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RESUMEN/ABSTRACT

Resumen

Las Células Madre Mesenquimales (MSCs) son células con alta capacidad para
diferenciarse hacia diversos linajes celulares, incluido el linaje osteogénico. Sus
propiedades anti-inflamatorias, inmunomoduladoras y su capacidad osteogénica, han
suscitado un gran interés en su estudio como opcidn terapéutica en el campo de la
Traumatologia y la Ortopedia. En la practica clinica podemos encontrar una serie de
enfermedades ligadas a una regeneracion 6sea defectuosa, que requieren de un
abordaje quirdrgico que, desafortunadamente, suele ir acompafiado de diversas
complicaciones. Por eso, actualmente hay un gran interés en el uso de las MSCs como
una nueva alternativa terapéutica. Aunque la terapia celular e ingenieria tisular del
aparato musculoesquelético se encuentran en pleno desarrollo, antes de poder
trasladar los resultados al campo clinico, se necesita una investigacién en profundidad
de dichas terapias utilizando modelos animales donde se reproducen las patologias a
tratar. En este trabajo se lleva a cabo una revision bibliogréfica sobre los estudios
preclinicos mas actuales en osteonecrosis de la cabeza femoral, pseudoartrosis y
osteoporosis, con el fin de poder observar el avance en este tipo de terapias.

Palabras clave: MSCs, osteonecrosis, pseudoartrosis, osteoporosis, ingenieria tisular,
preclinico, modelo animal.

Abstract

Mesenchymal stem cells (MSCs) are cells with a high capacity to differentiate into
various cell lineages, being osteoblasts one of them. Due to their anti-inflammatory and
immunomodulatory properties, as well as to its osteogenic capacity, MSCs have been
the focus of many studies regarding their use as a therapeutic option in the field of
Traumatology and Orthopaedics. In normal clinical practice we can find a series of
diseases linked to a defective bone regeneration. Treatment of these pathologies
frequently requires a surgical approach that, unfortunately, more often than not, leads
to various complications. Therefore, there is currently a great interest in the use of MSCs
as a new therapeutic alternative. Although the developing of treatments for
musculoskeletal pathologies is currently a hot spot in the fields of cell therapy and tissue
engineering, before any result can be transfer to the clinic, it is necessary to assay the
effectiveness of those treatments in animal models that would simulate these
pathologies. In order to have a general view on the progress of these type of therapies,
in this work we have done a bibliographic review on some of the current preclinical
studies in osteonecrosis of the femoral head, pseudoarthrosis and osteoporosis.

Keywords: MSCs, osteonecrosis, pseudoarthrosis, osteoporosis, tissue engineering, “preclinical”,
animal model.



OBJETIVOS

El objetivo de este trabajo es estudiar la importancia de la terapia celular en el
tratamiento de patologias dseas cuyo patrén comun es la alteracidn en la regeneracion
Osea. Para ello ha sido fundamental explicar qué es y cobmo se comporta el tejido éseo y
el papel de las MSCs en este proceso. Ademas, se describen tres enfermedades éseas
relativamente prevalentes y muy limitantes, que necesitan de una mejora de las
opciones terapéuticas existentes. Asi, se describe la etiopatogenia, diagndstico y
terapias actuales de cada una de dichas enfermedades y por qué las MSCs son una buena
alternativa terapéutica en esos casos concretos.

Aunque también se ha realizado una revision bibliografica mas amplia sobre los
aspectos mas importantes de la terapia celular, este trabajo ha revisado principalmente
los modelos animales descritos para cada enfermedad, asi como de la evaluacién del
uso de MSCs sobre estos modelos. El objetivo principal consiste en abarcar las
investigaciones mas relevantes y actualizadas disponibles sobre cémo se aplican este
tipo de células en las diferentes terapias y los resultados de estas.

METODOLOGIA

Para empezar con la revisiéon y adquirir los conocimientos basicos sobre el tema, se
han consultado libros especializados como: Biology and Engineering of Stem Cell Niches,
Traumatologia y Ortopedia. Generalidades, EMC-Aparato Locomotor y Kelley y Firestein:
Tratado de Reumatologia.

Para la consulta de articulos cientificos se ha utilizado la base de datos PubMed, ya
gue reune la mayoria de los articulos sobre la terapia celular en regeneracion éseay su
estudio en animales. En términos generales, se han escogido las publicaciones mas
actualizadas, de los ultimos 5 afos. Ademas, se han analizado numerosas revisiones
bibliograficas. Las palabras clave utilizadas para la busqueda de articulos han sido: MSCs,
osteonecrosis, pseudoartrosis, osteoporosis, modelos animales, ingenieria tisular y
regeneracion dsea.



1. INTRODUCCION

1.1 COMPOSICION Y ORGANIZACION DEL TEJIDO OSEO

El tejido dseo es un tejido conjuntivo mineralizado, resistente y parcialmente elastico.
Su funcién mas importante es la mecanica, proporcionando proteccion a los drganos
vitales y ayudando en el movimiento corporal. Ademas, el tejido dseo participa en
procesos como la homeostasis fosfo-cdlcica (siendo el mayor reservorio de ambos
elementos en nuestro cuerpo) y en el metabolismo de la glucosa y deposicidon de
grasa(1).

El hueso estd compuesto por células y por una matriz extracelular, dentro de la cual
podemos distinguir una parte mineral y una parte orgdnica. Esta matriz es un tejido
altamente dindamico. Aproximadamente el 65% de su masa es mineral (principalmente
hidroxiapatita), un 25% de la masa désea es de naturaleza organica y el 10% restante
corresponde a agua(2). Las caracteristicas de cada una de estas partes se detallan a
continuacion:

- Matriz extracelular
o Componente Mineral: Compuesto por calcio y fésforo en forma de cristales
de hidroxiapatita con morfologia con forma de aguja, que se intercalan entre
las fibras de coldgeno. Esta matriz proporciona la rigidez caracteristica del
hueso.
o Componente Organico: Formada por coldgeno, proteinas y otros
componentes
= Coldgeno: El colageno tipo | es el mas abundante en la matriz
extracelular, representando un 90% del total. El colageno
proporciona cierta elasticidad al tejido. La orientacion de las fibras de
colageno depende de los requerimientos mecanicos del hueso. Estas
fibras se disponen longitudinalmente donde el hueso esta sometido
a tensién y transversalmente en aquellas zonas sometidas a
compresion.
= Proteinas no colagenas: Representan el 2% de todo el tejido 6seo.
Tienen un papel importante en la organizacidn de la matriz dsea, en
los procesos de mineralizacién y remodelacion dsea, en las
interacciones celulares, la quimiotaxis e incluso interacciones con
otros organos. Podemos dividirlas en factores de crecimiento
proteinas plasmaticas, proteoglicanos y glicoproteinas.

= Otros componentes:
e Lipidos: rodean las células dseas y regulan el flujo de iones.
e Agua: Se une al colageno vy a los cristales de hidroxiapatita. Se
situa en los poros corticales.



- Células: Dentro del tejido 6seo podemos diferenciar varios tipos de células.

o Osteoblastos: Células responsables de la formacién de la matriz ésea y de
su mineralizacidn. Sintetizan las proteinas que componen la matriz(1). Después
de haber realizado su funcién algunos osteoblastos quedan inmersos en la
matriz dsea durante su maduracion, transformandose en osteocitos. Otros se
aplanan queddndose en la superficie dsea y pasdandose a llamar células de
revestimiento. Aquellos que no cumplan ninguno de estos dos destinos,
alrededor de un 60-80%, entran en apoptosis(3).

o Osteocitos: Como ya se ha comentado, se forman a partir de osteoblastos
gue quedan inmersos en la matriz 6sea durante el proceso de maduracion.
Estas células funcionan como mecanosensores muy sensibles, transformando
los estimulos mecanicos en sefiales biolégicas que inducen la formacién o
resorcion osea(4). El osteocito maduro se encuentra situado dentro de la matriz
mineralizada y esta en comunicacion directa con otros osteocitos y con los
osteoblastos superficiales. Los osteocitos se encuentran acoplados metabdlica
y eléctricamente mediante complejos proteicos de unién gap(5).

o Célula de revestimiento: Son osteoblastos que han adquirido una estructura
aplanaday se encuentran en la superficie del tejido éseo, formando una barrera
funcional entre la médula dsea (MO) y el tejido dseo en la fase quiescente de la
remodelacidn ésea. Para que se lleve a cabo el remodelado éseo es necesario
que estas células se retraigan y digieran el coldageno que dejan los osteoclastos
en las lagunas de Howship. Expresan marcadores en la superficie caracteristicos
también de las MSCs. Participan en la atraccion de las células hematopoyéticas
precursoras de osteoclastos(6). Se consideran células quiescentes. Descansan
sobre una capa fina de osteoide que se pierde al inicio del remodelado para que
la matriz quede expuesta a los osteoclastos(7).

o Osteoclastos: Son células multinucleadas de gran tamafio que se originan a
partir de las células madre hematopoyéticas. Se encuentra en las lagunas de
Howship. Su funcién es la reabsorcién de la matriz dsea. Se caracterizan por un
borde festoneado, constituido por una membrana plasmatica muy plegada, en
contacto con la matriz ésea, disefiado para reabsorber proteinas e iones en el
espacio entre el hueso y el osteoclasto.

o Células Madre Mesenquimales de la Meédula ésea: Estas células
multipotentes residen en la médula dsea y estan implicadas en la homeostasis
del tejido d6seo. En este trabajo se les dedica un apartado especial donde
describiremos sus principales caracteristicas



1.2 ORGANIZACION

El tejido 6seo puede clasificarse, desde el punto de vista ultraestructural, en hueso
fibroso y laminar. El hueso fibroso estd formado por fibras colagenas desorganizadas y
estd mineralizado de forma irregular. Este tipo de hueso se forma sin matriz previa. Se
encuentra en el hueso fetal, en los callos de fractura, tumoraciones u osificaciones
ectdpicas. Por otro lado, el hueso laminar es aquel en el que las fibras de colageno y el
componente mineral se disponen en capas que forman bandas circunferenciales.

Macroscépicamente podemos diferenciar dos tipos de hueso, el hueso compacto o
cortical y el hueso trabecular o esponjoso (Figura 1). El primero representa el 80% del
esqueleto, y estd en la parte externa de los huesos y en la didfisis de huesos largos. Este
hueso esta formado por unidades cilindricas llamadas osteonas. Estas presentan un
canal central llamado canal de Volkman y canales conectando entre osteonas llamado
conductos de Harvers. El hueso cortical tiene poca actividad metabdlica, pero resiste
muy bien a la torsién y tensién.

Trabéculas

Periostio ===t
Cavidades
vasculares

Canal de Havers & canal de Volkmann
Vasos sanguineos

Figura 1: Esquema de la estructura del hueso. Se distinguen los dos tipos de tejido dseo. Imagen obtenida de
https://mmegias.webs.uvigo.es/guiada_a_oseo.php

El hueso esponjoso estd formado por hemiosteonas orientadas hacia la medula dsea.
Este tipo de hueso puede encontrarse en metafisis, vertebras, costillas y pelvis. La
estructura del hueso esponjoso esta formada por pilares y placas conectados entre si,
formando una red trabecular, con espacios llenos de medula ésea y numerosos vasos
sanguineos. Este tipo de hueso se orienta segln las presiones mecdnicas a las que se
somete. Tiene una remodelacidon ésea mas rdpida en comparacidon con el hueso cortical,
tiene mayor actividad metabdlica, es mads eldstico y resiste mejor a la compresién y el
cizallamiento(1).



1.3 MADURACION CELULAR
1.3.1 Osteoblastos

Proceden de las células madre mesenquimales de la médula ésea (BM-MSC). La
diferenciacion osteoblastica de las MSCs depende de la expresidn de dos factores Runx2
(Runx family transcription factor 2) y Osx (Osterix), que son factores de transcripcién
que se activan frente a estimulos externos como las proteinas Wingless (Wnt) y
proteinas morfogénicas del hueso (BMPs de sus siglas en inglés)(2). Runx2 es el primer
factor en actuar y dirige la expresion de numerosos genes osteoblasticos, incluyendo
Osteocalcina (BGLAP), Osteopontina (OPN), Sialoproteina ésea (/IBSP) o el Colageno tipo
1 o (COL1A1). Run2x se fija en el promotor del gen de OSX regulandolo positivamente(1)
y Osx coopera con Runx2 regulando la transcripcion de los genes anteriormente
sefialados(8).

Las BMPs son un conjunto de proteinas enddgenas pertenecientes a la familia de TGF-
B. Estimulan la expresién tanto de RUNX2 como de OSX (Figura 2). Ejercen su accién
uniéndose a un receptor tetramérico y, con ello, activan, o bien una via clasica de
sefializacion intracelular dependiente de las proteinas Smad, o bien una via que implica
a las cinasas MAP (proteina-cinasa activada por mitégenos) p38(1). BMP2 aumenta el
conjunto de progenitores y tiene un papel importante en el proceso de osificacidon
endocondral(9). Por su parte, BMP7 aumenta la actividad fosfatasa alcalina,
favoreciendo la mineralizacién(10).

Bone marrow Functional
mesenchymal stem cell  Preosteoblast osteoblast
—_—

S

BMPs, Wnt

Figura 2: Esquema de la accion de BMPs y proteinas Wnt sobre la diferenciacion osteobldstica. Imagen obtenida de
Zhang H, Recker R, Paul Lee W. Proteomics in bone research. Expert Rev Proteomics. 2010:7(1); 103-111.

La via Wnt/LRP5/B—catenina estimula también la diferenciacién osteoblastica. Las
proteinas Wnt se unen al receptor Frizzled junto al correceptor de lipoproteinas de baja
densidad 5 (Lrp5). Esto estabiliza la actividad de la glucégeno-sintasa-cinasa-3-f3
impidiendo la fosforilacién de la B—catenina. La f—catenina se mantiene por lo tanto
estable y puede penetrar en el nucleo de los osteoblastos y regular los genes diana de
esta via, estimulando la diferenciacion osteoblastica. Esta es la via de sefalizacion
intracelular principal, sin embargo, existen vias secundarias(1). Se diferencian 19
glucoproteinas Wnt. Por ejemplo la wnt10b, favorece la activacion de las MSCs hacia la
osteoblastogénesis y también bloquea los factores de transcricpcion hacia la via
adipogénica(11).
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1.3.2 Osteocitos

Proceden de los osteoblastos que se internalizan en el osteoide y comienzan a
extender proyecciones dendriticas transformdndose en osteocitos. El cambio que sufren
implica una transformacién de una célula grande poligonal a una célula pequeiia con
multitud de prolongaciones citoplasmaticas. Su diferenciacidn se inicia por una elevada
expresion de podoplanina (E11)(12).

1.3.3 Osteoclastos

Se forman a partir de la fusion de precursores mononucleares del linaje
monocito/macrdéfago. El factor nuclear de las células T activadas 1 (NFATc1) es el factor
de transcripcién principal responsable de la diferenciacion y funcidon de los osteoclastos.
Las MSCs y los osteoblastos secretan dos citocinas imprescindibles en la
osteoclastogénesis: el ligando de receptor activador para el factor nuclear k B (RANK-L)
y el factor estimulante de las colonias de tipo monocito/macroéfago (M-CSF)(4).

El M-CSF secretado por los osteoblastos se une a su receptor c-Fms para estimular la
expresion del receptor activador del factor nuclear kappa-B (RANK) en los precursores
osteoclasticos. La interaccion de RANK-L, secretado por los osteoblastos y las células
estromales, con estos receptores RANK produce la fusién de los progenitores
osteoclasticos en células gigantes multinucleares. La unién del ligando activa diferentes
vias de sefalizacién intracelulares en el precursor osteocldstico que promueven la
diferenciacién y activacion (Figura3). RANKL ademas de estimular la osteoclastogénesis,
potencia la actividad de los osteoclastos maduros(13).

La osteoprotegerina (OPG) es un receptor circulante que se fija al RANK-L e impide la
diferenciacidn osteoclastica. Es una citocina que veremos en el siguiente apartado sobre
la homeostasis Osea.

Ostéoblaste
‘ A
OPG Q
M-CSF -
?’
: RANKL RANKL
OPG OPG
c-fms RANK E
(o)—(o)— —},é?e
——
S .
C-fos NFkB I
PU-1 C-fos
NFkB mi
Activacion de las células mielomonociticas y Fusitn de los Activacion de los
i diferenciacion osteocldstica preosteoclastos osteoclastos

Figura 3: Esquema de la diferenciacion osteoclastogénica. En un inicio interviene M-CSF y RANK-L, y en las fases de
fusidn y activacion, toma mayor importancia RANK-L. Imagen obtenida de: Levasseur R. Fisiologia del
tejido 6seo. EMC - Apar Locomot. 2019;52(2):1-25.
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1.4 HOMEOSTASIS OSEA: INTERACCION CELULAR

1.4.1 Acoplamiento osteoclasto-osteoblasto

La coordinacién adecuada entre formacidon y destruccién dsea es esencial para

mantener la integridad del hueso. Este acoplamiento permite la adaptacidn del tejido a
los requerimientos fisicos y el mantenimiento de la resistencia. El proceso de
acoplamiento implica varios mecanismos:

1)

2)

Los osteoblastos, son el primer nivel de enlace entre formacidn y resorcién mediante
la expresion de citocinas como RANK-L.,, que como ya hemos visto, controla el
proceso de diferenciacidon osteocldstica. En respuesta a la sefializacion Wnt, los
precursores de los osteoblastos se convierten en osteoblastos maduros,
disminuyendo la expresidon de citocinas que apoyan a la expresién de osteoclastos.
Es entonces cuando secretan moléculas antiosteoclastogénicas como OPG que
bloguean la diferenciacién de los osteoclastos. OPG actiia como un receptor trampa
y, de esta manera, inhibe la via RANK/RANKL. Lo producen los osteoblastos, las
células madre mesenquimatosas, las células estromales y otras células. La relacion
entre la cantidad de RANKL, que favorece la osteoclastogénesis, y de OPG, que la
inhibe, es lo que determina el grado de reabsorcidn osteoclastica(1) (Figura 4).

