ha visto que existe una minima posibilidad de transformarse en tejidos atipicos
como el carcinoma, por lo que se deben controlar durante un largo tiempo a los
pacientes que hayan sido tratados (Carrasco y col., 2010; Kowaleski y Saunders,
2013).

APLICACION EN ORTOPEDIA VETERINARIA

Cdémo ya fue expresado, actualmente la mayoria de las fracturas son tratadas por
meétodos quirdrgicos con los riesgos que esto significa. Si estos fallan o el tejido 6seo
no responde surgen las uniones retardadas, no uniones y osteomielitis que requieren
nuevos actos quirdrgicos para conseguir la recuperacion del hueso afectado o en
dltima instancia la amputacion del miembro afectado. Si bien el uso de injertos de
hueso esponjoso e implantes son de gran ayuda, en muchos casos no es suficiente.
Debido a los inconvenientes que presenta este tipo de tratamiento es que se
necesita otro cuyos beneficios sean concluyentes, aqui es donde las Células Madre
Mesenquimales (MSC) demuestran sus habilidades (Livingston y col.,, 2003;
Fossum, 2009; Yaneselli y col, 2013).

No se debe perder de vista que estas células actlan en conjunto con la terapéutica
actual, es decir, es necesario que la fractura sea estable para que puedan funcionar

correctamente (Gardel y col., 2009).
Entre las formas de aplicaciébn mas estudiadas se encuentran:

1) Implante de MSC aisladas de Médula 6sea o Tejido adiposo.

Si bien ya se mencionaron sus diferencias con respecto a la concentracion en cada
tejido de origen y los métodos de obtencion, se sabe que una vez aisladas su
capacidad para diferenciarse en condrocitos y osteoblastos es muy similar, por lo

que se hablara de ellas en conjunto.
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Una vez implantadas las CMA ejercen su funcion de varias formas, diferenciandose
en el tipo de tejido en el cual se encuentran siguiendo las sefales emitidas por el
nicho (cada 6rgano presenta un tipo distinto de nicho) y mediante sus propias
secreciones, ya sean factores de crecimiento, moléculas antiinflamatorias,
inmunomoduladoras o antifibréticas que estimulan la proliferacion y diferenciacién de
las MSC inyectadas y de las existentes en los tejidos ademas de inhibir la apoptosis
(Yiy Song, 2012; Benedetti, 2013).

Hay estudios que demuestran que otra de las funciones es la de estimular la
angiogénesis, de esta manera los tejidos dafiados vuelven a contar con su flujo
sanguineo tan fundamental para el proceso de regeneracion. Esto se debe a la
secrecion de moléculas bioactivas como el factor de crecimiento vasculo endotelial
(VEGF), el factor de crecimiento fibroblastico (FGF) y la IL-6 (Yaneselli, 2012).

De una experiencia realizada por Granero-Molto y col. (2009) se pudo determinar
que las MSC inician el proceso de reparaciéon formando un callo cartilaginoso que
sera reemplazado por tejido 6seo. Este callo es de mejor calidad al que se forma
normalmente luego de una fractura, debido a que presenta menor rigidez en su

estructura y por lo tanto es menos quebradizo.

Se pudo observar también el efecto antiinflamatorio local y sistémico que ofrecen las

células implantadas lo que beneficia la regeneracion.

Las propiedades mecanicas una vez completada la reconstruccion del hueso fueron
mejores comparadas con las obtenidas en los tratamientos convencionales

(Livingston y col., 2003).

Estas pueden ser inyectadas en la zona de la fractura o en forma endovenosa ya
gue por citocinas quimiotacticas liberadas por las células dafiadas son atraidas hacia
la zona a reparar. Las MSC presentan en su superficie el receptor especifico para
guimiocina CXCR4 que se une con su ligando, la quimiocina SDF-1 cuando es
liberada por los tejidos durante la injuria (Granero-Molto y col., 2009). De esta forma

se crea el ambiente apropiado para que las MSC encuentren el lugar dafiado y
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procedan a la regeneracion. Dicho de otra manera, si no hay injuria en los tejidos no

se genera el nicho apropiado para que las células migren y se diferencien.

