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1  RESUMEN 

El hueso representa uno de los pocos tejidos humanos adultos que se reparan con la 

formación de un tejido óseo original, es decir, sin la formación de un tejido cicatricial. 

Podríamos decir que se asemeja a una regeneración tisular, esto indica que las células y 

señales moleculares que conducen a la formación del nuevo tejido están todavía presentes 

en el hueso adulto. 

La consolidación después de una fractura, es un proceso complejo y perfectamente 

orquestado que consta de varias fases biológicas. Cuando fracasa la consolidación aparecen 

complicaciones como el retardo de consolidación o la pseudoartrosis. Debido al aumento de 

fracturas, pero además otros factores como el envejecimiento de la población y 

enfermedades crónicas como la osteoporosis, el porcentaje de estas complicaciones también 

está en ascenso.  

El tratamiento de la pseudoartrosis constituye un reto para los pacientes y los especialistas 

que la tratan, con tiempos de curación prolongados, consumo de recursos y abordajes de 

tratamiento complejos. Cuando fracasan los tratamientos estándar tenemos que buscar 

alternativas terapéuticas para potenciar o estimular este proceso reparativo. Dentro de estas 

alternativas tenemos las terapias celulares como son los tratamientos con células madre 

mesenquimales (MSCs). Las MSCs son células pluripotenciales que conservan la capacidad de 

diferenciarse a distintos tipos celulares incluyendo los osteoblastos, que finalmente formarán 

tejido óseo. Por esta razón son candidatas de gran interés para la medicina regenerativa. La 

fuente natural de las MSCs es la médula ósea, donde pueden aislarse fácilmente y, aunque se 

encuentran en una pequeña proporción, se pueden expandir en cultivo. 

Es habitual estudiar la función de las MSCs humanas en trasplantes realizados en modelos de 

experimentación. Estas células son capaces de formar tejido óseo en el tejido celular 

subcutáneo de ratones y en este trabajo se estudia la capacidad de consolidación en un 

modelo de fractura femoral en ratones NOD/SCID. Como consecuencia de su sistema 

inmunológico casi completamente ausente, estos ratones son perfectos para experimentos 

de transferencia celular, ya que vamos a administrar células humanas sin observar rechazo 

inmunológico. Las MSCs se obtienen de cilindros de cabezas femorales de pacientes 

sometidos a cirugía de sustitución protésica, diferenciando dos orígenes, fractura de cadera 

osteoporótica y coxartrosis. Por una parte, queremos estudiar si las MSCs de individuos 

osteoporóticos conservan las capacidades regenerativas, debido a que, en la osteoporosis, el 

número y la función de los precursores osteoblásticos pueden verse disminuidos. Como por 

razones éticas y prácticas no dispusimos de individuos sanos, las comparamos con MSCs de 

individuos con artrosis, puesto que parecen conservar estas capacidades regenerativas.  
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El cultivo de las células humanas se inyecta en los ratones NOD/SCID a los que previamente 

se ha realizado una osteotomía diafisaria femoral que se estabiliza mediante enclavado 

intramedular con aguja de 27 G, además, se cauteriza el periostio alrededor del foco de 

fractura para ralentizar el proceso de consolidación ósea. La administración celular para 

valorar la capacidad de consolidación se lleva a cabo mediante administración sistémica a 

nivel del seno retroorbitario y mediante administración local en el foco de fractura, 

comparando ambas administraciones. El estudio de consolidación se realiza mediante 

estudio radiológico con micro-TC y estudio histológico. 

Nuestros resultados in vivo no muestran una clara mejoría en la consolidación ósea mediada 

por MSCs, independientemente de su origen (MSCs cultivadas de pacientes con fractura 

osteoporótica o de artrosis) y de su vía de administración (sistémica o local en el foco de 

fractura). Sin embargo, encontramos una disminución inesperada de consolidación cuando 

las MSCs se obtienen de pacientes con artrosis, especialmente cuando las células son 

administradas de forma sistémica. Aunque no conocemos los mecanismos implicados, podría 

estar relacionado con fenómenos inmunes.  