Sefializacion bidireccional de ligando efrina/receptor de efrina. Este segundo paso,
consiste en que los precursores osteoclasticos expresan ligandos de efrina sobre su
superficie. Estos se unen a sus receptores. Y activan la funcién tirosina cinasa que
estimula la diferenciacidn osteoblastica y la formacion ésea(3).

HSC MSC
& L ]
RANK-L
A
Pre-osteoclasto Pre-osteoblasto
L
RANK-L
& ’____‘/
l L]
OPG
RANK-L Osteoblasto
Osteoclasto
Esclerostina
_—l-l-'.-'-‘--—

Osteocito

Hueso

Figura 4: Esquema sobre la regulacion del osteocito sobre el osteoclasto y osteoblasto.
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1.4.2 Osteocito — mecanorreceptor

Como puede observarse en la Figura 4 los osteocitos estan intensamente conectados
entre si, con otras células de la superficie y con los osteoblastos, que regulan su
actividad. En respuesta a diferentes factores, los osteocitos modifican la velocidad del
remodelado y el balance entre formacién y resorcién. Niveles de carga fisioldgicos
reducen el nimero de osteocitos apoptéticos, mientras que la disminucién de la carga
mecanica induce la apoptosis de los osteocitos y aumenta la resorcidn ésea. Cuando el
osteocito detecta falta de carga mecanica, secreta esclerostina que se une a las
proteinas relacionadas con el receptor de lipoproteinas LRP5 antagonizando la
sefializacion de la via Wnt e inhibiendo la formacién dsea. También libera RANK-L.
Cuando se aplican fuerzas mecdnicas al hueso, los osteocitos dejan de secretar
esclerostina(3).

Existen otros estimulos que pueden modificar la actividad de los osteocitos como las
microlesiones por el desgaste éseo, da lugar a la apoptosis de los osteocitos, que liberan
RANK-L cerca de la lesidn, relacionandose con un incremento de la resorcidon ésea(15).

Los osteocitos intervienen en la homeostasis fosfocdlcica. Permite la movilizacién
rapida del calcio de la matriz 6sea hacia la circulacion general mediante la secrecién de
RANK-L(4).

1.5 REMODELADO OSEO

Se conoce como remodelado 6seo el proceso de constante renovacion del tejido
O0seo. Durante el periodo de crecimiento, el hueso sufre este proceso de forma
constante. En la vida adulta estos procesos de remodelado siguen activos como
consecuencia de los diferentes cambios de carga mecanica, microfracturas o el
mantenimiento de una homeostasis celular y mineral en el organismo. Hay un proceso
de reabsorcion de partes del hueso viejo o deteriorado y sustitucidon por una nueva
matriz proteica que después se mineralizara. Este proceso se mantiene a lo largo de la
vida, aunque disminuye su velocidad con el paso de los afios.

Durante el proceso de remodelado dseo se forman estructuras temporales que se
denominan unidades multicéntricas basicas, formadas por osteoblastos y osteoclastos
gue de manera coordinada llevan a cabo el proceso en diferentes fases. La activaciéon
del remodelado éseo se inicia en el lugar donde las células de revestimiento se retraen.
En este punto se degrada la matriz colagénica subyacente, y se produce el reclutamiento
de los precursores de los osteoclastos, que provienen de la sangre. Los precursores de
osteoclastos se fusionan y dan lugar a los pre-osteoclastos. Estos se unen a la matriz y
se convierten en osteoclastos encargados de la resorcidn. Los osteoclastos acidifican la
superficie del hueso y forman las lagunas de Howship. Después las MSCs migran desde
el hueso adyacente hacia la superficie expuesta, donde se diferencian hacia
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osteoblastos. Los osteoblastos formaran una nueva matriz proteica, que mas adelante
se mineralizard. El ciclo termina con la fase de quiescencia donde se disponen las células
de revestimiento(Figura 5)(1,3,16).
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Figura 5: Esquema del proceso de remodelado 6seo. Imagen tomada de Levasseur R. Fisiologia
del tejido 6seo. EMC - Apar Locomot. 2019;52(2):1-25

1.6 CELULAS MADRE MESENQUIMALES (MSCs): PAPEL EN EL TEJIDO
OSEO

Las células madre son células indiferenciadas con capacidad de autorrenovacién y de
diferenciacién hacia diferentes tipos celulares. Estas células pueden clasificarse en
funcién de su capacidad para producir diferentes linajes celulares, algo conocido como
“potencialidad”. Las células totipotentes son capaces de formar todos los tipos y linajes
celulares, incluidos los tejidos extraembrionarios (Utero y cordén umbilical). Un ejemplo
de este tipo de células son aquellas que constituyen el embrién temprano, en las etapas
previas a la formacion del blastocisto. Las células pluripotentes tienen la capacidad de
formar todos los linajes del cuerpo, como son las células madre embrionarias (CMEs).
Las células multipotentes pueden formar multiples tipos celulares, normalmente de una
capa embrionaria concreta, y las unipotentes forman un Unico tipo celular. Esta es la
clasificacién cldsica. Hoy en dia existe una nueva categoria, las células madre
pluripotentes inducidas (CMPis), obtenidas a partir de la tecnologia reprogramadora.

Las células madre mas utilizadas en la ingenieria tisular son las células madre de
tejidos adultos. Estas células son multipotentes, por lo que su potencial de
diferenciacién no es tan amplio como el de las CMEs o CMPis. Sin embargo, son mas
seguras desde el punto de vista de su utilizacion en la clinica debido a que su capacidad

14



proliferativa es mas limitada y por lo tanto hay un menor riesgo de formacién tumoral,
porque no es necesario destruir embriones para obtenerlas y por ende su uso no
provoca conflictos éticos. Se pueden aislar a partir practicamente todos los tejidos del
organismo adulto, donde se encuentran para reemplazar las células que se pierden por
envejecimiento o lesion tisular. Las células madre de tejidos adultos son un tipo de
células muy importante en la ingenieria tisular(17).

Las MSCs, que ya hemos mencionado, se encuentran dentro del grupo de células
madre del tejido adultos.

En los afios 70, Friedenstein y cols(18). aislaron por primera vez células formadoras
de colonias de fibroblastos de la médula dsea de un ratén. Las llamaron asi porque eran
capaces de adherirse al medio de cultivo y formaban colonias. Mas tarde, en los afios
80, Caplan descubre la gran capacidad de estas células para diferenciarse, sobretodo
hacia células de linaje mesodérmico. Durante los 2000 se comienzan a desarrollar
biomateriales como soporte y asi facilitar la regeneracion de tejidos, iniciando el
desarrollo de una gran cantidad de investigaciones en medicina regenerativa e
ingenieria tisular(19).

1. Plastico-adherentes en cultivo estandar

2. Expresion antigenos de (+) >95% (-) <2%
superficie - CDh37 - CD34
- CD90 - CD45
- CD105 - CDi14

- HLA-DR

- CD11b
- CD19

3. Capacidad para diferenciarse in vitro en osteoblastos, condroblastos y adipocitos.
Tabla 1: Criterios de MSCs desarrollada por la Sociedad Internacional de Terapia Celular en 2006.

Con el objetivo de homogenizar la descripcidn de las MSCs, en el 2006, la Sociedad
Internacional de Terapia Celular establecié que las MSCs deberian cumplir los criterios
gue se muestran en la Tabla 1. Estos criterios se han quedado anticuados a dia de hoy y
precisan de una modificacién, especialmente en lo que se refiere a los antigenos de
superificie, tanto in vivo como in vitro(20,21). El problema del panel convencional de
marcadores de superficie es la heterogenicidad ya demostrada de las MSCs. Ademas, las
MSC exiten en varios tejidos, pero las diferencias entre MSC derivadas de diferentes
tejidos aun no se conocen con certeza. Debido a la heterogeneidad de esta poblacién,
se deben adoptar nuevas tecnologias, como la secuenciacidon de ARN a nivel unicelular,
la protedmica y la epigendmica, para investigar la complejidad de las estas células(22).
En los ultimos afios ademas existe cierta cotroversia sobre si estas células pueden ser
consideradas o no células madre. Bhartiya(23) unifica el descontento de varios
investigadores y recalca que no se deben considerar células madre a las MSCs. Segun la
definicion de National Institute of health (NIH), las verdaderas células madre se someten
a divisiones celulares asimétricas, es decir, se dividen para autorrenovarse y para dar
lugar a unas células un poco mas diferenciadas, sin embargo, las MSCs, no se someten a
este tipo de divisiones; mads bien, se someten a divisiones celulares simétricas rapidas.
Asimismo, Caplan insta a que se cambie el nombre de las MSC a “Células de sefalizacidon
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medicinal” para reflejar con mayor precision el hecho de que la accidn terapéutica de
estas células no se basa en su capacidad de autoregeneracion, sino en que se sitlan en
sitios de lesién o enfermedad y secretan factores bioactivos, que en su conjunto tienen
una actividad regeneradora. Esto significa que estas células son “farmacos terapéuticos”
in situ. De hecho, son las células madre residentes especificas del tejido del propio
paciente las que construyen el nuevo tejido, estimuladas por la factores secretados por
las MSCs suministradas exégenamente(24). Esto ha supuesto un cambio de paradigma,
ya que en un principio se creia que la capacidad de diferenciacién era el mecanismo
principal para promover la regeneracion tisular(25).

A continuacidn se comentan las propiedades mas importantes de las MSCs:

Estas células poseen funcion tréfica regulando la homeostasis del nicho
hematopoyético de la MO, capacidad migratoria hacia lugares dafados o también
denominado homing y funcion proliferativa, para la autorenovacion y la expansion
celular(19).

Las MSCs tienen una importante funcién inmunomoduladora ya que son capaces de
reducir las respuestas inmunoldgicas excesivas de las celulas T, B, Natural Killer (NK),
dendriticas y macréfagos(20). Las MSCs llevan a cabo esta funcién mediante la secrecion
de citocinas especificas, tales como el factor de crecimiento de hepatocitos, TGF,
interleucina 6 (IL6) e interleucina 10 (IL10), enzimas como oxido nitrico sintasa (iNOS) u
hormonas pleiotrépicas como la prostaglandina E2 (PGE), que modulan la inflamacién
de la lesion. Las MSCs obstaculizan la proliferacion y activacion de los linfocitos T. Son
hipoinmunogénicas, y esto se debe a que expresan pocas moléculas del complejo mayor
de histocompatibilidad clase | (MHC-1) y asi no pueden ser eliminadas por las NKs. No
expresan tampoco el complejo mayor de histocompatibilidad Il (MHC-1l) impidiendo ser
reconocidas por las células T CD4" alorreactivas.

La funcidn immunosupresora de las MSCs es importante en todos los procesos
regenerativos, ya que tras una lesion tisular, se creard un microambiente hostil,
inflamatorio, con muchas células sufriendo apoptosis. Es ahi donde esta funcion posee
un gran papel secretando sustancias antiinflamatorias y antiapoptdticas que permiten
la creacion de un medio apropiado para la proliferacion y diferenciacién de las células
enddgenas movilizadas hasta el sitio de dafio.

En funcién del estimulo recibido, las MSCs pueden diferenciarse hacia osteoblastos,
adipocitos o condrocitos. La diferenciacién se percibe morfoldégicamente y/o con la
expresion especifica de biomarcadores. Para promover la diferenciaciéon in vitro se
utilizan moléculas como citocinas, sustancias quimicas, hormonas, vitaminas y/o apoyos
fisicos o mecanicos como los scaffolds o biosoportes. La diferenciacion osteogénica
implica muchas vias de sefializacion, que, como ya comentamos, dependen en ultima
instancia de la accion del factor de transcripcion Runx2 asociado a Osx(26).

4.6.1 Fuentes de obtencion

Las MSCs se pueden extraer de multiples tejidos adultos, incluyendo médula ésea
(MO), placenta, cordéon umbilical, tejido vascular, adiposo, cartilaginoso, cerebral,
dental o endometrial, etc(27). Las MSCs de MO han dado buenos resultados en estudios
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preclinicos, sin embargo, la obtencion de estas células tiene ciertas limitaciones(27). Las
MSCs representan entre un 0,001 — 0,01 % de todas las células de la MO y por lo tanto
el numero de MSCs que se pueden aislar a partir de esta localizacion es muy reducido.
Por ello, se requiere de su expansién in vitro, para obtener un nimero de células
adecuadas que nos permitan llevar a cabo los procedimientos terapéuticos posteriores.
En este proceso de expansion in vitro, las MSCs pueden sufrir alteraciones en su
potencialidad y capacidad proliferativa(28), lo cual puede derivar en una baja eficiencia
regenerativa. La edad del donante es otro inconveniente a tener en cuenta. Las personas
mayores tienen menor cantidad de MSCs en la MO vy la diferenciacién de estas células
tiende hacia la estirpe adipogénica a expensas de la osteogénica(29). Estas limitaciones
han fomentado la busqueda de nuevas fuentes. Entre ellas, la mas prometedora a nivel
clinico es el tejido adiposo (AD-MSC). Entre sus ventajas podemos enumerar: un
potencial osteogénico similar a las procedentes de médula ésea, son mas accesibles
(mediante liposuccién), y abundantes. Por esta Ultima caracteristica, no requieren una
expansion in vitro tan extensa como las derivadas de la medula dsea. (1 gr. de tejido
posee 5x103, donde las MSCs representan entre el 1y 5% de las células aisladas)(27). A
pesar de las altas expectativas de este tipo de células, faltan estudios para garantizar
gue su utilidad sea comparable a la de las obtenidas de la MO.

Dentro de las aplicaciones a las que se dirige la terapia celular (Figura 6), la cirugia
ortopédica representa aproximadamente un 15,8%(20). Aun asi, falta un extenso
camino de investigacion para poder saber qué fuente es la mds adecuada en la
regeneracion dsea, al igual que la estandarizacion de los procesos, algo que es necesario
desarrollar para que la ingenieria tisular se transforme en una realidad.

Figura 6: Diagrama de las condiciones a las que se

dirigen las MSCs por proporcion de ensayos clinicos.

Los datos fueron obtenidos de clinicaltrials.gov. La

W Medical Conditions ‘ busqueda se completé en abril de 2019. Imagen

Targeted obtenida de: Naji A, Eitoku M, Favier B, Deschaseaux

by MSC Therapy ‘ F, Rouas-Freiss N, Suganuma N. Biological functions

/ of mesenchymal stem cells and clinical implications.

Vol. 76, Cellular and Molecular Life Sciences.
Birkhauser Verlag AG; 2019. p. 3323—48.

Como expresa la Tabla 2, las fuentes mas investigadas en este area poseen diferentes
ventajas y desventajas a tener en cuenta para su aplicacién en ortopedia.

4.6.2 Otras fuentes

Una de las fuentes que mas expectativas ha generado ultimamente es el hueso
cortical. Trabajos previos experimentales muestran que, en comparacion con BM-MSC
y AD-MSC, las MSCs del hueso cortical (CB-MSC) tienen una capacidad superior de
sobrevivir en condiciones hipodxicas. Las CB-MSC comparten con las BM-MSC
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propiedades funcionales como el capacidad de triple diferenciacién en condiciones
adecuadas e inmunosupresion tanto in vitro como in vivo. En comparacion con las BM-
MSCs, son de mayor tamaiio, y tienen un mayor compromiso con el linaje osteogénico.
Se ha demostrado in vitro que la fuente celular genera una mayor cantidad de fosfatasa
alcalina y depdsito de calcio en condiciones tanto normodxicas como hipdxicas
constituyendo una promesa en el ambito de la la terapia celular e ingenieria de tejidos
dseos. Sin embargo, hasta la fecha, muy pocos estudios han examinado el uso de CB-
MSC vy scaffolds para la regeneracién ésea. Quizas en un futuro cercano, las CB-MSC
también se consideraran candidatas prometedoras en la ingenieria tisular para la
regeneracion 6sea(30).

Fuente de MSC
Médula
Osea(27)

Tejido
adiposo(32)

Tejido Adulto

Fraccion
vascular
estromal
derivada de
tejido adiposo
Embrionarias(33)

Corddn
umbilical(28)

VENTAIJAS
Alto potencial osteogénico
Las mds estudiadas in vitro e in
vivo

Caracteristicas
similares

Muy abundantes. (1000 MSC
mas en 1 gr de tejido adiposo
que en 1 gr de M.0)(33)

osteogénicas

Facil obtencion, menor
morbilidad
Se pueden mantener mas

tiempo en cultivo sin que se
alteren sus propiedades(32)
Mayor capacidad proliferativa
gue las de M.0O(34)
Fuente abundante.
Capaz de formar
vascularizado.

hueso

Pluripotentes

Retardo de senescencia.
Mayores efectos
antinflamatorios.
Obtencion indolora.
Autorrenovacion mas
gue de BMMSC.

rapida

DESVENTAIJAS
Cantidad limitada.
Requieren expansién in
vitro.