Del mismo trabajo realizado por Granero-Molto y col. se observé que la migracion

dependia también de la cantidad de células que eran administradas en el paciente.

A la hora de hacer un tratamiento con estas células, se debe evaluar si seran
extraidas del propio individuo (MSC auto6logas) o de otro de la misma especie (MSC
alogénicos). Para esto hay que tener en cuenta que las autélogas, al igual que lo
que ocurre con cualquier implante de este tipo, no presentan riesgo alguno de ser
rechazado por el organismo ni de transmitir enfermedades, aunque presentan como
inconveniente el tiempo que lleva su obtencién y procesamiento para tratar un solo
paciente (Kowaleski y Saunders, 2013). Sucede lo contrario con las alogénicas, ya
que es posible tener bancos celulares disponibles para varios individuos en el
momento que se las necesite. Si bien el riesgo de transmitir enfermedades existe,

éste puede ser eliminado en el laboratorio previo a ser utilizadas.

Con respecto al rechazo por parte del sistema inmune fue descripto anteriormente
gue las MSC son inmuniprivilegiadas, por lo tanto el rechazo hacia CM alogénicas es

bajo o nulo.

En perros con pérdidas importantes de tejido 6éseo a los que se les implantaron
MSC alogénicos sin previa administracion de inmunodepresores, se comprobd la
presencia de células viables 8 semanas después de haber sido tratados y los
resultados finales fueron comprables a los obtenidos con MSC autélogas (Livingston,
2003).

Yaneselli y col. (2013) estudiaron durante un afio la evoluciéon de un canino con no
unidn y osteomielitis del miembro anterior izquierdo que recibio repetidos implantes
alogénicos de MSC, como resultado observaron regeneracién 6sea, remision de la

infeccion y ausencia de reacciones adversas derivadas de este tipo de implante.

Es por estas ventajas que las MSC alogénicos podrian ser una alternativa viable al

uso de las autdlogas y al de los injertos éseos empleados en la actualidad, mas aun
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si su efectividad y seguridad han sido y contindan siendo demostradas (Liu y col.,
2013).

Por otro lado, se ha comprobado que la funcion de las MSC puede verse
incrementada si son aplicadas junto con carriers (también llamados andamios
bioldgicos) como auto injerto de hueso esponjoso o corticoesponjoso, medula 6sea
autologa, esponjas de coldgeno o de gelatina, gelatina en polvo, y sus
combinaciones (Herndndez-Herndndez y col., 2013). Esto se debe a sus
propiedades osteoinductoras, osteoconductoras y osteogénicas, a su vez logran que

la implantacion celular sea mas facil y segura (Goodship, 2009).
¢,Como es laimplantacién de las MSC en el paciente?

A continuacion se describird la técnica empleada por el Dr. Semiglia y la Dra.
Filomeno, en el Centro Hospital Veterinario (Montevideo) de la Facultad de

Veterinaria, Universidad de la Republica.

El primer paso es anestesiar al paciente. A continuacion se prepara la zona

mediante tricotomia, limpieza y embrocacion. (Figura N° 17).

Figura N° 17: Zona lista para ser infiltrada con MSC.

Fuente: Filomeno, 2013.

Una vez protegida la zona mediante un campo quirargico, las MSC son inyectadas

en forma percutanea. (Figura N° 18).
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Figura N° 18: Implante de MSC.

A

Fuente: Filomeno, 2013.

Este procedimiento requiere 30 minutos aproximadamente (Filomeno, 2014,

comunicacién personal).

Pueden ser implantadas directamente o junto con carriers (Figura N° 19) para

potenciar sus propiedades, como se indicé anteriormente (Zachos y Smith, 2009).