Sin embargo, y de forma global, nuestros resultados muestran que las MSCs de pacientes con 

osteoporosis conservan las capacidades de regeneración ósea cuando se las compara con 

MSCs de pacientes con artrosis. Por ello, a pesar del potencial efecto negativo de la 

osteoporosis en la función de las MSCs, podrían ser igualmente válidas para las terapias 

regenerativas, al mantener sus funciones conservadas. 



   

25 
 

2   INTRODUCCIÓN 



 

26 
  

 

  



 Introducción  

27 
 

2  INTRODUCCIÓN 

2.1  LA FRACTURA 

2.1.1  INTRODUCCIÓN Y EPIDEMIOLOGÍA 

El tratamiento integral de las fracturas tiene como objetivo la consolidación ósea en un 

espacio de tiempo lo más corto posible y con la mejor recuperación funcional. Sin embargo, 

el porcentaje global de fracturas que desarrollan retardo de consolidación o pseudoartrosis 

es del 5-10 % (1, 2), aunque las tasas son variables según la localización y el tipo de 

fractura (3). Teniendo en cuenta el volumen total de fracturas, este fracaso del proceso de 

consolidación supone un gran impacto clínico y económico, con un incremento de la 

morbilidad, hospitalizaciones de repetición y un consumo de recursos significativo (4). 

El envejecimiento de la población conlleva un incremento del riesgo de caídas y, por tanto, 

de fracturas, en estas personas que ya tienen una capacidad de regeneración ósea 

limitada (5). La osteoporosis también aumenta el riesgo de fracturas por fragilidad, pero el 

papel que tiene esta enfermedad, por sí misma, en la alteración del mecanismo de 

consolidación es menos claro (6). Estos dos factores, edad avanzada y osteoporosis, hacen 

que las complicaciones derivadas de la consolidación se den con mayor frecuencia. 

El tratamiento de la pseudoartrosis es uno de los mayores retos a los que un cirujano debe 

enfrentarse. Debido a la complejidad en el tratamiento y a que es una patología en aumento, 

se están investigando alternativas terapéuticas como es el tratamiento con células madre 

mesenquimales (MSCs). 

 

2.1.2  CONSOLIDACIÓN DE LA FRACTURA 

El tejido óseo posee una capacidad innata de autorreparación después de una fractura, 

representando uno de los pocos tejidos humanos que pueden curar sin la formación de una 

cicatriz, es decir, se asemeja a una regeneración tisular (7). Este proceso de consolidación se 

considera que recapitula los eventos que ocurren durante la embriogénesis de la formación 

ósea, lo que indica que las células y señales moleculares están todavía presentes en el hueso 

adulto (8). La remodelación del callo óseo también es importante para la reparación de la 

fractura, resultando en un hueso de calidad y fuerza comparable al estado prefractura (9). 

Además, el tejido óseo no solo se va a recuperar de su fracaso estructural, sino también de la 

pérdida fisiológica de función, al estar involucrado en procesos endocrinos y homeostáticos 

(10, 11). 
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La consolidación ósea es un proceso complejo en el que intervienen diferentes tipos de 

células y matriz extracelular, además de numerosas señales moleculares. Cualquier alteración 

en esta cascada de la consolidación puede resultar en un retardo de consolidación o 

pseudoartrosis. Para buscar soluciones a estas complicaciones es preciso conocer 

detalladamente cómo consolida el hueso y qué factores pueden interferir en el proceso (12). 

Los dos pilares básicos que condicionan la consolidación son: la estabilidad del foco, definida 

por la deformabilidad o movilidad entre los fragmentos; y la vascularización, definida por la 

tensión local de oxígeno. Así, se nos presentan tres escenarios. El primero, con 

deformabilidad baja y alta tensión de oxígeno, en el que se va a formar tejido óseo por 

osificación intramembranosa; es la denominada consolidación directa. Un segundo escenario 

con deformabilidad intermedia y baja tensión de oxígeno, que va a formar tejido 

cartilaginoso por osificación encondral; es la denominada consolidación indirecta. Por último, 

un tercer escenario con deformabilidad alta en el que se va a formar tejido fibroso y, debido 

a esto, no se va a producir consolidación. En la osificación intramembranosa, la formación de 

hueso es directa. En la osificación encondral, la formación de hueso es a través de un 

intermediario cartilaginoso (3). 