Morbilidad en zona donante
-> Dolor y posibles
infecciones.

La edad del donante es un
factor negativo(29,31).

Se necesitan mas estudios
para probar su uso en
reparacion dsea

A nivel clonal solo el 21% de
las células adherentes eran
tripotentes y solo el 48% de
los clones eran
osteogénicos(28)

Poblaciones celulares varian
entre donantes.

Requieren de un proceso de
aislamiento de muchos pasos
de 2 0 3 horas.
Trasplantadas in vivo se
desarrollan teratomas.
Restricciones éticas y
regulatorias

Aislamiento mas dificil que
de MO.

Tiene que
compatibilidad
inmunogénica.
Se necesitan mads estudios
para comprobar el uso en la
reparacion ésea.

haber

Tabla 2: Ventajas e inconvenientes de los diferentes tipos de MSCs segun su tejido de procedencia.
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2. PRINCIPIOS BASICOS DE LAS TECNICAS DE REGENERACION
OSEA

2.1 FASES DE LA REGENERACION OSEA

A continuacion, se describen brevemente las diferentes fases de las que consta el
proceso de regeneracion dsea.

e Inflamacion: La fractura dsea provoca un dafio vascular dando lugar a un hematoma
en la zona. Como consecuencia se activa el mecanismo de coagulacién formandose
un coagulo de fibrina. Se adhieren plaquetas que liberan mediadores vasoactivos,
citocinas proinflamatorias y factores de crecimiento que estimulan tanto la
osteogénesis como la angiogénesis (Figura 7). A su vez, al sitio de dafio llegan células
inflamatorias, leucocitos polimorfonucleares, seguidos de macréfagos, que eliminan
el tejido necrético(35-38).

e Proliferacion y diferenciacion celular: Después de la primera semana, el codgulo es
invadido por capilares y fibroblastos, que lo transforman en tejido conjuntivo de
granulaciéon formado por fibroblastos, macréfagos, coldgeno y vasos sanguineos de
nueva formacidn. Este tejido es invadido por MSCs que migran de tejidos proximos,
diferencidndose hacia la estirpe osteogénica o condrogénica. Se empieza a formar
hueso desorganizado, poco estable dirigido por los factores como BMP, TFG-3, FGF,
VEGF y PDFG ya que los osteoblastos sintetizan una nueva matriz ésea organica que
se ira calcificando, dando lugar a hueso fibroso. Esta combinacién de matriz,
osteoblastos y hueso fibroso se denomina callo de fractura(35-38).

e Remodelaciéon: Es la etapa mas larga del proceso. Durante esta fase, el callo de
fractura sufre, consecutivamente, reabsorcion y deposicion hasta adquirir una
estructura mas organizada, similar histolégicamente al hueso lamelar. Paralelamente
al proceso biolégico descrito, el hueso experimenta una evolucion en sus
propiedades mecdanicas hasta que se recuperan sus valores de resistencia. Las
trabéculas dseas se orientan en sentido funcional segun las lineas de fuerza y
traccion. Se considera que la remodelacion completa del callo de fractura de un
hueso largo puede durar hasta un afio(35-38).

Existen dos tipos basicos de consolidacidén segun la estabilidad de la fijacién: La
consolidacion intramembranosa es promovida por las fracturas estables y tiene lugar
cuando existe un contacto absoluto entre los fragmentos dseos. Se obtiene mediante la
reduccion abierta y fijacion interna estable. No se observa en la naturaleza. Las MSCs
se transforman directamente en hueso. Por otro lado, la consolidacidon secundaria o
endocondral: ocurre en la inmovilizacion y depende de la formacién del callo
fibrocartilaginoso que madura a cartilago mineralizado, dando lugar a un hueso reticular
y finalmente laminar. Es la consolidacion mdas frecuente, ya que es el proceso de
consolidacién espontaneo que se da en la naturaleza, con el tratamiento conservador y
con la reduccidn abierta sin estabilidad absoluta del foco de fractura. Las MSCs se
diferencian primero en condrocitos, los cuales son posteriormente sustituidos por
células éseas(16,39).
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Figura 7: Esquema de las diferentes fases de la remodelacion del callo de fractura y los factores que participan en
ella. Imagen obtenida de Malhortra A, Pelletier MH, Yu Y, Walsh WR. Can platelet-rich plasma (PRP) improve bone
healing? A comparison between the theory and experimental outcomes. Arch Orthop Trauma Surg 2013;133(2): 153
—-165

2.2 TECNICAS DE ADMINISTRACION DE MSCs

Las MSCs se pueden administrar de distintas maneras en las terapias destinadas a la
regeneracion 6sea(17) (Figura8):

Inyeccion sistémica: La via intravenosa es la mas comun y minimamente invasiva, con
un potencial de distribucidn muy amplio. A pesar de la facilidad de administracién, su
mayor desventaja es el atrapamiento que sufren las células en el pulmdn(29).
Alternativamente, la via intraarterial supera los inconvenientes de la intravenosa, sin
embargo, es mas invasiva que la intravenosa. En ambos casos se ha reportado la
formacién de microémbolos(33,40). Al igual que en los estudios de farmacos hay una
dosis celular eficaz (ECD) que se define como el minimo de células necesario para
discernir el efecto terapéutico. Sin embargo, aun no se ha llegado a un consenso
respecto a esta cifra.

Inyeccion local: Las MSCs suelen ser extraidas mediante aspiracion de médula ésea de
la cresta iliaca, esterndn o tibia y se inyecta en el sitio del hueso afecto. La aspiracion de
médula 6sea que contiene MSCs, se denomina concentrado de medula ésea (BMAC o
Bone Marrow Aspirate Concentrate). Se reduce el volumen del aspirado y asi aumenta
la concentracién de MSCs. Se eliminan gldobulos rojos y plasma antes de la inyeccion. La
concentracion 6ptima estd en debate. Algunos investigadores creen que el ECD para
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MSCs debe ser superior al milldon de células por cm?® de tejido para ser eficaz, sin
embargo, a pesar del ECD otros investigadores opinan que se debe combinar con una
inyeccidn sistémica. Una de las limitaciones de este método es el pequefio niUmero de
MSCs en la MO, como ya hemos comentado(33). Para ayudar en la regeneracién dsea la
inyeccion local suele ser intramedular o en el foco de fractura, dependiendo de la
patologia a tratar.

Direct approach
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‘(\. Swvstemic infusion Local injection
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Figura 8: Esquema sobre las diferentes formas de administracion de las MSCs. Se pueden inyectar IV, de
forma directa al hueso que queremos tratar, o cultivarlas junto a un scaffold y trasplantarlo al hueso.
laquinta MR, Mazzoni E, Bononi I, Rotondo JC, Mazziotta C, Montesi M, et al. Adult Stem Cells for Bone

Regeneration and Repair. Front Cell Dev Biol. 2019;7(November):1-15.

2.3 INGENIERIA TISULAR

El tejido 6seo es de los pocos tejidos capaces de regenerarse por completo después
de una lesién traumadtica. No obstante, algunas patologias déseas en los que el
tratamiento clinico actual no es suficiente podrian verse beneficiadas por la ingenieria
tisular. Este término fue acufiado en el congreso de la Fundacién Nacional de la Ciencia
en 1987. En su definicion estaba implicito el uso de células vivas, biomoléculas y
biomateriales y es un campo multidisciplinar donde se compenetran la biologia
molecular, la bioingenieria y la medicina. La ingenieria tisular estudia los procedimientos
organicos como la autoreparacion, tratando de imitarlos y reproducirlos con materiales
sintéticos. Las MSCs se cultivan en una matriz tridimensional enriquecida con factores
de crecimiento y se crean tejidos in vitro cuyo objetivo es reparar o incluso mejorar las
funciones del tejido cuando el organismo no es capaz. A diferencia de las otras dos
maneras de administracion de MSCs, esta forma se desarrolla con el objetivo de poder
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ayudar en la regeneracion de defectos dseos grandes o en complicaciones de fracturas
donde la inyeccion local es ineficaz(19,32).

La ingenieria tisular se soporta en cuatro pilares fundamentales: scaffolds, MSCs,
factores de crecimiento y estimulacion mecanica (Figura 9). Vamos a ver cada uno de
estos elementos.

« Ceramics
« Polymers
+ Composites

Scaffolds

* Mesenchymal (MSCs) - BMP
+ Embryonic (ESCs) ] + VEGF & FGF
+ Perinatal (e.g., UC-MSCs) - gg:,,ms « PDGF
Induced Pluripotent (IPSCs) 4 - IGF-1 & TGF-p1

* Progenitor cells

Mechanical
Stimulation

Perfusion
Bioreactors

Figura 9: The diamond concept: Pilares fundamentales de la ingenieria tisular del tejido dseo que involucran: células,
biomateriales/scaffolds, factores de crecimiento y la exposicién requerida a la estimulacion mecdnica. Perez JR,
Kouroupis D, Li DJ, Best TM, Kaplan L, Correa D. Tissue Engineering and Cell-Based Therapies for Fractures and Bone
Defects. Front Bioeng Biotechnol. 2018;6(July):1-23.

5.3.1 Scaffolds:

Consisten en una sustancia natural o sintética cuyo objetivo principal es servir como
sustrato para la adhesion celular y proporcionar un soporte mecanico para la
regeneracion de tejido éseo nuevo(36). Los scaffolds o biosoportes deben tener una
serie de propiedades basicas.

e Biocompatibilidad: Pueden incorporarse en el tejido hospedador sin estimular
respuesta inmune.

e Biodegradabilidad: Actiuan como un marco temporal para las células hasta que
se genere hueso de novo. Durante este tiempo, el scaffold debe soportar las
cargas, y distribuir uniformemente las tensiones(36). Una degradaciéon rapida
puede conducir a concentraciones excesivas de productos dafiinos provocando
reacciones tisulares lesivas. Por esta razén es importante considerar las tasas de
degradacion y los mecanismos de disefio de composicion de los scaffolds(32).

e Osteoconduccion Capacidad para guiar el crecimiento del nuevo tejido.

e Osteoinduccion: Estimulacion y reclutamiento de MSCs indiferenciadas hacia el
defecto éseo y promocién de su diferenciacién.
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e Bioactividad: Promocion de las respuestas celulares deseadas: proliferacion,
diferenciacién y deposicion de la matriz extracelular por parte de las células
osteogénicas.

e Porosidad: Para proporcionar el microambiente celular adecuado, el tamafo de
poro del biomaterial utilizado es importante. Los poros permiten la transferencia
adecuada de células, fluidos, factores, etc. Si son de gran tamafio, afecta
negativamente a las propiedades mecanicas, pero si fueran muy pequefios
generarian condiciones de hipoxia. El tamafio 6ptimo es entre 100 y 300 um(41),
aunque algunas revisiones indican que pueden ser beneficiosos también
aquellos entre 300 y 400um(42).

Actualmente existen varios tipos de biomateriales. Los mas utilizados en los scaffolds
en la ingenieria tisular para la regeneracidon ésea son los siguientes:

Ceramicas: Son compuestos inorganicos como hidroxiapatita (HA) y fosfatos de calcio
(CaP), que poseen alta biocompatibilidad. Se utilizan normalmente en condiciones de
carga compresiva, ya que tienen indices de desgaste muy bajos debido a su alta dureza.
Sin embargo, son fragiles y su tasa de degradabilidad es baja. Por todo ello, se utilizan
comunmente en artroplastias(36). El uso de los biomateriales basados en CaP estd
limitado por su rigidez y baja osteoinductividad. Esto se puede resolver afiadiendo BMP
humano recombinante (rhBMPs) que mejoran el poder osteogénico de las
ceramicas(43).

Polimeros: Son cadenas formadas por la unién de unidades mediante polimerizacion.
Son muy conocidos por su capacidad para apoyar el crecimiento tisular antes de ser
reabsorbidos. Se caracterizan por su rdpida degradacién. Pueden ser naturales o
sintéticos. Cada uno de ellos con propiedades Unicas con respecto a la tasa de
biodegradibilidad, consistencia y biomimetismo. Pueden ser rigidos, solubles en el agua
o hidrogeles. Los polimeros naturales son el coldgeno, celulosa y quitosano. Por otro
lado, los polimeros sintéticos incluyen acido poliglicdlico (PGA), acido polilactico (PLA) y
acido polilacticoglicdlico (PLGA). Cada uno con sus diferentes comportamientos
degradables. La superficie de estos polimeros es propensa a la degradacién hidrolitica.
Han sido aprobados por la Food and Drug Administration (FDA)(44).

Metales: Los metales usados en ingenieria de tejidos incluyen Fe, Mg, Zn y sus
aleaciones. En comparacién con los polimeros, los metales tienen mayor rigidez y fuerza.
Debido a su procesamiento y dureza, proporcionan un potencial de carga mayor que las
ceramicas. Poseen excelentes propiedades mecdnicas y estabilidad estructural, sin
embargo tienen mayor rigidez que el hueso. Esta rigidez puede reducirse aumentando
la porosidad. La falta de integracion en el tejido huésped son inconvenientes, aunque
menos relevantes(45).

Composites: Los scaffolds compuestos o composites se disefian para aprovechar las
propiedades clave de cada material. Suelen estar formados por combinaciones de, al
menos, por dos materiales. Se suelen combinar polimeros naturales o sintéticos con
componentes inorganicos como las cerdmicas(46). También existen combinaciones de
ceramicas con metales o polimeros y metales(47).
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Matriz dsea extracelular: La matriz ésea extracelular (ECM) contiene factores de
crecimiento como BMPs, VEGF y PDGF vy citocinas proinflamatorias. Por estas
caracteristicas se puede considerar como un potencial biomaterial. El tejido extirpado
debe someterse a descelularizacién, proceso que permite eliminar las células sin
destruir los componentes esenciales. Luego, esta matriz des-celularizada (dECM), que
mantiene la geometria original del tejido éseo, puede utilizarse como scaffold. Ademas,
debido a que el ADN celular se elimina casi por completo durante la descelularizacién
tiene un menor riesgo de activar la respuesta inmune(48). Una de las principales
limitaciones de dECM es la falta de procedimientos estandarizados para su obtenciény
su limitada disponibilidad. Ademas, las condiciones empleadas en el proceso desde la
obtencién hasta la descelularizaciéon pueden influir en la calidad de dECM, lo que da
como resultado diferencias entre lotes incluso dentro del mismo tipo de tejido.

5.3.2 Factores de crecimiento:

Los factores de crecimiento se encuentran generalmente en la ECM dsea, y se liberan
activamente después de una lesién jugando un papel crucial en la reparacién dsea. Su
uso terapéutico se basa en la hipdtesis de que a través de una seializacién adecuada
inducen y aceleran el proceso de consolidacion dsea. Su incorporacién dentro o en las
superficies de los scaffolds puede promover la formacién ésea. Estos factores impulsan
la proliferacidn y actividad de osteoblastos, actuando como estimulos osteoinductivos y
la formacién angiogénica induciendo al creacién de nuevos vasos sanguineos(49).

BMPs: Descubiertas hace mas de 50 aiflos como agentes inductores de formacion désea.
Forman parte de la superfamilia de TGF-B. Hasta la fecha se han identificado mas de 20
tipos y se ha demostrado que desempeiian varias funciones importantes en la induccién
de la osteogénesis. BMP2 y BMP7 son los Unicos aprobados por la FDA para uso
clinico(36).

A pesar de su utilidad, el uso de estos factores presenta ciertos inconvenientes, como
su vida media corta y su elevado precio. Ademas, debido a sus propiedades
osteinductivas pueden dar lugar a osificaciones heterotépicas(50).

VEGF y FGF-2: Cuando una fractura interrumpe el suministro de sangre, es necesario
volver a vascularizar el area dafiada para atraer pericitos osteoprogenitores que
promuevan la formacién ésea. VEGF es un mediador fundamental en la angiogénesis de
la consolidacion ésea. El crecimiento de los nuevos vasos sanguineos permite la entrega
de progenitores mesenquimales que se diferenciardn en osteoblastos. Este proceso se
ve estimulado aun mas por el efecto quimiotactico de VEGF sobre las MSCs. También se
ha descubierto que VEGF induce la diferenciacién de las células progenitoras en
osteoblastos a través de la secrecidn de factores de crecimiento por parte de las células
endoteliales.

Factor de crecimiento derivado de plaquetas (PDGF): Inducen la diferenciacion de MSCs
a fibroblastos, osteoblastos y otro tipo de células. Pueden inducir la expresién de VEGF
en el lugar de lesidn promoviendo la angiogénesis. También son quimiotacticos para las
MSCs y presentan efectos mitogénicos. La FDA ha aprobado la combinacién de PDGF
humana recombinante combinado con CaP para defectos dseos en el campo
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periodontal. La implementacion de PDGF en tratamientos para pseudoartrosis o
fracturas requiere de mas investigaciones(51).