Figura N° 19: Carriers.

Fuente: Zachos y Smith, 2009.
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2) Esté en estudio, con resultados prometedores, el Implante Autélogo de Médula

Osea en el sitio dafiado (Figura N° 20). Cuando se elige esta opcion se estan
inyectando en el paciente MSC, Células Madre Hematopoyéticas y plaquetas. Como
fue explicado, las Células Madre Mesenquimales se encuentran en muy baja
concentracion en la medula ésea mientras que la de las plaquetas es mucho mayor,

por lo que en este caso la regeneracion esta basada principalmente en su presencia.

Estas no solo actian en la hemostasia sino que son esenciales en las etapas
iniciales de la recuperacion de los tejidos gracias a los factores de crecimiento
provenientes de sus granulos &. Entre ellos se destacan el factor de crecimiento
transformante B (TGF-B, agente quimiotactico de las MSC y promueve la
diferenciacion de los osteoblastos), el factor de crecimiento derivado de las
plaguetas (PDGF, promueve la mitosis), el factor de crecimiento vasculoendotelial
(VEGF, agente angiogénico) y el factor de crecimiento parecido a insulina (IGF, al
igual que el PDGF promueve la mitosis), las plaquetas liberan el contenido de los

granulos cuando toman contacto con fibrina o con el factor von Willebrand.

Esto tiene grandes implicancias ya que podrian ser una alternativa al uso de las
MSC aisladas, lo que ahorra tiempo en el quir6fano ya que se implantan

directamente en el paciente luego de ser extraidas del humero o ileon.

Figura N° 20: Implante de Médula Osea percutaneo.

Fuente: Filomeno, 2013.
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El procedimiento para conseguir Médula 6sea es el mismo que el descripto
anteriormente para realizar los aspirados (Kraus y Kinker-Head, 2006).

3) La medula 6sea contiene varios tipos de CMA. Se encuentran las ya conocidas
Hematopoyéticas y Mesenquimales, también las endoteliales, las de la poblacidon
lateral, las progenitoras adultas Multipotentes, ovales y las CM muy pequefias
parecidas a embrionarias. A todas ellas se les ha dado el nombre de Células
Mononucleares (CMN) (Hernandez y Forrelat Barrios, 2013).

Estas son obtenidas a partir de la centrifugacion y concentraciéon de MO autdloga
luego de descartar los hematies y plaquetas, quedando listas para ser implantadas
en el propio paciente (Hernandez, 2013, comunicacion personal), en forma local o

sistémica.

Se han realizado experiencias alentadoras donde se explicaria que sus logros estan

dados por el sinergismo existente entre ellas.

En el afio 2011 Hernandez y col. disefiaron un trabajo donde se trataron humanos
con CMN de médula ésea autbloga extraida de la cresta iliaca, quienes padecian
necrosis aséptica de la cabeza del fémur. Un mes después del implante en la
mayoria de los pacientes la sintomatologia habia disminuido, a los cuatro meses
podian caminar sin apoyo y un afio y medio mas tarde mediante densitometria 6sea
se pudo comprobar el aumento de la masa 6sea en los sitios afectados. Concluyeron
que el resultado era independiente de la cantidad de MSC presentes en cada
implante, lo que reforzaria la teoria de que el resultado no depende de un solo tipo

de CMA, sino del conjunto.

Si bien para obtener este concentrado de CMAdultas es necesario trabajo en el
laboratorio, este requiere muy poco tiempo, es mas, se podrian procesar en el

momento de la cirugia.
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Caso clinico

A continuacion se presentara el caso de un paciente con patologia ortopédica cuyo
tratamiento se baso en el implante de MSC, realizado en el Centro Hospital

Veterinario de la Facultad de Veterinaria, UdelaR (Yaneselli, 2012).
Datos del paciente:

Nombre: Sasha.