La consolidación de la fractura se divide, tradicionalmente, en varias fases biológicas que 

siguen un orden cronológico. Aunque estas fases ayudan a comprender la biología de la 

reparación de la fractura, no pueden separarse estrictamente, es decir, pueden ocurrir 

simultáneamente en diferentes sitios y a diferentes ritmos en el callo de fractura (9, 13) 

(figura 1). 

 

 

Figura 1. Esquema que representa las tres fases principales de la consolidación de las fracturas. Se aprecia que 

existe un solapamiento entre ellas. Imagen adaptada de Claes 2012 (13). 
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Las fases de la consolidación ósea son las siguientes: 

1. Fase de formación de hematoma y respuesta inflamatoria aguda 

Debido a la fractura y a la disrupción vascular, se forma un hematoma local que es una 

fuente de moléculas de señalización para activar la cascada de la consolidación. Añadido al 

traumatismo inicial, y de forma temporal, la hipoxia local causa necrosis de los tejidos 

blandos adyacentes y extremos óseos fracturarios. Este daño de los tejidos lleva consigo el 

reclutamiento de macrófagos que, con efecto fagocítico local, eliminan el hueso y tejido 

necrótico a nivel de la fractura. También se crea un entorno inflamatorio que se caracteriza 

por aumento del flujo sanguíneo y permeabilidad vascular, lo que promueve la afluencia de 

células proinflamatorias y producción aumentada de citoquinas (9). De esta forma, se 

promueve la migración de células mesenquimales desde el periostio y endostio. La formación 

del hematoma es esencial para la adecuada consolidación y se caracteriza por una elevada 

potencia osteogénica.  

2. Fase de proliferación y diferenciación celular 

Es una fase reparadora donde se va a formar el callo blando de fractura. Mientras el proceso 

de inflamación va declinando, la fase de reparación comienza en paralelo con la formación de 

tejido de granulación. Las células mesenquimales emergen y se diferencian a fibroblastos, 

estos producen proteínas de matriz extracelular como el colágeno tipo I y II. Las MSCs 

también se diferencian a células condrogénicas y osteogénicas para formar el callo blando. 

Esto provee el primer grado de estabilidad mecánica al callo de fractura.  

Como ya se ha comentado, el tipo de osificación depende de la tensión de oxígeno. En la 

parte periférica de la fractura, con alta tensión de oxígeno, se produce mayor diferenciación 

a osteoblastos. Esta osteoblastogénesis es inducida preferentemente en el periostio, donde 

comienza la osificación intramembranosa. El proceso incluye la deposición de osteoide 

directamente de los osteoblastos que más tarde se convierte en hueso mineralizado. Por otra 

parte, en la zona central del callo y con baja tensión de oxígeno, se produce la osificación 

encondral. Este modelo de osificación incluye pasos secuenciales de condrogénesis por 

medio de diferenciación celular. Así se forma un callo cartilaginoso que puentea los extremos 

óseos, formado por condrocitos hipertróficos y cartílago, compuesto predominantemente 

por colágeno tipo II. La estabilidad ahora formada proporciona un ambiente mecánico que 

permite el crecimiento vascular (10). Además, esta fase se desarrolla en un ambiente ácido 

que impide la mineralización precoz. 

3. Fase de osificación 

Una vez formado el callo blando, se va a mineralizar, lo que se consigue por la incorporación 

de fosfato cálcico a la matriz extracelular. Los dos tipos de osificación, intramembranosa y 

encondral, ocurren en distintas condiciones, pero simultáneamente en diferentes zonas del 
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foco de fractura. En la osificación intramemebranosa, las MSCs se diferencian a osteoblastos 

y producen matriz extracelular, que está principalmente compuesta por colágeno tipo I y 

otras proteínas específicas como la osteocalcina. Los osteoblastos depositan cristales de 

fosfato cálcico quedando atrapados en la matriz, ahora calcificada, y terminan 

diferenciándose a osteocitos mecanosensitivos. En contraste, la consolidación en la 

osificación encondral se consigue a través de cartílago intermedio. Aquí, los condrocitos 