5.3.3 Estimulacion mecanica:

El método de siembra de MSCs en biomateriales biolégicos y sintéticos junto a
factores de crecimiento, ha sido un gran avance en el campo de la ingenieria tisular. Sin
embargo, el tamano de las construcciones que se pueden crear en condiciones estaticas
esta muy limitado debido a la restriccidn de la difusidn de los nutrientes que llegan a las
células dseas, las cuales tienen unos requisitos metabdlicos elevados(52). El cultivo
celular en construcciones 3D presenta desafios en la entrega de nutrientes y eliminacion
sustancias de deshecho, al igual que el suministro de oxigeno. Una solucién a este
problema es el uso de biorreactores de perfusidon que pueden eficazmente diseminar
nutrientes y oxigeno en el producto de ingenieria tisular(36). Ademas del transporte
convectivo de nutrientes y residuos, el flujo dindmico de los biorreactores de perfusién
crea un estimulo mecdnico que mejora la osteogénesis y depdsito mineral de células en
el injerto. Lo biorreactores son utiles en el control del microambiente de las células in
vitro y al mismo tiempo facilita el transporte masivo de oxigeno y nutrientes
permitiendo que se desarrolle las construcciones 3D(53).

2.4 VENTAJAS DE LA INGENIERIA TISULAR SOBRE TERAPIAS
CONVENCIONALES

Los injertos dseos son la intervencién mas comun y el Gold Standard en Cirugia
Ortopédica y Traumatologia para tratamientos quirurgicos de retrasos de consolidacién,
pérdidas dseas masivas o para conseguir artrodesis. Los autoinjertos 0seos,
procedentes mayoritariamente de hueso cercano a la zona receptora, poseen capacidad
osteoconductiva, osteoinductiva, osteogénica y son histocompatibles(49). Sin embargo,
presentan limitaciones como la cantidad disponible, la morbilidad de la zona donante y
el aumento del tiempo quirdrgico. Una solucién a la falta de disponibilidad son los
aloinjertos, pero tienen unas caracteristicas biolégicas mds pobres. Menor
osteoconductividad, osteoinductividad y no presentan osteogenicidad, ya que en el
procesado se elimina la mayor parte del componente celular. Ademas de tener menos
capacidades bioldgicas, presentan limitaciones por el riesgo de contaminacion
infecciosa(40,54).

La ingenieria tisular es una gran alternativa ya que, gracias a ella, podemos crear
sustitutos de los injertos autdlogos, sin los problemas de disponibilidad. Provocan
menor nuimero de infecciones relacionadas con la cirugia, menor morbilidad y
mortalidad(49). Es una buena opcién, sobre todo en pacientes ancianos que no solo
poseen menor cantidad de MSCs sino que ademds sus MSCs cuentan con menor
potencial regenerativo(31).

25



3.PATOLOGIAS DONDE LA REGENERACION OSEA JUEGA UN
PAPEL IMPORTANTE

En la practica clinica podemos encontrar una serie de enfermedades en las que se ve
afectada la regeneracion dsea. Entre ellas destacan por su incidencia la osteonecrosis
de la cabeza femoral, la pseudoartrosis o la osteoporosis (OP). Aqui es donde la
ingenieria tisular puede tener un papel relevante en la mejora de los tratamientos
disponibles actualmente.

3.1 OSTEONECROSIS

Conocida también como necrosis avascular o aséptica, es una patologia dsea de
origen multifactorial. Se caracteriza por la muerte celular del tejido éseo debido a la
interrupcion del aporte sanguineo y disrupcidon del microambiente, provocando una
pérdida funcional del hueso. Las zonas mas afectadas son la cabeza femoral y la humeral,
aunque puede afectar a cualquier hueso. La mas descrita y estudiada, debido a su
frecuencia y a la gran incapacidad que genera, es la osteonecrosis de la cabeza femoral
(ONCF)(55).

Osteonecrosis de la cabeza femoral

Es una enfermedad muy limitante. La cabeza del fémur presenta unas caracteristicas
anatémicas singulares y una vascularizacidon precaria que hace que sea una zona
propensa a la isquemia. El inadecuado aporte sanguineo a la cabeza femoral, afecta al
hueso, la médulay, al final de la enfermedad, al cartilago articular(55).

Etiologia

Se diferencian aquellas de origen postraumatico y de origen no traumatico. Las
postraumaticas pueden ocurrir por luxacién o fractura de cadera. Segun el
desplazamiento inicial, el tiempo para reducirla y/o el proceso quirdrgico que requiera,
habra mayor o menor falta de flujo.

Dentro de las no traumaticas se distinguen las primarias o idiopaticas y las
secundarias. Las idiopaticas suele darse en jévenes activos entre 20 y 50 aflos donde no
se identifica ningun factor de riesgo. Las secundarias estan relacionadas con diferentes
enfermedades o condiciones sistémicas. Entre un 75% y 90% de las no traumaticas, son
casos relacionados con el uso crénico de corticoides, alcohol o tabaquismo(56). Otros
factores son desdrdenes metabdlicos, condiciones hiperbaricas, lupus eritematoso
sistémico, anemia de células falciforme o enfermedades autoinmunes como vasculitis.
La predisposicion genética parece ser una pieza clave ante la exposicion a otros factores
para el desarrollo. Existen varios polimorfismos descritos, asociados a una herencia
autosdmica dominante, que provocan alteraciones en el metabolismo del colageno tipo
2(57).
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Etiopatogenia

La regeneraciodn y reparacidon ésea es constante y requiere un suministro sanguineo
continuo. Si se detiene el aporte sanguineo, se detiene la renovacidn ésea debido a la
muerte de elementos de la MO. Esto produce una detencién de la actividad renovadora
0sea debido a la muerte de elementos de la medula 6sea(58). Histoldgicamente después
del infarto, se inicia la formacién de la esclerosis dsea, se engrosan lo margenes de la
zona necrotica. Si esta lesidn necrética estd en la regién de carga, se producen
microfracturas que no consiguen ser reparadas. Al no ser reparadas, el hueso es incapaz
de soportar las cargas, impidiendo la consolidacién de las fracturas iniciales, terminando
en una fractura subcondral que se extiende progresivamente y no puede reparase por
la falta de aporte sanguineo. Entonces se produce un hundimiento y colapso de la
arquitectura ésea dando lugar a una deformidad (se aplana la cabeza) de la superficie
articular. Esta incongruencia provoca una destruccion del cartilago articular debido a
friccidn, erosidn con el acetabulo, y una serie de procesos degenerativos y/o artrosis
provocando la clinica. El ciclo se repite y se deteriora la estructura de la articulacién cada
vez mas hasta que hay una destruccidn articular total(55).

Clinica — Historia natural

En fases iniciales la enfermedad es asintomadtica. Mds adelante los pacientes
presentan dolor inguinal irradiado a muslo, limitacién de la flexién y de la rotacién
interna. Se dan bloqueos articulares producidos por fragmentos libres e impotencia
funcional. Movimiento restringido a la abduccidn y rotacién interna(58).

Diagnéstico

El diagndstico precoz puede afectar significativamente a la historia natural de la
enfermedad. La radiografia simple tiene baja sensibilidad para el diagnéstico en estadios
iniciales. Por otro lado, la resonancia magnética es el Gold Standard para el diagndstico
en esos estadios pudiendo mostrar cambios antes de la clinica(55).

Tratamientos ya existentes. Necesidad de investigar en la terapia celular

El tratamiento es individualizado. El objetivo principal es prevenir el colapso vy
recuperar funcionalidad. La investigacién en este drea se centra en mejorar el
diagnéstico precoz, disminuir las complicaciones quirdrgicas e investigar tratamientos
gue promuevan el remodelado dseo.

Se han descrito de tratamientos quiridrgicos como la descompresion central, el
injerto dseo estructural, la osteotomia y finalmente la artroplastia total de cadera(55),
aungue este ultimo es el tratamiento mas eficaz en etapas terminales. Los resultado de
protesis total de cadera en adultos jovenes o poblaciones activas, presentan
complicaciones a largo plazo como el aflojamiento, desgaste de componentes o
infeccion, ademas de ir acompafiado de complicaciones quirurgicas(59). Es por ello que
hoy en dia, se sigue buscando el tratamiento ideal para conseguir optimizar el resultado
de las fases iniciales. Tratamientos que permitan detener la progresién hacia el colapso
y preservar la cadera.
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La aplicacion combinada de MSCs junto a una intervencion quirurgica habitual, como
la descompresidon central, es una posible opcién terapéutica(60). El proceso de
reparacion incluye la diferenciacién de MSCs preexistentes. Se considera que la
patogenia esta relacionada con las MSCs de la medula dsea ya que estas presentan una
disminucion de su capacidad proliferativa y osteogénica. La capacidad de formar
colonias de las células progenitoras endoteliales en vasos periféricos disminuye, y la
capacidad de secretar el factor de crecimiento vascular VEGF también disminuye, lo que
resulta en la ausencia de irrigacién sanguinea el arena de necrosis. También hay que
tener en cuenta la lipotoxicidad, que caracteriza a las ONCF inducidas por esteroides, ya
gue hay una tendencia hacia la via adipogénica a expensas de la osteogénica,
disminuyendo la cantidad de osteoblastos(61).

Es por todo ello, que la terapia celular se ha convertido en una posible alternativa
terapéutica para preservar la articulacién.

3.2 PSEUDOARTROSIS

De acuerdo con la FDA, la pseudoartrosis es una fractura 6sea que no consolida tras
9 meses y que no ha mostrado cambios radioldgicos los Ultimos 3 meses(62).

En la actualidad, se estima que entre un 5y un 10% de las fracturas éseas pueden
desarrollar una pseudoartrosis. La pseudoartrosis se puede presentar en diferentes
escenarios clinicos, en diferentes lugares anatdmicos. Puede aparecer hasta en un 1,6%
de todas las fracturas femorales y hasta en el 18,5% de las fracturas diafisarias de
tibia(63). Tienen un alto impacto econdmico para los sistemas sanitarios con
importantes costes econémicos directos pero también indirectos, asociados a la pérdida
de productividad y ausencia de trabajo(64,65). Las complicaciones del proceso de
consolidacién son multifactoriales, se pueden agrupar en:

- Generales: sexo, edad, dieta (malnutricion, déficit de vitamina D), diabetes,
tabaquismo, drogas, tratamientos (glucocorticoide o quimioterapia, AINES,
anticoagulante), masa muscular, OP, etc.

- Locales: tipo y severidad de fractura, existencia de infeccién, politraumatismo,
inestabilidad de la fractura por falta de fijacién, vascularizacién pobre, etc.

Etiologia - Clasificacion

Existen varias formas de clasificar las pseudoartrosis. Es importante distinguir si es de
origen infeccioso o no. Se considera séptica aquella que no ha consolidado porgue un
infeccion lo impide. Mientras que la aséptica, basandose en el aspecto radiolégico, se
puede dividir en atréfica o hipertréfica. El mecanismo patolégico de los dos tipos es muy
diferente(62):

- Atrdfica: Los rasgos radioldgicos caracteristicos son: la ausencia de callo, el
estrechamiento de los extremos &seos y falta de puentes éseos entre ellos(66). Hay
una alteracién multifactorial en las primeras fases de la regeneracion ésea. Suele darse
por una combinacion de factores. Tanto inestabilidad del foco de fractura como
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incapacidad bioldgica, generalmente asociada a vascularizacion pobre del foco de
fractura(66,67). Mathieu y cols.(68) compararon la funcién y cantidad de BM-MSCs y
células progenitoras endoteliales en pseudoartrosis atrdficas y pacientes sanos. Los
pacientes con pseudoartrosis mostraron un grupo reducido de BM-MSC y cambios de
niveles séricos de quimiocinas y factores de crecimiento necesarios para el
reclutamiento y proliferacion de las células.

Hipertrofica: Radioldégicamente, presenta un callo grande, ensanchado hacia el espacio
de la fractura con un area radiotransparente, en pata de elefante. Como en este caso
se mantiene la actividad bioldgica, el tratamiento principal consiste en conseguir una
estabilizacién adecuada. El callo cartilaginoso no se mineraliza porque el callo es
inestable biomecanicamente(66).

Diagnéstico

El diagndstico clinico consiste en dolor y movilidad anormal en el foco de fractura.
Los hallazgos clinicos se complementan con los radioldgicos, ya descritos.

Tratamiento

El objetivo es la consolidacion ésea, alineacidon correcta y recuperar la funcionalidad.
Podemos dirigir el tratamiento segun el tipo de pseudoartrosis. Asimismo, hay que tener
en cuenta qué hueso esta afectado, la calidad 6sea, habitos y comorbilidades del
paciente. Para tener en cuenta los multiples factores de esta enfermedad, Calori y
cols.(69) desarrollaron un sistema de puntuacidn llamado Non-Union Score System
(NUSS). Validada posteriormente varias veces en 2011(70) y 2014(71). Reconoce 4
grupos segun su severidad. Con la puntuacion de NUSS el cirujano puede decidir cual
serda el planteamiento terapéutico. Cuanto mas grave sea el problema, mas complejo es
el tratamiento que requiere. Desde un cambio del sistema de fijacién, hasta la
amputacion o artrodesis. En los grupos intermedios se puede plantear injerto dseo junto
a fijacion externa o productos biotecnolégicos incluyendo scaffolds, células y factores
de crecimiento, de acuerdo con los principios de la ingenieria tisular.

El Gold Standard para tratar la pseudoartrosis atréfica es el autoinjerto obtenido de
la cresta iliaca(72). En vista de las desventajas tanto del autoinjerto como aloinjerto, la
ingenieria tisular ha tomado el relevo en la investigacién terapéutica de la
pseudoartrosis. De acuerdo con el diamond concept, las MSCs toman un papel crucial
en la reparacién ésea, por lo tanto, la terapia celular puede ser una alternativa al
autoinjerto(62).

Los ensayos clinicos en humanos se llevan desarrollando desde hace tiempo. El
primer ensayo en humanos fue en 2002 dirigido por Hernigou(73). El tratamiento mas
estudiado y con muy buenos resultados es la combinacién de descompresién central
junto a BM-MSCs autélogas. Asi lo expresa la ultima descripcidon sistematica de la
superposicion de meta-analisis desarrollado por Madhan Jeyaraman y cols.(60).
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3.3 OSTEOPOROSIS

La OP es una enfermedad sistémica caracterizada por un deterioro cuantitativo y
cualitativo de tejido dseo que, a la larga, provoca mayor riesgo de fractura. Se clasifica
como primaria (causa desconocida) y secundaria (con etiologia rastreable). La primaria
se divide en la tipo | postmenopausica (entre los 50 y 70 afios) y la tipo Il relacionada
con la edad (personas mayores de 70 afos). Entre las causas de OP secundaria se
encuentran: hipercortisolismo, hipertiroidismo, hiperparatiroidismo, abuso de alcohol e
inmovilizacién prolongada de una extremidad(74).

El diagndstico se basa principalmente en la densitometria, que refleja la densidad
mineral 6sea (DMO) de las vértebras lumbares y cuellos femorales(75). En esa prueba
se obtiene un T-Score que indica la cantidad de hueso que tiene el paciente en
comparacion con un adulto joven del mismo sexo. La definiciéon de OP unificada de la
OMS es: paciente con un T-Score menor de -2,5 desviaciones estandar (DE) de la media
de las personas adultas jovenes; mientras que si el T-Score esta entre -1y -2,5 DE de la
media de la poblacién joven del mismo sexo que el paciente se clasifica como
osteopenia. En la practica clinica esta definicién es poco util debido a que muchas
fracturas por fragilidad se producen en pacientes con un T-score mayor de -2,5 DE. Es
por ello que la National Bone Health Alliance ha propuesto considerar el diagndstico de
OP a las mujeres postmenopdausicas y a los varones > 50 aios con fractura por fragilidad
de fémur (independientemente de DMO), asi como la fractura vertebral, de himero o
de pelvis, si se acompana de baja masa 6sea(76,77).

Actualmente la prevalencia en Europa de OP en personas mayores de 50 afios es de
aproximadamente el 15%. Alrededor del 21 % de las mujeres entre 50 y 84 afos tienen
OP, lo que significa un total de 22 millones de mujeres(78). Un estudio en el 2010(79)
determind que 2,4 millones de espafioles (1,9 mujeres y 0,5 hombres) mayores de 50
afos padecian OP, y como consecuencia de ella, se produjeron 204.000 nuevas fracturas
y se gastaron 2.842 millones de euros, que equivale al 2,8% del gasto sanitario espanol.
Para el 2025 se estima un aumento de la incidencia de fracturas de 40% y un aumento
de costes del 30%(80). Con el envejecimiento demografico, el aumento de la incidencia
de la OP y sus complicaciones, esta enfermedad es reconocida como un problema de
salud publica muy importante.