Especie: canino.

Raza: Greyhound.

Edad: 3 afios.

Sexo: hembra.

Motivo de consulta: se fracturo la mano izquierda.

Anamnesis: la encontraron hace un mes con esta alteracion ya instalada, por lo que

no saben cual fue la causa ni el tiempo de evolucion.

Examen clinico: a la inspeccion se pudieron constatar fistulas multiples con

descargas de tipo purulento, atrofia muscular y claudicacién severa.
A la palpacion se comprobd dolor en la zona de las fistulas.

Diagnostico: gracia a las radiografias se pudo evidenciar una no union en tercio

medio de radio y ulna con osteomielitis cronica (Figura N° 21).
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Figura N° 21: Miembro afectado, dia O.

(A) Fistulas. (B) Rx. lateral. (C) Rx frontal. Flechas rojas: no unién. Flechas azules: fragmentos de hueso y sitios de
ostedlisis.

Fuente: Yaneselli y col., 2013.

Tratamiento: se realizaron implantes de MSC alogénicos provenientes de tejido
adiposo el que fue extraido de una hembra canina de 10 meses durante su

ovariectomia.

Las MSC fueron aplicadas en 5 oportunidades, con intervalo de una semana entre
ellas. Se inyectaron en forma subcutdnea sobre la zona de no unién (ubicada por

palpacion) en la cantidad de 2x10 ° células por implante.

Como antibioticoterapia se decidié por la Clindamicina oral cada 12hs, durante 4

semanas.

Resultados: se evalué a la paciente por medio del examen clinico y radiol6gico

durante 16 semanas.

En la semana 0 se observo claudicacion severa y presencia de fistulas con
contenido purulento, radiolégicamente existen zonas de osteogénesis, ostedlisis

junto a la no union.

A la 4° semana la paciente presento claudicacion media y libre de fistulas, en la

semana 16 el grado de claudicacién disminuyo continuando libre de fistulas, en las
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radiografias se ven zonas de reabsorcion, regeneracion y remodelacion Osea

correspondientes a una incipiente consolidacion de la no unién (Figura N° 22).

Figura N° 22: Miembro afectado, semana 16.

(A) Miembro sin fistulas. (B) Rx lateral. (C) Rx frontal. Flechas violetas: areas de reabsorcion y regeneracion dsea.

Fuente: Yaneselli y col., 2013.
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DISCUSION

La Terapia Regenerativa estd en plena etapa de investigacion en practicamente
todas las ramas de la medicina.

En lo que respecta a la Ortopedia Veterinaria, las MSC son el centro de atencién por

sus propiedades relacionadas a la regeneracion del tejido 6seo.

Como toda CM Adulta son células indiferenciadas que se encuentran en tejidos
especializados, van renovando su poblacion y son multipotentes, se diferencian en
osteoblastos, condrocitos y adipocitos. Existe evidencia que indica su

pluripotencialidad (Csaki y col., 2007).

Se ha descripto que estas se alojan en el tejido 6seo actuando en su regeneracion
cuando son dafiados, mediante los mecanismos de proliferacion y diferenciacion,
secrecion de distintas moléculas bioactivas, estimulando la angiogenesis y

disminuyendo la reaccion inflamatoria local (Yaneselli y col., 2013).

Cuando la pérdida de hueso es muy grande, existe dafio cronico o infeccion, las
MSC del paciente ven superada su capacidad de recuperacién. Teniendo esta
informacion resulta légico pensar en la implantacibn de MSC exdgenas para la
reconstrucciéon ésea ofreciendo de esta manera una solucion para las fracturas y sus
complicaciones que es menos cruenta, requiere menos tiempo de cirugia, de
recuperacion, de cuidados post operatorios y que sobretodo puede llegar a evitar las

amputaciones (Caplan, 1991).