diferenciados de las MSCs producen matriz condrogénica que puentea la fractura. Los 

condrocitos hipertróficos del callo blando liberan vesículas que contienen proteasas para 

degradar la matriz y fosfatasas alcalinas que van a favorecer la mineralización y calcificación 

del callo. Eventualmente, los condrocitos se someten a apoptosis, mientras que el tejido 

cartilaginoso, rico en colágeno tipo II, es enzimáticamente degradado y reemplazado por 

tejido óseo, que contiene predominantemente colágeno tipo I. El crecimiento vascular en el 

foco de fractura incrementa el nivel de oxígeno, lo que favorece la diferenciación celular a 

osteoblastos y osteoclastos. Al final de esta fase, la fractura está consolidada y la 

construcción es entonces rígida (10). 

4. Fase de remodelado óseo 

Independientemente de la vía de consolidación, lo primero que se crea es un hueso 

inmaduro o fibrilar. Este tejido tiene una orientación aleatoria de las fibras de colágeno y el 

tejido mineralizado, siendo mecánicamente inferior. Después, debe ser remodelado para 

orientar las trabéculas y la cortical según la carga, convirtiéndose de esta forma en hueso 

maduro o laminar, que es mecánicamente competente. De forma similar a lo que ocurre en 

el hueso sano, en el que el 10 % del hueso es reemplazado y remodelado al año, la transición 

del hueso inmaduro o fibrilar al hueso maduro o laminar es mediado por la actividad 

balanceada de los osteoblastos, osteocitos y osteoclastos. Este proceso se asocia con 

cambios finales en la arquitectura, de forma que el hueso adapta su forma a las demandas 

mecánicas requeridas (figura 2). 
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Figura 2 A-G. Fases de la consolidación ósea. (A) Después de una fractura, (B) la respuesta inicial de la lesión 

incluye la formación de un hematoma y el inicio de la respuesta inflamatoria. (C) En la fase de proliferación se 

activan los progenitores del periostio, médula ósea y endostio. (D) Debido a la diferenciación celular, tiene lugar 

la regeneración tisular o consolidación, que puede ser por osificación intramembranosa o encondral. (E) En la 

fase de osificación, el callo cartilaginoso se va a calcificar, lo que permitirá la formación de hueso maduro. 

También es invadido por vasos sanguíneos. (F) La reparación ocurre cuando la fractura se puentea con tejido 

calcificado y se completará con el remodelado óseo. (G) Consolidación completa. Imagen adaptada de 

Hadjiargyrou 2014 (14). 
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2.1.3  FACTORES QUE INFLUYEN EN LA CONSOLIDACIÓN 

Los factores que están implicados en la consolidación de las fracturas los podemos dividir en 

cuatro categorías: factores relacionados con el paciente, factores ambientales, características 

de la lesión y factores relacionados con la modalidad del tratamiento. 

 

A. FACTORES RELACIONADOS CON EL PACIENTE 

A.1. GENÉTICA 

Cualquier alteración en la expresión de los genes y señales moleculares implicados en el 

proceso de la consolidación, puede afectar a la formación ósea. En concreto, se asocian a un 

riesgo significativamente estadístico de producir pseudoartrosis, dos polimorfismos de 

nucleótido único (SNP) de los genes que codifican dos moléculas inhibitorias de proteínas 

morfogenéticas óseas (BMPs): Noggin y Smad6. También algún polimorfismo específico del 

factor de crecimiento derivado de las plaquetas (PDFG) (15-17). 

Existe una evidencia emergente de la predisposición genética para el desarrollo de 

pseudoartrosis y, aunque los datos en humanos son limitados (18), se estudia cómo estos 

biomarcadores o test genéticos predictivos pueden ayudar a la toma de decisiones (19, 20). 

A.2. EDAD 

El retardo de la consolidación en los pacientes ancianos se ha atribuido a un descenso del 

número de MSCs, que además tienen menor capacidad de división y diferenciación. También 

se debe a una alteración de la vascularización y a niveles más bajos de factores de 

crecimiento (6, 21). Aun teniendo en cuenta estos datos, es difícil determinar si la edad, 

como factor independiente, juega un papel significativo para el desarrollo de alteraciones en 

la consolidación (5). 