El tratamiento principal consiste en medidas higiénico-dietéticas como el ejercicio
fisico, dieta o complementos vitaminicos como vitamina D y calcio. El tratamiento
médico consiste en la estimulacion de la osteogénesis o inhibicion de la resorcion ésea
a través de farmacos(81). Los bifosfonatos consiguen disminuir la resorcién dsea al
promover la apoptosis de los osteoclastos. Sus efectos secundarios son la osteonecrosis
mandibular, esofagitis o fracturas atipicas de fémur. Se dispone también de otros
farmacos antirresortivos como el Denosumab. Es un anticuerpo monoclonal que
bloguea RANK-L. Es de elecciéon en mujeres postmenopadsicas con alto riesgo alto de
fractura. Sin embargo, también se acompana de efectos secundarios como erupciones
cutaneas, cataratas, mayor predisposicidn a infecciones, ON mandibular o fracturas si
se retira el fdrmaco de manera no escalonada. Otra opcidn es la teriparatida, una forma
recombinante de la hormona paratiroidea. Es un fdrmaco osteoformador que se pauta
en OP graves. Su mayor efecto secundario es la formacion de osteosarcomas. Existe la
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opcion de moduladores de los receptores de estrogenos (SERM). No son especialmente
potentes a la hora de mejorar la masa dsea pero si de disminuir el riesgo de fractura.
Son utiles en mujeres con una OP leve.

Los tratamientos médicos tienen dos inconvenientes: no pueden revertir la pérdida
dsea ya existente; y por otro lado, todos tienen efectos secundarios graves. La OP es un
problema grave de salud publica. Por este motivo se sigue investigando en un
tratamiento mas eficaz. En este contexto, el uso de MSCs podria llegar a convertirse en
una terapia de primera linea mejorando la calidad y funcionalidad ésea sin provocar
efectos nocivos como lo hacen los actuales tratamientos.

4. MODELOS DE EXPERIMENTACION DESCRITOS PARA LA
EVALUACION DE MSCs

4.1 GENERALIDADES DE MODELOS ANIMALES EN EL ESTUDIO DE LA
REPARACION OSEA

Los resultados obtenidos in vitro proporcionan informacién acerca de |la
citotoxicidad, genotoxicidad, proliferacién y diferenciacion celular. Son un primer paso
en la investigacién de nuevos tratamientos, pero sus resultados son dificiles de
extrapolar, ya que su capacidad de recrear el entorno in vivo es muy limitada y son
incapaces de predecir el desempefio clinico. En cambio, los modelos preclinicos in vivo
reproducen una situacion clinica real. Su mayor ventaja reside en la capacidad de evaluar
la biocompatibilidad de los materiales de la ingenieria tisular, en condiciones mas
complejas similares a la clinica. Ademas permiten obtener resultados sobre la cinética
y distribucion de farmacos, agentes bioactivos, de la biocompatibilidad y de las
propiedades de los materiales utilizados(82). El uso de modelos animales es necesario
para comprobar la seguridad y eficacia de las nuevas terapias antes de iniciar su uso en
clinica(83).

Hay una serie de factores que deben tenerse en cuenta al seleccionar un modelo
animal especifico. El principal es que el modelo demuestre procesos fisioldgicos y
fisiopatoldgicos que imiten a los de los humanos. La anatomia y fisiologia del animal
deben ser adecuadas para los requisitos del estudios. El animal elegido debe estar
disponible, ser econdmico (tanto el coste del propio animal como de su mantenimiento)
ademads de ser facil de mantener (minimos requisitos de vivienda, facil manejo y
tolerancia al cautiverio)(84).

Toda la experimentacion animales esta sujeta a controles éticos estrictos y rigurosos.
Los investigadores son responsables del uso apropiado de los animales. El principio de
las 3R fue introducido hace mas de 60 afios y establece los estdndares aceptados para
investigar con animales. Son el remplazo, la reduccién y el refinamiento(82).

Entre las limitaciones de los modelos animales se encuentran las posibles diferencias
con el hueso humano en la estructura micro o macroscdpica, en la composicién del
hueso o en el remodelado.
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Existen diferentes tipos de modelos animales para la investigacion en ingenieria
tisular en ortopedia. Hay dos grandes grupos que se dividen en pequeiios o grandes
mamiferos. Los pequefios mamiferos como las ratas o ratones se emplean
principalmente en estudios de viabilidad y evaluacion de biomateriales,
biocompatibilidad, osteoconductividad y osteoinduccion de los materiales sustitutivos
dseos. Entre sus ventajas se encuentran: su facil manejo, bajo coste, tienen unos
requisitos minimos de vivienda, y por lo tanto muy rentables. Sin embargo, poseen
grandes diferencias con el hueso humano en la composicién y comportamiento del
tejido 6seo. Por ejemplo, los huesos de los roedores tienen una corteza delgada y fragil
en los huesos largos, no tienen cierre fisarios y no poseen remodelacién ésea de tipo
Harversiano(82).

Por otro lado, los grandes mamiferos como el conejo, la oveja, el cerdo o el perro, al
ser mas grandes permiten llevar a cabo procedimientos quirurgicos complejos, el uso de
scaffolds de mayor tamafo, similares a los que se utilizarian en la clinica y ademas
permiten el estudio de cargas que se asemejan al ser humano. Algunas de sus
desventajas frente a los pequefios son una menor disponibilidad y conllevan mayor
coste tanto en su obtencidon como en su mantenimiento(82).

Cada animal tiene sus ventajas y desventajas. Segun la enfermedad y tratamiento a
estudiar en cada experimento deberemos tenerlas en cuenta y saber cual es el modelo
animal éptimo que se debe utilizar. Los modelos animales nos permiten entender el
proceso patoldgico a estudiar y a su vez, nuevos tratamientos sobre esa patologia de
manera preclinica para poder trasladarlo al ser humano. Se busca generar una situacién
lo mas similar a la clinica, sin embargo, no son situaciones equivalentes. Normalmente
los animales utilizados estan sanos, con una capacidad regeneradora ésea optima, a
diferencia de los humanos, los cuales pueden sufrir una serie de comorbilidades o
enfermedades sistémicas que hagan mucho mas variable el entorno biolégico que el de
los modelos. Como resultado, el desempefio en la clinica a menudo puede alejarse de
las predicciones preclinicas cuando estos factores adicionales se agregan(83).

A pesar de estas limitaciones, la evaluacién preclinica de nuevas opciones de terapia
utilizando modelos animales son un pilar central en la ingenieria de tejidos.

4.2. MODELOS ANIMALES DE OSTEONECROSIS DE LA CABEZA
FEMORAL

Técnicamente es facil inducirla, sin embargo, es dificil desarrollar un modelo animal
que reproduzca el rango completo de la enfermedad, desde la etapa mds temprana
hasta el episodio final de colapso.

Existen dos grupos de formas de induccién de ONCF en animales: las traumaticas y
no traumadticas. Los modelos traumdticos pueden ser inducidos por deprivaciéon
quirurgica vascular, por agresién fisica o quimica. Su mayor ventaja es que se pueden
lograr lesiones necréticas concentradas en la cabeza femoral y un amplia gama de
etapas de la ON(85).
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Por otro lado, las no traumaticas pueden ser espontaneas, por ingesta de alcohol,
por inyeccion intramuscular o subcutanea de corticoides, por administracion de
corticoides en combinacién con otras formas de induccion como la inyeccion
intravenosa de liposacaridos (LPS) o junto a formas quirurgicas. En este caso, su mayor
ventaja es que la etiologia es similar a la de la mayoria de los casos que se observan en
la clinica. Sus desventajas es que sélo se desarrolla una ON en etapa temprana vy las
lesiones necréticas se producen en la metdfisis en lugar de concentrase en la cabeza
femoral(85).

La induccion por esteroides puede conseguir una alta incidencia de ONCF, pero a
expensas de una alta mortalidad. Si se asocian los corticoides con los lipopolisacaridos,
como demuestra Qin y cols.(86) en conejos, se obtiene una incidencia alta ademas de
reducir la mortalidad. La induccién combinada de esteroides y privacién vascular
quirargica (87) puede logran una mayor incidencia de ON que cualquier otro método
solo (85).

Los modelos bipedos frente a los cuadrupedos tienen la ventaja de que la carga
sobre la articulacién es mas parecida a la de los humanos. Entre los diferentes animales
que veremos a continuacién, hay que destacar al emu. Es una animal bipedo, con un
tamafio y una cadera muy similar al ser humano, que lo convierte en un modelo ideal.
Conzemius y cols.(88) fueron los primeros en demostrar el potencial de este modelo
para imitar la progresién de la ON hacia el colapso articular y la reproduccion histolégica
de todos los estados de la ONCF. Los autores desarrollaron un modelo de ONCF
utilizando cirugia. Esta cirugia consiste en la agresion criogénica combinada con ligacién
vascular.

Otro modelo prometedor, aunque en este caso cuadrupedo, es la oveja. Estos
animales presentan un carga y tamafio similares de la articulacidon coxofemoral humana.
Ademas, histolégicamente, se ha descrito que al envejecer, su estructura dsea se
transforma en una estructura osteonal. Las extremidades posteriores, se pueden
comparar a los humanos ya que las fuerzas biomecanicas poseen un vector similar a las
extremidades inferiores del ser humano(89).

A pesar de la gran cantidad de investigaciones, el modelo ideal aln no existe. Existe
gran variabilidad de estudios preclinicos con diferentes modelos, diferentes formas de
induccion y diferentes terapias celulares segun se utilicen MSC autélogas o alogénicas,
de medula ésea o de cualquier otro tejido. Es por ello, por lo que en este trabajo se
intenta agrupar los trabajos mas relevantes que evaluan el uso de MSCs en modelos
animales de ONCF.

4.2.1 Modelos animales en la evaluacion de MSC en osteonecrosis

Varias investigaciones preclinicas han evaluado la efectividad de las MSCs para el
tratamiento de la ONCF como por ejemplo en: conejos(90-98), perros(99-101) u
ovejas(102—-104) que indican que el trasplante de estas células tanto autélogas como
alogénicas son capaces de sobrevivir, proliferar y estimular la diferenciacion a
osteoblastos directamente en la zona necrética de la cabeza femoral, mejorando Ila
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regeneracion osea. A continuacion se explican las diferentes formas de administracién
de las MSCs en modelos animales.

- Inyeccidn intravenosa

La inyeccidén intravenosa logré un buen resultado en la migracién y reparacion del
tejido dafiado. Shusuke y cols.(92) estudiaron la distribucion de MSCs alogénicas en
conejos. Demostraron mediante inmunohistoquimica que dichas células migraban hacia
el tejido dafiado en un modelo de necrosis dsea. Li y cols.(90,91) también estudiaron la
distribucién de MSCs alogénicas tras la inyeccion i.v. con la misma metodologia:
marcaron las células in vitro con proteina fluorescente verde (GFP). En este estudio
fueron observadas en higado, pulmones, medula dsea, cabeza femoral normal y cabeza
femoral necrética. A las 6 primeras horas, se encontraron MSCs en los drganos
nombrados, pero dénde mas se concentraron fue en la médula dsea. Se estudid la
cantidad de MSCs a las 2, 4 y 6 semanas, y observaron una disminucién de ellas en todos
los érganos, mientras que en la cabeza femoral dafiada, el nimero aumentaba
progresivamente llegando a un pico en la sexta semana, demostrando asi que las MSCs
pueden migrar y sobrevivir en el area necrética de la cabeza femoral mds tiempo que en
los demas drganos. Aunque la vida media de la proteina GFP sea corto (4-6 semanas) es
suficiente para rastrear la migracién de las células implantadas durante el proceso de
formacidén dsea. Estos dos estudios han demostrado que es factible y seguro tratar la
ONCF mediante el trasplante intravenoso de MSCs alogénicas en modelos de ONCF en
conejos. Sin embargo se debe continuar la investigacion sobre el homing, ya que GFP
tiene una vida media de 6 semanas, y no es tiempo suficiente para saber el efecto a largo
plazo.

Aunque la patogénesis y etiologia de la ONCF sigan siendo una incégnita, un factor
principal es la disminucién de la perfusién sanguinea a la cabeza femoral, es por eso que
Liy cols.(91) y Jiny cols.(100) investigaron sobre la seguridad de la inyeccion intravenosa
de MSCs autdlogas y su capacidad de estimular la angiogénesis. Jin y cols.(100)
demuestran mediante varios parametros que la perfusién de MSCs autdlogas en perros
promueven la reparacién vascular y la angiogénesis aumentando el suministro
sanguineo para la reparacion dsea de la cabeza femoral. Para ello, midieron una serie
de pardmetros (MRNA de VEGF, expresiéon de VEGF, densidad de microvasos) alas 4y a
las 8 semanas después del tratamiento. Mostraron un aumento de la expresion de VEGF,
mMRAN de VEGF ademas de un aumento de la densidad de los microvasos mayor que el
grupo control, ademas de una gran mejoria clinica. Algunas desventajas descritas en su
articulo fueron que, aunque el modelo animal es facil de conseguir, los perros son
cuadrupedos, con una carga mecanica en las extremidades diferentes a los humanos.
Ademas, otros problemas por resolver son el gran nimero de MSCs y tiempo que se
requiere para su preparacion. El mismo grupo de investigadores(90) han publicado un
ensayo similar, en el que se evalla la capacidad de estimular la angiogénesis de esta
técnica asi como la estimulacidén de expresién de genes relacionados con la formacién
dsea, pero en conejos.
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- Inyeccion directa

Varios estudios(29,33,40) indican que la inyeccién intravenosa o intraarterial puede
llevar al dafio de varios drganos por la aparicion de microembolismos. Esta desventaja
ha llevado a la busqueda de otras vias de administracion de las MSCs. Por ejemplo la
inyeccion directa(93,95,99), tanto por su seguridad como por su falta de distribucién en
otros organos.

Matsuya y cols.(95) y Asada y cols.(93) utilizan el mismo modelo animal: conejos a
los que se les induce ONCF mediante la inyeccién de metil-prednisolona. En estos dos
estudios se mostré, que la inyeccion directa de MSCs autdlogas de la medula dsea
cultivadas previamente in vitro tiene muy buenos resultados en la prevencién de ONCF
en estadios tempranos provocada por el tratamiento de glucocorticoides (GC) de altas
dosis y corta duracion. En el grupo tratado con MSCs, no se observa signos histologicos
de ONCF como son lagunas vacias ni nucleos picndticos de osteocitos en el hueso
trabecular del fémur, a diferencia de los grupos control. Tampoco se observan cambios
isquémicos ni apoptdticos en la médula 6sea del fémur, como se observan en los demas
grupos. En este modelo inducido por glucocorticoides, se observé mediante citometria,
que aquellos animales en los que no se inyectaron MSC, existia un gran porcentaje de
células detenidas en G1 del ciclo celular sugiriendo que los GC detienen el ciclo celular
de las MSC de la medula dsea, y que la inyeccion de MSC autdlogas suprime esta
detencion normalizando los ciclos celulares.

Estas dos investigaciones estudian como anular el efecto de los GC en el hueso,
ademas de proporcionar una explicacion mas exhausta de la etiopatogenia (Figura 10)
de esta forma de induccién de ONCF. Ahondan en el mecanismo mediante el que las
MSCs ayudan en su prevencion.
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Yan y cols.(99) llevaron a cabo un estudio de la inyeccién directa de MSC autdélogas
en un modelo canino. El principal objetivo de este estudio fue demostrar la
supervivencia, proliferacién y diferenciacién en tejido isquémico de las MSC a
osteoblastos, lo que contribuye a acelerar el proceso de regeneracién ésea. Ademas de
la supervivencia, evidenciaron histolégicamente que en los grupos tratados con las MSC
habia mayor formacidn ésea, aunque los resultados de la extensidn de la angiogénesis
no fueron estadisticamente significativos. Por su parte, Lebouvier y cols.(105)
investigaron la distribucidn y efectividad de las MSCs autélogas en un modelo porcino.
Durante las primeras 24 horas tras el trasplante de MSCs no se encontraron en ningun
otro drgano, ademas se observd una buena distribucién homogénea de ellas por toda la
cabeza femoral, siendo una forma segura de administracién. La efectividad se examiné
mediante RMN e histologia. Se observé un inicio de curacién a las dos semanas de la
inyeccion intradsea y una recuperacion completa a las 9 semanas.

- Descompresion central combinada con MSCs

Varios investigadores han evaluado la combinaciéon de la descompresién central
junto a terapia celular, afadiendo MSCs, en animales. Un modelo muy similar al ser
humano en cuanto a vectores de carga y biomecdnica de la articulacién de la cadera es
la oveja. Feitosa y cols.(104) utilizaron este animal, comparando el tratamiento con DC
Unicamente, o junto al uso de MSCs autélogas. Demostraron en el grupo que recibié la
terapia celular, fueron implantadas con éxito mostrando una mayor velocidad de
regeneracion ésea. Sin embargo no pudieron confirmar si los beneficios observados se
deben exclusivamente al hecho de utilizar las MSCs o a la combinacién de ambos
tratamientos.

Vélez y cols.(103) compararon 3 grupos diferentes de ovejas. Un grupo recibio
descompresidn central unicamente, otro la DC con un injerto éseo vy finalmente un
tercer grupo la DC junto a MSCs autélogas de la medula dsea. Al igual que en el estudio
de Feitosa, se utilizaron ovejas. La ONCF fue inducida por criogenia. Este modelo
consigue imitar de forma bastante fidedigna todas las etapas evolutivas de la ONCF. El
32 grupo demostrd una regeneracién ésea extensa. El andlisis de las muestras reveld:
una gran infiltracién osteoide en las dreas de isquemia y necrdticas. El hueso maduro
estaba rodeado por un inmenso numero de osteoblastos produciendo osteoide
inmaduro. Se distinguid menor cantidad de fibrosis y ningun signo de formacién de
granuloma. Se comprobd mayor porcentaje de superficie de hueso recién formado. Este
estudio concluyd que la DC combinada con MSCs, confiere mayor efectividad a la
técnica quirdrgica(106).