Si bien las teorias referentes a su funcionamiento son similares entre los autores,
Escario (2008) establece que este tipo de CM no se diferencia una vez implantadas
sino que actuan estimulando a las propias del tejido a hacerlo. Arévalo Romero y col.
(2007) consideran que se deberian estudiar en el nicho en el cual se desean
implantar y no de forma aislada debido a que su mecanismo de accién podria variar
segun la interaccion entre cada microambiente con las células implantadas, sefialan
que otras variables son el origen y nimero de células utilizadas. Es de comun

acuerdo que falta investigacion al respecto.
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La informacion con respecto al implante de Médula Osea en ortopedia veterinaria es

escasa. Lo que se conoce es que de esta forma la terapia estaria basada en los
factores de crecimiento provenientes de las plaquetas, debido a que la

concentracion de MSC en este tejido es muy baja.

Estas se pueden criopreservar (-196°C) o conservar refrigeradas (4°C) siempre y
cuando sean utilizadas en un plazo de 54 horas (Rozman y col., 1995; Lamana
Luzuriaga, 1996).

En cuanto a las CMN se menciond que pueden ser extraidas de la médula 6sea
(Crovace y col., 2009). Con la finalidad de evitar la anestesia y morbilidad en la zona
Hernandez y col. (2011) disefiaron un método para movilizar las CMN desde la
medula 0sea hacia la sangre periférica. Para ello se basaron en el funcionamiento
del sistema receptor/ligando (CXCR4/SDF-1) que las mantiene ancladas a los
tejidos. A los pacientes, en este caso humanos, se les inyecto en forma subcutanea
el factor estimulador de colonias de granulocitos (FECG), un factor movilizador que
rompe el complejo CXCR4/SDF-1 permitiendo la liberacion de las células al torrente
sanguineo. Luego de extraer la sangre de los pacientes, procedimiento que no

causa mayores dafos, se continlia con su procesamiento en el laboratorio.

Por esta razén es que son de eleccion con respecto a las provenientes de la medula
0sea, ya que los resultados obtenidos luego de ser implantadas son practicamente

iguales.

Otra aplicacion de la terapia regenerativa basada en las CMN es en las patologias
gue requieren la formacién de nuevos vasos sanguineos, ya que su administracion
puede influir en la liberacion de factores angiogénicos o puede aportar progenitores
de células endoteliales. En el mismo trabajo disefiado por Hernandez y col. (2011)
estas fueron inyectadas en humanos con afecciones que tienen como denominador
comun la falta o disminucion del aporte sanguineo como isquemia de miembros
inferiores, Ulceras en pacientes diabéticos, infarto agudo de miocardio, enfermos con
trastornos neurolégicos cronicos por lesiones vasculoencefalicas entre otras
alteraciones. Ellos observaron revascularizacion de los miembros afectados

reduciendo las amputaciones en un 73% de los afectados, disminucién del tamafio
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en las ulceras a la semana del implante, mejoria de la funciéon ventricular y una
evolucion favorable de los signos clinicos en los que padecian patologias

neuroldgicas.

Estudios recientes realizados en animales con necrosis de cabeza de fémur, han
comprobado que la descompresion de la zona necrética mas implantacion de CMN

produce mejores resultados que la simple descompresion.

De todo lo antes presentado se desprende la potencialidad de este conjunto de
CMA, el inconveniente es la escasa cantidad de bibliografia publicada al respecto
(Hernandez y col., 2011).

Si bien uno de los origenes mas estudiados para la obtencién de MSC es la médula
Osea, el tejido adiposo va adquiriendo cada vez mas relevancia. Las CM
provenientes de ambos tejidos se diferencian en osteoblastos, condrocitos y

adipocitos (Arevalo y col., 2007; Carrasco y col., 2010).