Songy cols.(62) es otro estudio que evalua el uso combinado de DCy MSCs autdlogas
de la MO. En este caso, utiliza conejos donde se les induce la ONCF mediante la inyeccion
de LPS. Estos investigadores tratan de aportar un tratamiento a la ONCF favoreciendo la
angiogénesis. Logran demostrar que los animales a los que se implantan localmente las
MSCs tras la DC expresan una mayor cantidad de VEGF y BMP-2. La accidn paracrina de
VEGF, permite una mayor regeneracién vascular alrededor de la cabeza femoral. Hay un
aumento de osteoblastos alrededor del hueso trabecular y un aumento de capilares.
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Yang y cols.(97) examinan la combinacién de DC, MSCs y simvastatina. Revelaron
mejores resultados con la combinacidn de los 3 tratamientos que la DC + MSCs. En este
modelo de conejo inducido por glucocorticoides y LPS demuestra diferencias
significativas en la relacién entre lagunas vacias del hueso trabecular y la densidad de
microvasos. En los resultados del estudio, descubren que el analisis de las muestras con
microscopia electrénica las 8 semanas del tratamiento, el grupo que recibe la triple
combinacidn posee una apariencia de hueso normal. Mientras que el grupo que recibe
DC y MSCs posee una densidad trabecular mejor de lo normal, en el grupo que recibe
DC posee trabéculas agrietadas y aquel que no recibié nada, termind colapsando. Los
resultados de esta investigaciéon arrojan que la simvastatina puede promover la
diferenciacién a osteocitos y células endoteliales de las MSCs, proporcionando buenas
perspectivas de esta combinacion.

- Ingenieria tisular

Otra forma de implantar las MSCs en la cabeza femoral es mediante scaffolds. Kang
y cols.(98) han demostrado sobre conejos con ONCF inducida por glucocorticoides que
el uso de andamiaje de polifosfato de calcio combinado con estroncio (SCCP), sembrado
de MSCs autélogas favorecen la reparacién ésea. El estroncio (Sr) presenta doble accién:
mejora la formacién dsea mediante la estimulaciéon de la diferenciaciéon de
preosteoblastos e inhibe |la osteoclastogénesis. La angiogénesis también es importante
en la ingenieria 6sea y el SCPP tiene la capacidad de mejorar la adherencia y
comportamiento angiogénico de las células endoteliales. El aumento de la estabilidad
de la mezcla SCCP junto a la implantacion de MO autéloga y la reabsorcion ésea mas
lenta en comparacion con los grupos control, permite mostrar que todo ello facilita la
incorporacion y remodelacidn dsea en hueso nuevo sin debilitamiento mecanico y asi
evitar el colapso de la cabeza femoral.

En este estudio demuestran in vivo que el uso de SCPP promueve la angiogénesis
durante la regeneracién ésea, ademas de mejorar la osteogénesis.

El SCPP ofrece resistencia mecanica inmediatamente después de ser implantado en
la cabeza femoral. Las MSCs de la MO trasplantadas junto al andamio pueden
diferenciarse directamente en osteoblastos o en células endoteliales promoviendo el
proceso de reparacion in vivo. El tejido éseo se regenerard sobre este compuesto.
Después, el composite serd reemplazado por hueso recién formado. A diferencia de las
modalidades de tratamiento actuales, la ingenieria tisular proporcionaria apoyo
estructural mientras se produce la sustitucion ésea. Este biomaterial estimula la
formacién désea mediante osteoinduccion y osteoconduccién y apoyan al hueso
subcondral y cartilago articular de la cabeza femoral para el tratamiento ONFH pre-
colapsado.

Caminal y cols.(102) también estudian el uso combinado de MSCs autdlogas y
scaffolds, pero en ovejas con ONCF inducida por criogenia siguiendo el mismo método
gue Vélez. Se analizaron dos tipos de andamios, ambos formados por particulas de tejido
d6seo humano cadavérico desantigenizado vy liofilizado. El potencial osteogénico de las
MSCs fue evaluado in vivo, demostrando la persistencia de las células injertadas en el
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tejido huésped y su compromiso con el linaje osteoblastico mediante el seguimiento de
las células marcadas con GFP.

Pengy cols.(101) aplican la ingenieria tisular en perros. En este estudio se evalua el
scaffold de ceramica de fosfato bicdlcico (BCP) fabricado mediante técnica de
laminacion 3D basada en microarquitectura del hueso esponjoso. Después de sembrar
MSCs autélogas de MO in vitro, la combinacién fue implantada en el defecto éseo
inducido por la técnica “trap door” en perros.

Radiolégicamente no se encontraron diferencias entre el grupo que recibié solo el
andamio o aquel que recibié la combinacién, ya que el contorno de la cabeza no
mostraba cambios. En cambio, en el grupo control que recibid Unicamente autoinjerto,
si que se observod un contorno irregular de la cabeza femoral ademas de colapso. A nivel
histoldgico, si que aparecieron diferencias significativas entre los dos primeros grupos:
el grupo que recibié la terapia celular junto al scaffold, mostré mayor osteointegraciéon
y formacién dsea que los otros dos grupos. Ademas de manifestar mayor resistencia en
la evaluacion biomecdénica.

El andamio de BCP biomimético preparado por laminacién gel 3D presenta buen
estructura, buena resistencia inicial, es biocompatible, y facilita la adherencia y
supervivencia de MSCs. Favorecen la formacion ésea en las superficies del andamio, lo
que le convierte en un candidato adecuado como estructura de apoyo para la
implantacion de MSCs. Este modelo de scaffold presenta problemas en la interfase entre
el andamio subcondral. Otro contratiempo es que el modelo canino de ONCF inducido
por trap door no es un modelo de ON fiel a la realidad, difiriendo del ser humano. Se
necesitan mejoras adicionales, mas investigaciones y el desarrollo de un modelo animal
mejor. Los resultados proporcionan un fuerte soporte al argumento de que el andamio
de BCP sembrado con MSCs podria ser util para estabilizar el desequilibrio entre
reabsorcién y la formacion dsea, que caracteriza a la ONCF.

4.3 MODELOS ANIMALES DE PSEUDOARTROSIS

En la experimentacién animal, se considera pseudoartrosis aquella fractura que no
consolidara en la vida del animal, aunque en muchos estudios de animales pequefios, se
define aquella que no consolida tras 16 semanas. Para desarrollar una pseudoartrosis
en animales, primero se realiza una fractura y luego se intenta evitar esa consolidacién
con diferentes técnicas que veremos a continuacion:

- Técnicas quirurgicas para impedir la consolidacion sea

La fractura se puede llevar a cabo de forma cerrada o abierta. Una fractura abierta
permite una mayor precisién y reproducibilidad, ya que se hard en el mismo lugar y
orientacién deseada. Ademas se puede aprovechar en el mismo acto quirdrgico la
insercion de alguna técnica quirdrgica para impedir la consolidacion 6sea. En
contraposicidén, algunas de sus desventajas son: mayor riesgo de infeccion y pérdida del
hematoma fractuario. Por otro lado, si la fractura es cerrada, se conserva el hematoma
y no se altera la vascularizacidon y musculatura circundante. En contra, no tiene tanta
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precisidon, se pierde reproducibilidad y aumenta las posibilidades de producir una
fractura conminuta(107).

- Métodos de fijacion

Tras generar una fractura se debe elegir el método mas adecuado para el
experimento. Hay varias técnicas(107):

o Apoyo en el hueso paralelo: Se obtiene una estabilidad parcial de la fractura.
Apenas se necesita intervencidon quirdrgica. Una desventaja importante es que la
inmovilizacion es muy precaria y puede dar lugar a deformidades, falta de apoyo
por dolor o movimiento excesivos.

o Fijadores externos: Se implantan lejos del foco, y asi no interfieren en la evaluacién
biomecdnica ni radioldgica. Se pueden quitar facilmente. Sus inconvenientes:
riesgo de infeccidén constante y el precio.

o Fijadores intramedulares: Con este tipo de fijacidn se obtiene una estabilidad del
foco. Desafortunadamente, destruye la vascularizacion endomedular, y la retirada
puede desencadenar una alteracién del foco enmascarando los resultados de los
estudios histoldgicos.

o Placas de osteosintesis. Esta es la técnica mas estable que se haya utilizado. No
obstante la intervencién quirdrgica que necesita aumenta el riesgo de infeccién,
elimina el hematoma fractuario y puede dafiar el periostio.

En funcidon del objetivo de la investigacion se pueden disefiar varios modelos: retraso
de consolidacién, pseudoartrosis hipertréfica o atrofica.

- Retraso de consolidacion

Al ser un concepto aun sin definir de manera estandar es dificil saber a partir de
cuando se considera un retraso de consolidacién. Es por ello, que el estudio debe tener
un grupo control en el que se demuestre que el modelo finalmente se une. Para
provocar ese retraso hay varias formas: inestabilidad, vascularizacién disminuida,
materiales extrafios y osteogénesis por distraccion(108).

Debido a la falta de un consenso sobre la definicion pocos estudios pudieron
confirmar el retraso de consolidaciéon. Sigue siendo un desafio encontrar una técnica
relevante, confiable y reproducible que resulte en esta entidad(107).

- Pseudoartrosis hipertréfica

Este tipo de pseudoartrosis es consecuencia de un exceso de movimiento en el sitio
de fractura, algo que se puede conseguir mediante el uso de un clavo endomedular sin
tornillos de bloqueo o mediante la estabilizacion con el hueso paralelo.

Existen pocos modelos que hayan conseguido una pseudoartrosis hipertrdfica con
tasas de éxito altas. Incluso en algunos se transformaban en una atrdfica rigida(107).
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- Pseudoartrosis atrofica

De este tipo de pseudoartrosis se han publicado muchos modelos de
experimentaciéon. Hay multiples razones, pero, fundamentalmente se debe a que en
humanos es una enfermedad dificil de tratar, obligando a multiples intervenciones
quirargicas. Ademas, es muy facil diseflar modelos animales de este tipo de
pseudoartrosis, ya que solo hay que evitar la consolidacién sin tener en cuanto el
resultado radioldgico o si se debe consolidar tras un periodo de tiempo como en el
retraso de consolidacion. En la mayoria de los modelos, se alcanza una tasa de éxito del
100%. Sobre todo hay modelos en ratas o ratones utilizando tibia o fémur, con
diferentes combinaciones de osteotomia junto a modelos de fijacion(107).

4.3.1 Modelos animales en la evaluacion de MSC en pseudoartrosis

Para evitar las complicaciones del injerto autdlogo en el tratamiento de la
pseudoartrosis se estan buscando alternativas. Una de ella es la terapia celular con
MSCs. A continuacién se analizara diferentes experimentos en animales que evaluan la
seguridad y eficiencia del uso de MSCs, la fuente, el nimero de células, el momentoy la
forma de administracion mas adecuada. Los estudios descritos a continuacion,
proporcionan evidencias de que la terapia celular es un abordaje prometedor en el
tratamiento de la pseudoartrosis en modelos animales.

- Inyeccion directa

Galhardo y cols.(109) utilizaron un modelo de pseudoartrosis en perros. La fractura
se estabilizé con una placa de osteosintesis. Las MSCs alogénicas obtenidas del tejido
adiposos, se aportaron mediante inyeccidn percutanea en el foco de fractura. El grupo
tratado con terapia celular demostrd una reduccidon de la tasa de complicaciones y un
proceso mas rapido de reparacidon ésea en comparacion con el grupo control. Los
autores tuvieron 3 casos de complicaciones graves y una leve. Las graves (un 8,3% del
total de perros) consistieron en la migracién intraarticular de los tornillos en la rodilla,
mientras que la leve consistié en una leve formacidn de seroma en la incision quirargica.
En el seguimiento postoperatorio no se encontrd ninguna reaccion o rechazo inmune.

Tawonsawatruk y cols.(110) publicaron un estudio preclinico sobre pseudoartrosis
atrofica inducida en un modelo murino, en el que se analiza la accién de MSCs
xenogénicas de la MO y pericitos del tejido adiposo, ambas del ser humano. El modelo
de pseudoartrosis se llevd a cabo mediante una fractura tibial junto eliminacién del
periostio que luego se estabilizd con un fijador externo. A las 8 semanas, el 80% de las
ratas que se encontraban en los grupos tratados con MSCs, mostraron evidencia de
consolidacién dsea en comparacién con el grupo control, donde solo consolidaron un
14% de las fracturas. En este mismo periodo de tiempo, radioldgicamente, se observd
mayor radio-opacidad en el foco de fractura y un callo de fractura mayor que en el grupo
control. En las pruebas histoldgicas, se confirmaron puentes éseos en los dos grupos que
recibieron tratamiento. La calidad 6sea medida por micro-CT y las pruebas mecanicas
resultaron ser mejores en ambos grupos frente al control. En conclusidn, tanto las MSCs
de MO como pericitos de tejido adiposo tienen un potencial de regeneracién dsea
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significativo, siendo una técnica terapéutica con alto potencial de cara a tratar aquellas
fracturas con alto riesgo de complicarse en una pseudoartrosis.

- Inyeccion sistémica

El estudio de Jiang y cols.(111) explora la posibilidad de utilizar MSCs autdlogas de
MO combinadas con PTHi-34 para el tratamiento de las fracturas y sus complicaciones.
El modelo utilizado fueron ratones. Se fracturd el fémur y se estabilizd con fijacion
interna. Se utilizdé un clavo endomedular insertado a través del tenddn rotuliano. Se
dividieron los animales en 4 grupos: suero (control), PTH1-34, MSC y 1-34 PTH1.34 +MSC.

El volumen del callo dseo fue mayor en aquellos tratados con PTHi.34,
independientemente si se habia combinado el tratamiento con MSC o no. Sin embargo,
el callo fue mas duro en aquellos ratones que recibieron el tratamiento combinado.
Todo ello sugiere que PTH1.32 promueve el incremento de dseo pero no promueve tanto
la mineralizacién ésea como las MSCs. La angiogénesis, analizada con Micro-CT, muestra
que el grupo PTH tiene mayor cantidad de vasos en el callo de fractura, mientras que el
grupo MSC tiene vasos de mayor didmetro.

La PTH1-32 mejora la proliferaciéon y diferenciacion de las células endoteliales y de las
MSCs, mejorando la migracién de las MSCs hacia el callo éseo y promueve la
angiogénesis y osteogénesis facilitando la consolidacidn dsea. Este estudio proporciona
evidencias de que el uso de PTH1.34 puede ser atractivo en terapias disefiadas para el
tratamiento de las pseudoartrosis.

Huang y cols.(112) fueron los primeros en comparar la forma de administracién de
MSCs en un modelo murino de pseudoartrosis. El origen de las células fue la MO de ratas
de la misma especie. Las opciones de administracién a estudiar fueron la sistémica e
inyeccién directa. A las 5 semanas, ambos grupos mostraron que los extremos de la
fractura se habian unido mientras que en los grupos controles no. También demostraron
las mismas propiedades mecanicas, las cuales fueron mejores que en los grupos control.
Sin embargo, en el analisis inmunohistoquimico se aprecié una menor cantidad de MSCs
y osteoblastos en el callo de fractura del grupo en el que se inyectd sistémicamente que
en el grupo de inyeccién local.

- Via SDF1-CXLR4

En los dos siguientes experimentos, ademads de evaluar la inyeccidén sistémica de
MSCs, estudian la via SDF1-CXLR4 y su papel en la migracién y diferenciacién celular en
el foco de fractura.

Stromal cell-derived factor 1 (SDF-1) es considerado el factor maestro del receptor
de citocinas C-X-C tipo 4 (CXCR4). SDF-1 juega un papel muy importante en la migraciéon
al lugar de lesién de las MSCs positivas para CXCR4 y regula la actividad reparadora. La
funcién principal del periostio en la reparacion désea es la liberacion SDF-1 por
mecanismos paracrinos y autocrinos que conduce a la secrecién de citocinas y a la
diferenciaciéon celular, lo que podria explicar su efecto promotor de las MSCs en las
fracturas dseas.
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Zhu y cols.(113) disefiaron un experimento en ratas en el que demostraron que la
ciasterona promueve la migracidon y osteogenicidad de las MSCs, reduciendo asi el
tiempo de consolidacién de la fractura. La ciasterona es un extracto de hierbas de la
medicina tradicional China. El efecto sobre la migracidon de las MSC hacia el foco de
fractura esta relacionado con el aumento de la expresion del mRNA de CXCR4. Para
comprobarlo, silenciaron la expresion de CXCR4, y en esos casos el efecto de la
ciasterona sobre la migracién de las MSCs fue inexistente.

Tras 6 semanas post-tratamiento, el volumen éseo fue analizado mediante Micro-
CT, mostrando que el grupo control tenia un retraso de consolidacidn en comparacién
con el grupo tratado. Se analizd la expresion de marcadores genéticos osteogénicos en
MSCs como ALP, OPN o BMP2 mediante RT-qPCR y WesternBlot. Se observé que en el
grupo tratado con ciasterona habia diferencias significativas.

La ciasterona puede promover el homing y la diferenciacion osteogénica de las
MSCs, también puede regular positivamente el ARNm relacionado con la migracién y
osteogénesis. Todos estos hallazgos pueden proporcionar una base tedrica para el
tratamiento de la fractura, y previniendo el retraso de la consolidacion y la
pseudoartrosis.