Las ventajas que presenta el tejido adiposo es su facil obtencion de varias zonas del
cuerpo y la baja morbilidad que el proceso representa para los pacientes. Otra esta
relacionada con la cantidad de MSC, en un gramo de tejido adiposo humano existen
5x10 * CM, 500 veces méas que en un gramo de medula ésea (Planas y Coronel,
2011).

MSC autdlogas vs. Alogénicas: se han realizado trabajos en humanos y animales en
los que se ha comprobado que las MSC provenientes tanto de medula 6sea como
de tejido adiposo son inmunoprivilegiadas. Poseen baja expresién del complejo
mayor de histocompatibilidad | (MHC 1) y no expresan el MHC Il. Se comprobd
gracias a Liu y col. (2013), que los osteoblastos derivados de MSC provenientes de
tejido adiposo conservan esta propiedad, ocurre lo contrario con los osteoblastos
que se encuentran en los tejidos adultos. Otra de las causas que las hacen
inmunomoduladoras es que suprimen la proliferacion de los linfocitos T y B. Esta
interaccién con el sistema inmune requiere mayor investigacion debido al impacto

que pueden tener este tipo de CM en el tratamiento de patologias inmunomediadas.
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Liu y col. en el afio 2013 implantaron MSC alogénicas derivadas de tejido adiposo
en un modelo canino con gran pérdida de hueso en el craneo sin terapia
inmunosupresora. Como resultado observaron que la regeneracion 6sea se da de la
misma forma que la obtenida con CM autdlogas y no observaron reacciones
inflamatorias locales ni sistémicas. Estos mismos resultados fueron obtenidos por
Liningston y col. diez afios antes en un estudio similar realizado en caninos con la
diferencia de haber utilizado medula 6sea como fuente de CM. Ellos encontraron

gue las células permanecian viables ocho semanas después de ser implantadas.

En el afio 2009 Granero-Moto y sus colaboradores realizaron una experiencia donde
inyectaron de forma sistémica MSC alogénicas derivadas de MO en ratones con
fractura de tibia. Encontraron que las células una vez que llegan al nicho expresan
una proteina iniciadora de la reparacién osea llamada BMP-2 que es la encargada
de dirigir la diferenciacion de las MSC hacia osteoblastos. Ya que las células fueron
implantadas de forma i/v, los cientificos comprobaron que migran hacia la zona de la
injuria gracias al receptor para quimiocina CXCR4 presente en la superficie celular
gue se une a su ligando, la quimiocina SDF-1 quien es liberada cuando el tejido
0seo es dafiado. Sin embargo hay discrepancias en cuanto a si las células madre
realmente expresan el receptor CXCR4.Esto puede estar relacionado a los tiempos
de cultivo y pasajes celulares, ya que a mayor cantidad de pasajes la expresion del
receptor es cada vez menor y por lo tanto la habilidad de las MSC para llegar al sitio
a reparar. La solucion que vieron los autores fue utilizar cultivos sin haber sufrido

pasaje alguno.

Se debe tener en cuenta que la cantidad de células madre a implantar también es
importante, ya que la simple presencia de unas pocas células no garantiza la
regeneracion 0sea. Aun no se ha llegado a determinar cual es el nUmero necesario
ni con qué frecuencia deben ser aplicadas, tampoco la via de administracibn mas

eficaz.

Yaneselli y col. (2013), realizaron cinco implantes, uno por semana en un canino con
osteomielitis crénica y no unién del radio y cubito, cada uno contenia 2x10° células

que fueron inyectadas en forma percutanea sobre la alteracion.
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En el afio 2009 Granero-Molto y su equipo inyectaron por Gnica vez 1x10° células de

forma sistémica en ratones con fractura de tibia.

En un trabajo con caninos que padecian osteoartritis de la articulacion coxofemoral,
Black y col. (2007) implantaron dentro de la misma 5x10° células en una Unica

oportunidad.

Todos estos autores obtuvieron resultados positivos basados en el potencial

regenerativo de las MSC.