Wang y cols.(114) investigaron en qué momento es ideal la inyeccion de las MSCs
alogénicas procedentes de la MO en un modelo de pseudoartrosis en ratones.
Secundariamente estudia la importancia de la via CXCR4/SDF-1 en la migracion vy
diferenciacién de las MSCs a la lesién. Las MSCs fueron marcadas con proteina
fluorescente roja (RFP). Se inyectaron por la vena de la cola de los ratones tras la fractura
los dias 1,7 o 14. Un grupo control recibié AMD3100 (inhibidor de SDF-1), demostrando
la importancia de la via SDF1-CXCR4 en la consolidacién ésea y la migracién de las MSCs.

En la inyeccidn del 72 dia, se encontraron mayor cantidad de MSCs en el sitio de
fractura y se mantuvieron durante mas tiempo que los demas grupos. El volumen éseo
y la densidad mineral estaban aumentadas en este grupo. Los autores concluyeron que
el 72 dia es el 6ptimo para inyectar IV las MSCs. Adicionalmente, se encontrd que el
grupo AMD+ MSCs presentd los mismos resultados que el grupo control en todos los
parametros confirmandose la importancia del factor SDF-1.

Ambas formas de administrarse fomentan la formacion de callo éseo y mejoran las
propiedades mecanismos sin observarse efectos adversos ni rechazo inmune. Aun asi,
guedaron varias dudas sin resolver como por ejemplo, si los mecanismos para fomentar
la consolidacion son diferentes en funcién de la forma de administrar o si en la zona de
fractura se habian liberado factores de crecimiento o citocinas ya que no se estudié
ningun parametro al respecto.

Las MSCs pueden participar de manera directa en la consolidacion diferencidandose
en osteoblastos y también de manera indirecta regulando la inflamacion, liberando
factores de crecimiento o citocinas en la zona de lesién. Es por ello, que si en los
parametros radiolégicos o mecanismos se observan diferencias significativas entre las
formas de administrarse, pero si hay menor cantidad de MSCs en el foco en la forma
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sistémica, todo ello sugiere que la sistémica contribuye mas en la consolidacién de
forma indirecta.

- Scaffolds

Segun estudios clinicos previos sobre pseudoartrosis(115), la  matriz dsea
desmineralizada (DBM) habia demostrado eficacia en su tratamiento. Dozza entonces
propuso la hipétesis de que si se afiadian MSCs mejorarian los resultados. Dozza y
cols.(116) comparan un modelo ovino la eficacia de DBM alogénica combinada con MSCs
autdlogas de MO frente al tratamiento con solo DBM. Se consiguié una pseudoartrosis
atrofica en ovejas. La intervencidon quirdrgica consistié en una fractura tibial junto a la
aplicacion de un clavo intramedular. Asimismo, se alterd el suministro de sangre
mediante electrocauterizacidn y escision del periostio.

Curiosamente, no se encontraron diferencias mecanicas, histolégicas o radioldgicas
significativas entre ambos grupos. La posible explicacion a este resultado negativo la
atribuyen a la falta de conocimiento de la biologia de las MSCs in vivo y del
microambiente que requieren.

Xue y cols.(117) utilizaron un modelo murino. Fueron los primeros en estudiar la
efectividad de la combinacién de un scaffold de gelatina de liberacion local controlada
de HMGB1 junto a ldminas 2D de MSC alogénicas de MO. Mediante RT-PCR se evalué la
capacidad de HMGB1de fomentar la diferenciacion osteogénica de las MSCs. Se pudo
observar un aumento de la expresion de ALP, RUNX2, OCN o COL1A1 en los grupos
gelatina+tHMGB1+MSC y en gelatina+HMGB1 en comparacién con el grupo que solo
recibio gelatina y el grupo control que no habian sido tratados. Estos dos grupos también
presentaron a las 4 semanas en el estudio radioldgico, un callo de fractura mas grande
que los grupo control. In vitro se comprobd que al afiadir HBGM1, aumenta la
biocompatibilidad del scaffold.

Los investigadores describen las siguientes limitaciones: Por un lado, solo se controld
la reparacion de la fractura a las 4 y 8 semanas. Y para minimizar el nimero de ratas, no
se investigd cambios en la calidad de la consolidacién en momentos intermedios. Por
otro lado, se evidencid que a largo plazo, las laminas de cultivo células de MSC indujeron
senescencia celular, ya que la viabilidad celular dentro de las hojas se redujo un 10%. Sin
embargo, a pesar de ello, el nUmero de células supervivientes en las laminas seguia
siendo mayor que en la inyeccion local.

Este estudio muestra que el scaffold de gelatina que libera localmente HMGBI,
combinado con l[dminas 2d de células MSC intensifica la consolidacion de las fracturas.
HMGB1 estimula la consolidacién mediante la via de senalizacion STAT3. Las esponjas
de gelatina disponibles comercialmente pueden ser una buena forma también de
acelerar el proceso de reparacion. Es el primer estudio que lleva a cabo esta
combinacion de tratamiento de ingenieria tisular, y se requieren de mas estudios para
poder trasladarlo a la clinica.

- Defecto 6seo de tamanio critico
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En el desarrollo de modelos animales de pseudoartrosis, existe una opcion que es la
creacion de un defecto 6seo de tamaiio critico también llamado critical sized bone defect
(CSBD). CSBD se define como aquel defecto 6seo que no consolida espontaneamente a
pesar de la estabilizacién quirdrgica y que requiere de mds intervenciones para curarse.
Todavia no se ha llegado a un consenso sobre el tamafio del CSBD en cada especie
animal.

Hay muchas publicaciones sobre la efectividad de MSCs y scaffolds en modelos de
CSBD. Esto es asi porque la cirugia es relativamente sencilla y el defecto dseo que se
crea es el ambiente ideal para la implantacidn de scaffolds. Sin embargo, Su principal
desventaja es que los resultados obtenidos son dificilmente extrapolables a la clinica. En
humanos afortunadamente, no se dan estas pérdidas dseas tan importantes. Ademas,
el microambiente bioldgico de las pseudoartrosis atréficas no se imita correctamente
solo provocando un defecto 6seo(118,119).

Kumar y cols.(120) evaluaron en un modelo de CSBD en conejos, la eficacia de un
scaffold conformado por hidroxiapatita y fosfato tricdlcico. Este scaffold fue sembrado
de 4 tipos diferentes de MSCs de MO: autdlogas, alogénicas, de oveja y de perro. A los
90 dias, radiolégicamente se observé que en los grupos que recibieron MSC autélogas y
alogénicas, se habia formado hueso nuevo, se habia reabsorbido el andamio y existia un
puente 6seo completo entre ambos extremos. En los grupos que recibieron MSCs ovinas
y caninas mostraron una formacién de hueso nuevo similar entre ellos pero menor que
los dos primeros grupos. En este caso no se evidencié ningln rechazo al injerto ni
proceso inflamatorio. La evaluacién histolégica muestra diferencias significativas frente
a los grupos control que solo habia recibido un scaffold o que no habia recibido ningln
tratamiento. En el estudio histolégico, los resultados del grupo que recibié MSCs
autologas fueron mejores que las alogénicas. La alogénicas mejores que las xenogénicas.
Dentro de las xenogénicas las ovinas obtuvieron mejores resultados que las caninas.

En este experimento, todos los tipos de MSCs que fueron sembrados en el
biomaterial, promueven una consolidacion rapida de un defecto éseo critico, lo que
sugiere que estas células son apropiadas para estimular la formacion dsea en
consolidacion de fracturas y en pseudoartrosis.

Praty cols.(121) demuestran viabilidad del potencial osteogénico y el uso terapéutico
de la terapia celular en un modelo CSBD tibial en ovejas. Concretamente MSCs autdlogas
de MO sembradas sobre una matriz dsea esponjosa cadavérica obtenida del banco de
tejidos. Se compara este tratamiento con el uso de autoinjerto para el tratamiento de la
pseudoartrosis. En los 2 casos se observé histolégicamente una actividad de remodelado
dseo y vascularizacion. Cuando se comparan los resultados de los dos grupos, mostré
mejores resultados el autoinjerto. No se observo ninguna formacion de tejido ectépico
ni tumorogénesis confirmando la seguridad del experimento.

Los resultados respaldan la seguridad, reproducibilidad y viabilidad de esta técnica
de ingenieria tisular. Aun asi, se requieren ensayos clinicos para definir los perfiles de
seguridad en el ser humano y poder comprender mejor los mecanismos subyacentes en
la pseudoartrosis atréfica.
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4.4 MODELOS ANIMALES DE OSTEOPOROSIS

Como ningln animal desarrolla OP de forma natural, se debe inducir utilizando una
técnica aislada o la combinacion de varias(122). Se han disefiado modelos
experimentales diferentes para el estudio de la OP postmenopausica, la inducida por
glucocorticoides o por la inmovilizacién(123).

Los modelos animales mas populares de OP postmenopdusica se generan por
ovariectomia (OVX) en ratas, ratones, ovejas y monos. El modelo mas utilizado es la rata.
Su corta vida util es econdmicamente ventajosa y permite realizar estudios sobre el
efecto del envejecimiento. La remodelacién del hueso esponjoso es similar al humano y
las pruebas biomecdnicas se pueden realizar bajo condiciones estandarizadas. Aunque
tiene similitudes con el esqueleto humano, las ratas tienen epifisis abiertas, poseen muy
poca remodelacidn désea intracortical y no tienen sistemas de Havers. Ademas poseen
remodelado éseo a lo largo de toda su vida(124). La pérdida ésea aparece justo después
de la operacidn en los ratones. En las ratas, ocurre tras 14-30 dias. Las ovejas desarrollan
OP a los 3-6 meses de la ovariectomia.

Alternativamente, hay modelos animales de OP logrados mediante ingenieria
genética. Por ejemplo ratones knockout del receptor alfa estrogénico (Esrl). Los
modelos knockout de Esrl, revelaron que Esrl, inhibe la resorciéon dsea al inducir
apoptosis de los osteoclastos y mejora la formacién del hueso(125,126).

Los modelos animales para la OP por inmovilizacidon se generan por suspension del
animal por la cola o inmovilizacién de la extremidad mediante neurotomia ciatica,
tenotomia o uso de yeso en roedores o perros. La inmovilizacidn afecta tanto a la cortical
como al hueso trabecular con una diminucién significante de los parametros de
mineralizacion e histomorfométricos en comparacion con la OP postmenopausica. Los
modelos por inmovilizacién no se utilizan mucho, ya que la pérdida de masa désea suele
ser local y no sistémica. Ademas los métodos de inmovilizacidn de las extremidades son
éticamente reprobables(124).

La OP inducida por glucocorticoides se puede estudiar en ratones, ratas, conejos,
perros y ovejas. Este tipo es la mds comun entre las OP secundarias en humanos. El
hueso esponjoso es el mas afectado, y las fracturas suelen ocurrir en cuello femoral o
vertebras. Sin embargo, la pérdida de hueso esponjoso no es observada de manera
consistente en roedores, mientras que en animales grandes si (123).

La FDA recomienda que los nuevos agentes farmacéuticos en el tratamiento de la OP
sean evaluados en 2 especies diferentes: ratas ovariectomizadas (OVX) y en un animal
no roedor de tamafio grande que posea sistema Harvesiano y remodelamiento dseo
similar al ser humano(127). En general, con respecto al hueso esponjoso, los modelos
de animales grandes como ovejas o perros parecen ser superiores a los modelos de
animales pequefos cuyo grosor trabecular es tres veces mas pequefia en la de los seres
humanos(124).
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4.4.1 Modelos animales en la evaluacion de MSC en osteoporosis

La patogénesis de la OP se reconoce como un desequilibrio entre resorciéon y
formacién de hueso en la que la velocidad de resorciéon ésea es mayor que la de la
formacioén (Figura 11). Los trastornos en el homming, la alteracién de la capacidad de la
diferenciaciéon osteogénica y la senescencia de las MSCs son puntos clave en la
patogénesis de esta enfermedad vy, por lo tanto, la terapia celular con MSCs puede se
muy en el tratamiento de esta patologia. Las investigaciones preclinicas sobre el
trasplante de MSCs para el tratamiento de la OP proporcionan evidencias de mejorar la
diferenciacién osteogénica, aumentar la densidad mineral dsea y detener el deterioro
0seo asociado a esta enfermedad (128). La inyeccion intramedular e intravenosa son los
métodos mds comunes en el trasplante de MSCs para tratar OP. Las MSCs mas
estudiadas proceden de MO (BM-MSCs) y tejido adiposo (A-MSCs) y el modelo mas
usado, la OP por OVX.
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Figura 11: MSCs en la patogenia de las OP. El trastorno de homing da como resultado la disminucién del nimero de
MSCs en el tejido dseo. La capacidad osteogénica disminuida y la adipogénica aumentada conduce a la existencia de
osteoblastos menos maduros y mas adipocitos. La senescencia de las MSCs agrava aun mas el desequilibrio de
osteoblastos y adipocitos. Ademas la activacion andmala de las célula inmunitarias y la capacidad inmunoreguladora
alterada de las MSCs provocan trastornos en el hueso. Imagen obtenida de: Jiang Y, Zhang P, Zhang X, Lv L, Zhou Y.
Advances in mesenchymal stem cell transplantation for the treatment of osteoporosis. Cell Prolif. 2021 Jan;54(1)

46



Vamos a ver en detalle los estudios llevados a cabo con los dos tipos de MSCs
mencionadas anteriormente y otras menos utilizadas como son las MSCs de pulpa dental
o de tejido amigdalar.

o MSCs de Médula Osea (BM-MSCs)

El uso de BM-MSCs en ratas(129-131), y conejos(132) OVX como modelos para
estudiar la OP, ha sido investigado en varios estudios. Se observé en la mayoria de ellos
gue la densidad dsea aumentaba significativamente, lo que indica que la destruccion y
pérdida ésea se podria revertir. Se observd que, tras la inyeccién de BM-MSCs, el
volumen y espesor trabecular y el porcentaje de drea trabecular estaban aumentados.
Esto indica que la degeneracidon microestructural podria aliviarse hasta cierto punto. Los
niveles de marcadores osteogénicos en suero como el calcio, la fosfatasa alcalina o la
osteocalcina, también aumentaron después de la inyeccion de MSCs.

Kiernan y cols.(131) desarrollaron un modelo de OP relacionada con la edad en
ratones silenciando el gen Sca-1. Este modelos se encuadra dentro de un grupo de
investigaciones que sugieren que el declive de las BM-MSCs por la edad es uno de los
factores mas importantes en la progresion de la OP(133). Los ratones Scal-null
demuestran una deficiencia celular auténoma en la capacidad de las BM-MSCs para
apoyar la formacién ésea, lo que facilita un estado de bajo recambio éseo con pérdida
progresiva de hueso y debilidad mecdnica a los 6 meses. Este modelo animal se
considera un modelo de OP tipo 2(134,135). Estos investigadores inyectaron
sistémicamente BM-MSCs alogénicas. Primero comprobaron la capacidad de las células
en permanecer en la MO a largo plazo. También demostraron que se producia una
mayor conectividad trabecular, lo que sugiere que un solo bolo de BM-MSCs es
suficiente para mitigar el desarrollo de fenotipos osteopénicos y osteopordticos durante
al menos 24 semanas. Por lo tanto, el trasplante de BM-MSCs es una posible estrategia
para prevenir o tratar tanto la OP por deficiencia de estrégenos como por la edad.

o MSCs de Tejido Adiposo (AD-MSCs)

Las AD-MSCs autdlogas han sido reportadas como efectivas en el tratamiento de la
OP en animales. Esta eficacia se resume en 3 resultados generales: 1) aumento del
grosor cortical, de la densidad del volumen 6seo y la carga ésea, 2) la mejora de la
microestructura trabecular y 3) el aumento de marcadores como el calcio y la
osteocalcina en sangre. Varias investigaciones estudian el uso de AD-MSCs para el
tratamiento de OP:

Uri y cols.(136) utilizan un modelo de OP en ratas OVX. Se aportaron AD-MSCs
autologas sembradas en scaffolds de acido hialurénico en el fémur distal en la cavidad
intramedular. Este experimento demuestra que el grosor cortical medio, la densidad del
volumen dseo total y la carga dsea fue significativamente mas alto que en aquellas a las
gue se les inyecto las células sin andamios. El examen histolégico del grupo tratado con
AD-MSCs+Scaffold reveld una osteointegracion completa de los andamios y la
conversidon de las AD-MSCs en osteoblastos sin generar ningln tipo de respuesta
inflamatoria.
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Por otro lado, Pan y cols.(137) utilizan el mismo tipo de MSCs pero en este caso
alogénicas y en ratones. En este experimento descubren que las BM-MSCs de ratones
con OP por OVX pierden su capacidad anti-inflamatoria y fallan en la prevencion de
pérdida dsea cuando se trasplantan de nuevo. Sin embargo, las AD-MSCs del mismo tipo
de ratones, preservan su capacidad antinflamatoria a pesar del microabiente
desregularizado de los donantes y continian demostrando efecto protector ante la OP
en ratones OVX.

o MSCs de Pulpa dental (DP-MSCs)

Las DP-MSCs se reportaron en un experimento como células con mayor capacidad
osteogénica que las BM-MSCs y con menor potencial adipogénico que éstas(138).

Kong y cols.(139) evaluaron el uso de este tipo de células en un modelo murino OVX.
Tras la inyeccidon de DP-MSCs humanas por via intravenosa en ratones se comprobd que
las DP-MSCs pueden sobrevivir mas de 1 mes in vivo. Su eficacia a la hora de acudir al
lugar de lesién (homming) es mayor cuando se trasplantan en un periodo temprano tras
OVX. Tras la administracidn, se distribuyeron primero en el pulmdn, luego en el higado,
sin embargo, apenas se distribuyeron en el hueso. Esto se traduce en que la accion de
las DP-MSCs en el hueso se produjo mediante mecanismos paracrinos. Estos efectos
consistieron en una reduccion de la pérdida ésea trabecular de las metafisis del fémur
distal. Los investigadores sugieren que la infusion sistémica puede ser un tratamiento
potencial para la OP tipo I.

o MSCs de Tejido amigdalar (T-MSCs)

Las T-MSCs aisladas de las amigdalas, tienen potencial de diferenciarse no solo en el
linaje mesodérmico, sino en los linajes endodérmico y ectodérmico, extendiendo su uso
potencial e identificAndose como una nueva opcidn terapéutica.

Los resultados del estudio de Kim y cols.(140) muestran que una doble inyeccion de
T-MSC directamente en la tibia proximal, resulta en la recuperacion de la OP en un
modelo murino de OP. La inyeccién doble se compard con una sola inyeccidn, y los
resultados de imagen mediante micro-CT mostraron mejores resultados en la doble
inyeccién. El efecto osteogénico cualitativo y cuantitativo fue mds pronunciado en el
grupo de inyeccion doble. La doble inyeccion mostré una recuperacion sérica de los
niveles de OCN, que patoldgicamente se encontraban altos en los ratones, ademas se
observé un aumento de la fosfatasa alcalina, que es un marcador de formacién ésea. En
general, la inyeccidn fue bien tolerada y no causo ningun tipo de toxicidad.

La expansion de Marrow Adipose Tissue (MAT) es un tipo de depdsito de grasa en la
MO. Se encuentra en el envejecimiento, anorexia nerviosa y diabetes. Se ha sugerido
qgue la acumulacién de MAT se establezca como un nuevo biomarcador para la
evaluacion del riesgo de OP(141). Pino y cols.(142) encontraron en pacientes con OP que
la diferenciaciéon osteogénica estaba debilitada mientras que la adipogénica estaba
fortalecida, produciendo un declive en la formacidn ésea y fomentando la acumulacion
de MAT. Con el objetivo de revertir esta tendencia, se busca un nuevo enfoque que
permite el trasplante de MSCs con una capacidad osteogénica superior para poder
prevenir la OP. Con este objetivo, Kim y cols.(143) inyectaron T-MSC humanas, pero en
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este caso por inyeccion intravenosa. Los resultados demostraron una atenuacién parcial
de la progresion de la enfermedad en ratas con OP relacionada con la edad. En el grupo
tratado con T-MSCs se demostréd que puede atenuar la progresion de OP senil
manteniendo lo niveles de osteocalcina en la circulacion, y mostrando una
microarquitectura mejorada. También se descubrié una reduccion de la adiposidad de
la MO después de la inyeccidn. Este papel dual de las T-MSCs aumentando la
mineralizacidn dsea y reduciendo la adiposidad de la MO sugiere que puede ser una
nueva fuente terapéutica posible para el tratamiento de OP relacionada con la edad.

El rendimiento y la inmunogenicidad de cada tipo de fuente de MSC es diferente,
cada una tiene sus ventajas y desventajas. Todavia existe controversia en torno a sobre
qué tejido se debe obtener las células. La falta de estandarizaciéon del tipo de
administraciéon es un problema aun sin resolver. Agata y cols.(144) compararon la
seguridad y eficacia de la administracién intravenosa e intramedular de MSC para tratar
la OP inducida por OVX. Con referencia a la mortalidad, ningln ratén que recibio la
inyeccidn intramedular murié mientras que el 22% de los que recibieron la intravenosa,
murieron. Evaluando la eficacia, en aquellos que recibieron administracién
intramedular, la BMD mejoré mediante el aumento tanto de la mineralizacién como del
grosor del hueso, mientras que la administracion intravenosa si que mejord la
mineralizacion, pero no el grosor.

- MSCs modificadas genéticamente

La modificacion genética de genes osteogénicos y angiogénicos en las MSCs es una vias
para logar mejorar sus capacidades osteogénicas, a fin de conseguir una mayor
efectividad en los tratamientos basados en estos tipos de células. Esta mejora se puede
conseguir usando diferentes aproximaciones.

o Sobreexpresion de genes relacionados con osteogénesis como BMP2, BMP6,
RUNX2 y OSX. La transduccién del gen BMP-2 puede restaurar el potencial
osteogénico de las MSCs. Yang y cols.(145) estudian la sobreexpresion de BMP2 en
MSCs alogénicas de tejido adiposo en ratas con OP inducida por OVX. Tras 12
semanas de la inyeccidn intravenosa de estas MSCs modificadas genéticamente, se
observd que histolégicamente, este grupo de ratas tenian trabéculas mas
completas, y menos espaciadas que el grupo control que solo habia recibido BMP2,
0 MSCs alogénicas de tejido adiposo, o que no recibieron nada.

e Sobreexpresion de genes angiogénicos como el factor codificante de crecimiento de
fibroblastos 2 (FGF 2) y la subunidad B del factor de crecimiento derivado de
plaquetas (PDGFB), para favorecer la angiogénesis. Chen y cols.(146) usaron MSCs
modificadas genéticamente para que sobreexpresaran PDGFB. Los resultados
fueron un aumento de la formacién ésea trabecular, la conectividad trabecular,
disminucion de la porosidad cortical y aumento de la fuerza del hueso en un 45%.

e Modificacién de los genes relacionado con el homming como CXCR4. CXCR4 es un
receptor especifico para CXCL12. Es un factor de sefalizacion importante en el
homing de las MSCs. Shangani y cols.(147) recolectaron BM-MSC alogénicas de
ratas jovenes y ovariectomizadas. Se les transfiri6 cDNA de CXCR4 y se
administraron IV. A las 12 semanas de la inyeccidn, los resultados de la micro CT y
la evaluacidn mecanica revelaron que aquellas ratas tratadas con las MSCs

49



modificadas genéticamente mostraron un densidad dsea significativamente mayor
que aquellas de los grupos controles que solo recibieron MSCs sin transferencia de
DNA o aquellas que recibieron suero salino.

- Nuevas perspectivas en OP: Vesiculas extracelulares

Recientemente las investigaciones sobre MSCs en OP se han centrado en las
vesiculas extracelulares (EVs) secretadas por las MSCs. Las EVs juegan un papel
importante en la comunicacién célula-célula. Son vesiculas cargadas de particulas
bioactivas que se liberan al espacio extracelular. A diferencia de la inyeccién de MSCs,
las EVs interactian con sus objetivos a través de la transduccién de sefiales al acoplarse
en la membrana plasmatica de la célula objetivo y/o liberando la carga bioactiva que
contiene tras la fusion o endocitosis seguida de la fusién con la membrana del
compartimento endosémico en el microambiente de la remodelacion dsea(148,149).
Ademas de inhibir la respuesta inflamatoria y promover la vascularizacién que son
efectos similares al trasplante de MSCs, las EVs promueven la formacidn ésea mediante
la reparacion de la actividad de las MSCs enddgenas y mejorar la funcion osteobldstica.

Apenas existen investigaciones sobre el uso de EVs en modelos de OP en animales.
Si que hay estudios sobre su accién en regeneracion dsea in vivo, pero son en modelos
de otras enfermedades o condiciones. Qi y cols.(150) estudiaron en ratas con un defecto
critico éseo y Liu y cols.(151) en ratones tras recibir radiacién que les produjera pérdida
0sea. En ambos estudios se observé que las EVs derivadas de BM-MSCs redujeron la
pérdida ésea, aumentaron la mineralizacién dsea y estimularon la regeneracion ésea de
manera similar que la inyeccién de las propias MSCs.

Aun asi, los resultados de experimentos in vitro arrojan esperanza en esta nueva
terapia en comparacion con el trasplante de MSCs. Presentan alta seguridad, ya que no
expresan proteinas MHC que causen rechazo inmunoldgico. Son mas cémodas de
almacenar, ya que se pueden mantener a -202 C durante mucho tiempo. Son estables,
la membrana lipidica evita que las proteinas, acidos nucleicos y otros componentes sean
descompuestos por fluidos corporales(128). Aunque las EVs podrian evitar muchos
problemas con la inyeccién de las MSC, representan en este momento una tendencia
futura de tratamiento de la OP ya que la investigacidn en este campo aun se encuentra
en su etapa inicial.
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5. ACTUALIZACION SOBRE LOS USOS CLINICOS DE LA
TERAPIA CELULAR EN REGENERACION OSEA

Los modelos animales son necesarios en la investigacién del uso de MSCs ya que hay
muy pocas investigaciones en humanos que nos permitan conocer mas sobre los
resultados de esta alternativa terapéutica. En este momento se encuentran registrados
en ClinicalTrials.gov 392 ensayos clinicos completados y/o activos sobre terapia celular.
De ellos, 36 son sobre la aplicacion de MSCs en patologia dsea. Los ensayos clinicos
aplicados a las enfermedades analizados en este trabajo que estdn en fase de
investigacion son:

- Existen 2 ensayos clinicos en relacion con la OP. Uno, realizado en Cipto
Mangunkusumo Hospital, evalua la densidad ésea tras los 6 meses de la implantacién
de MSCs alogénicas procedentes de cordén umbilical. Ahora mismo en fase de
reclutamiento. El otro, desarrollado por el instituto Murciano de Investigacion
Biosanitaria Virgen de la Arrixaca, consiste en la infusion de BM-MSC autdlogas en
10 pacientes con OP. Se encuentra en fase |, sin resultados publicados.

- En pseudoartrosis solo existe 1 ensayo clinico desarrollado por laboratorios Salvat.
Estudia el uso de AD-MSCs autélogas combinadas con un scaffold de fosfato
tricalcico en el tratamiento quirdrgico de pseudoartrosis en huesos largos. Se
incluyeron 12 pacientes. Su objetivo es evaluar su seguridad mediante el estudio de
posibles efectos adversos y la efectividad mediante métodos radiolégicos. Se
encuentra en fase Il.

- La ONCF cuenta con 4 ensayos clinicos completados y/o activos.

1) Estudio dirigido por el Hopital Vall d’"Hebron. Estudia la efectividad de XCEL-MT-
OSTEO-ALPHA, un producto de ingenieria tisular formando por BM-MSCs
autologas expandidas ex vivo y fijadas en tejido éseo alogénico.

2) Estudio realizado por el Hospital Universitario de Salamanca, con solo 3
participantes. Evalda una suspensién de BM-MSCs autdlogas expandidas in vitro
en un medio especifico enriquecido con lisado de plaquetas. Se implantan
mediante una inyeccidn intradsea en la cabeza femoral. Se encuentra en fase 2.

3) Estudio llevado a cabo por la Universidad de Erasme. Evaltan la combinacion de
BM-MSCs autdlogas junto a DC. Analizan, en un marco temporal de 24 a 60
meses tras el tratamiento, la reduccién del dolor, la recuperacién de la
funcionalidad asi como la reduccién de necesidad de cirugia de artroplastia de
cadera.

4) Dirigido por R-Bio. Estudia el trasplante autdlogo de AD-MSCs mediante
inyeccidn intradsea en la cabeza femoral.

Existen varios metaanalisis sobre la combinacién de BM-MSCs autdlogas con DC.
Jeyaraman y cols.(60) han realizado una revisidn sistematica de 6 metaanalisis. Esta
revision es la mas actual acerca de este tratamiento en humanos. Estos investigadores
dan una recomendacion nivel Il a esta terapia frente al uso de solo la DC ya que esta
terapia ofrece mejor alivio del dolor, mejoria funcional significativa y retrasa el colapso
de la cabeza femoral.
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6. CONCLUSIONES

e Todavia no se cuenta con tratamientos efectivos para enfermedades del sistema
musculo esquelético como osteoporosis, pseudoartrosis, y necrosis de la cabeza
femoral.

e La medicina regenerativa es la linea de investigacién mas prometedora en el
disefio de tratamientos que consigan regenerar el tejido 6seo, necesario para el
tratamiento de estas enfermedades.

e El uso de Células Madre Mesenquimales ha sido ensayado en tratamientos para
la necrosis de cabeza femoral, osteoporosis y pseudoartrosis. De momento, los estudios
con los que contamos estan realizados en animales de experimentacion.

e A la hora de disefiar un modelo experimental para evaluar la reparacidon dsea
mediante el uso de células madre mesenquimales, hay que tener en cuenta factores
como la via de administracidn, uso o no de scaffolds, uso de células alogénicas, uso de
células modificadas genéticamente y la asociacion de las células madre mesenquimales
con otros tratamientos en el mismo animal.

e Enelcasode laosteonecrosis de cabeza femoral, la oveja es el modelo animal mas
recomendable ya que los vectores de carga de los cuartos traseros son muy similares a
las extremidades inferiores humanas.

e Para el estudio de las pseudoartrosis, no contamos con un modelo de animal de
experimentacion cuyas caracteristicas sean superiores a otros. Se utilizan sobre todo
roedores, por el bajo coste de estabulacién, vida media corta y facilidad para acceder a
muchos ejemplares en periodos cortos de tiempo.

e Para simular la osteoporosis, el modelo experimental mas empleado es, sin lugar
a duda, la rata. La osteoporosis se logra sometiendo al animal a una ovariectomia.

e Se han publicado multiples estudios en modelos animales de estas tres
enfermedades en los que se han utilizado células madre mesenquimales. La
osteoporosis es la patologia en la que se cuenta con menos experiencia en este campo.

e El uso del secretoma de las células madre mesenquimales ha abierto una nueva
linea de investigacién muy relevante ya que parece que se lograrian los mismos efectos
regeneradores de tejido éseo utilizando una terapia libre de células.

e Los resultados de la mayoria de los ensayos analizados en este trabajo son muy

positivos, pero se necesita todavia avanzar mucho en la investigacién antes de trasladar
estos resultados a la clinica.
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INDICE DE ABREVIATURAS

AD-MSC: Células madre mesenquimales obtenidas del tejido adiposo
BCP: Fosfato bicalcico

BM-MSC : Células madre mesenquimales obtenidas de la médula osea
BMP: Proteinas Morfogénicas del hueso

BMP2: Proteina morfogénica sea 2

BMP6: Proteina morfogénica ésea 6

BMP7: Proteina morfogénica ésea 7

CaP: Fosfatos de calcio

CB-MSC: Células madre mesenquimales obtenidas del hueso cortical
CME: células madre embrionarias

CME: Células madre embrionarias

CMPi: Células madre pluripotenciales inducidas

Col1A1: Cadena de coldgeno tipo 1 alfa

DC: Descompresion central

dECM: Matriz dsea extracelular descelularizada

E11: Podoplanina

ECD: Dosis celular eficaz

ECM: Matriz ésea extracelular

Esrl: Receptor alfa estrogénico

FDA: Food and Drug Administration — Administracion de Medicamentos y Alimentos
(Estados Unidos)

FGF-2: Factor de crecimiento de fibroblastos 2
GC: Glucocorticoides
GFP: Green Fluorescent Protein — Proteina verde Fluorescente

HA: Hidroxiapatita
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IGF-1: Factor de crecimiento insulinico - 1

IL: Interleucina

IL10: Interleucina 10

IL6: Interleucina 6

LPS: Liposacaridos

LRP5: Receptor de lipoproteinas de baja densidad 5
M-CSF: Factor estimulante de colonias de macrofagos
MHC-I: Complejo mayor de histocompatibilidad clase |
MHC-II: Complejo mayor de histocompatibilidad clase Il
MO: Médula Osea

MSC: Mesenchymal stem cell — Célula madre mesenquimal
NFATc1: Factor Nuclear de células T activadas 1

NIH: National Institucional of Health — Instituto Nacional de Salud (Estados Unidos)
NUSS: Non-Union Score System

OC: Osteocalcina

OPG: Osteoprotegerina

OPN: Osteopontina

OVX: Ovariectomia

PDGFB: Factor de crecimiento derivado de plaquetas
PGA: Polyglycolic acid — Acido Poliglicélico

PGE2: Prostaglandina E2

PLA: Acido Polilactico

PLGA: Poly lactic-co-glycolic acid — Acido poliglicolactico
PTH 1-34: Paratohormona 1-34

PTH: Paratohormona

RANK-L Ligando de Receptor Activador para el Factor Nuclear k B
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RANKL-R: Receptor activador del factor nuclear kappa-B
RANKreceptor activador del factor nuclear kappa-B (
RFP: Red Fluorescent Protein

rhBMPs: BMP humano recombinante

SCCP: Polifosfato de calcio combinado con estroncio
TFG-B: factor de crecimiento transformador-beta

T-MSC: Tonsil derived mesenchymal stem cell — Célula Madre Mesenquimal de tejido
amigdalar

TNFa factor de necrosis tumoral alfa

Whnt: proteinas Wingless
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