Zachos y Smith (2009) describen una técnica de infiltracion de MSC diferente a la
utilizada en nuestro medio. Ellos deciden exponer la zona de hueso afectado para
hacerle pequefias perforaciones con la finalidad de que las CM del paciente tomen
contacto directamente y con mayor velocidad con las que seran implantadas en

forma intralesional.

Existe controversia con respecto a la generacion de tumores por parte de las MSC,
en el aflo 2010 Carrasco y col. sefialaron que una vez implantadas pueden
transformarse en tejidos atipicos como el carcinoma. Esto es apoyado por Ghannam
y col. (2010) quienes agregan la posibilidad de formacion de tejido ectépico,
mientras que en Cuba Hernadndez vy col. un afio mas tarde publicaron un trabajo
donde informan que hasta esa fecha no han aparecido reportes de tumores
generados luego de este tipo de terapia, aun en pacientes controlados durante mas

de 2 afios.

En cuanto al uso de MSC para el tratamiento de las uniones retardadas, no uniones
y osteomielitis hay muy poca informacién, de todas maneras la recabada sobre
fracturas y otras patologias ortopédicas puede ser de utilidad para aplicarlas en

estos casos.

Black y col. (2007) observaron que su implantacion mejora la sintomatologia de
caninos con osteoartritis, incluso evito la eutanasia de aquellos cuyo dolor no habia
encontrado solucién hasta ese momento, por su parte Gaynor en el afio 2008,
Granero-Molto con su equipo en el 2009 junto con Hernandez y col. cuatro afios

después concluyeron que no solo mejoran el proceso de regeneracién en las
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fracturas, sino que evitan el surgimiento de complicaciones gracias al éxito en la

consolidacién 6sea.

Arevalo Romero y col. (2007) y mas tarde Socarras Ferrer y col. (2013) publicaron
resultados satisfactorios observados en ratones y perros con pérdidas de tejido 6seo

en craneo y huesos largos.

Si bien estos resultados son auspiciosos, la mayoria de los trabajos basan sus
resultados en analisis post mortem, por lo tanto la evolucion de los implantes a largo

plazo no es conocida.

Los resultados obtenidos hasta el momento con cualquiera de estas formas de
aplicacion de Células Madre Adultas son alentadores, de todas maneras no se

puede perder de vista que se esta en etapas experimentales.
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CONCLUSION:

Actualmente el tratamiento para las fracturas y sus complicaciones es basicamente
quirurgico, en algunos casos se deben realizar varias cirugias, cuando estas Ultimas
se dan, con los riesgos que esto implica. Desafortunadamente en otros la

amputacion del miembro afectado es lo indicado.

Las MSC son células madre adultas que forman parte del tejido 6seo actuando en su
mecanismo natural de regeneracion mediante los procesos de proliferacion,

diferenciacion, inmunomodulacion y angiogenesis.

En determinadas ocasiones la capacidad regenerativa de estas células se ve
superada razoén por la cual el hueso por si mismo no se puede recuperar. Por lo
tanto resulta l6gico pensar en suministrarle al tejido dafiado un aporte externo de

células para que cumplan con su funcién y lo reparen.

Gracias a los trabajos publicados hasta el momento, se puede afirmar que la terapia

regenerativa en base a las MSC en ortopedia veterinaria tiene resultados positivos.

Por lo anteriormente expuesto con respecto a su forma de obtencion, propiedades
regenerativas y por brindar la posibilidad de crear bancos celulares, se puede
concluir que las MSC alogénicas derivadas del tejido adiposo son la mejor opcion

Aun quedan interrogantes por resolver, tales como conocer su funcionamiento a
largo plazo in vivo, que cantidad se deben inyectar en cada implante y frecuencia de
aplicacién, si actian mejor aisladas o en conjunto ya sea con otras CMA o con
factores de crecimiento, por lo que llevar la terapia regenerativa al consultorio

veterinario requiere mas investigacion.
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