A.3. FACTORES METABÓLICOS, ENDOCRINOS Y OTROS FACTORES SISTÉMICOS 

- Metabolismo del Calcio y Vitamina D 

El calcio y la vitamina D son esenciales para mantener la salud ósea. Su deficiencia es el 

principal factor de riesgo para el desarrollo de la osteoporosis. También es probable que 

desempeñen un papel clave en la consolidación de las fracturas, debido a que se requieren 

cantidades suficientes de calcio para la mineralización del callo óseo y a que el papel de la 

vitamina D es esencial en la homeostasis del calcio (22).  

Estas acciones clásicas de la vitamina D en la regulación del calcio están bien documentadas, 

pero se sabe menos sobre su papel en la consolidación (23). La insuficiencia de vitamina D 

causa hiperparatiroidismo secundario que conduce a un estado de recambio óseo elevado, 
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movilizando el calcio del hueso y afectando negativamente a la consolidación. Tanto el déficit 

de vitamina D como de calcio, se correlacionan con riesgo de desarrollar pseudoartrosis 

después de una fractura (23, 24), siendo más acusado en los pacientes osteoporóticos (22). 

La prevalencia de la deficiencia de vitamina D ha alcanzado proporciones epidémicas. Gran 

parte de la literatura científica en relación con las fracturas se centra en el efecto de la 

vitamina D en la prevención del riesgo. La suplementación con vitamina D parece reducir el 

riesgo de fracturas en los ancianos (25, 26), no obstante, ha sido cuestionado por algunos 

autores (27).  

Son varios los estudios acerca del efecto de la vitamina D en la consolidación ósea               

(23, 28, 29), pero aunque el mecanismo es poco conocido, sí se ha constatado que existe una 

alta prevalencia de hipovitaminosis D en pacientes con fracturas. Si la vitamina D mostrara un 

efecto positivo en la reducción de las complicaciones de las fracturas, ésta sería una opción 

preventiva altamente efectiva. Sin embargo, las conclusiones de diferentes revisiones 

sistemáticas, que son recopiladas por Gatt en 2023, nos informan de que la administración 

rutinaria de suplementos de vitamina D aislada, en el momento del diagnóstico de una 

fractura, no confiere ningún beneficio adicional (30). 

Otro autor, Fischer, insiste en que el calcio, que es necesario para la mineralización del callo, 

se moviliza desde otra parte del esqueleto para garantizar la consolidación, ya que el 

suministro únicamente por la dieta no satisface las necesidades de calcio para la 

consolidación. Este aumento de la pérdida ósea postraumática podría exacerbar la 

osteoporosis y explica el riesgo tres veces mayor de fracturas secundarias. Es importante 

destacar que los datos experimentales muestran que la suplementación con calcio y 

vitamina D, iniciada después de la fractura y continuada durante todo el proceso de curación, 

no solo mejora la regeneración ósea, sino que previene la pérdida ósea postraumática. Según 

este investigador, los hallazgos implican un alto potencial de la suplementación con calcio y 

vitamina D, pero hay una escasez de investigaciones clínicas al respecto (22). 

- Osteoporosis 

La osteoporosis es una alteración del metabolismo óseo que aumenta el riesgo de fracturas, 

particularmente en la edad avanzada. A pesar de esta evidencia, habría que documentar si la 

disminución de la calidad ósea influye en el proceso de consolidación y, por esta razón, en el 

desarrollo de pseudoartrosis (3). 

Como la osteoporosis está íntimamente relacionada con la edad, es difícil separar la 

influencia individual de ambas en la consolidación de las fracturas. El mecanismo por el que 

podría estar alterada la consolidación en la osteoporosis es multifactorial, entre el que se 

encuentra la disminución de la sensibilidad de los osteoblastos a las señales mecánicas, la 

disminución de las células osteoprogenitoras y la alteración de las señales moleculares (6). 

También hay que tener en cuenta la menor estabilidad mecánica de los implantes en el 
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hueso osteoporótico, siendo otro factor añadido que influye en la evolución final. Otro 

objeto de debate es cómo los diferentes tratamientos para la osteoporosis pueden interferir 

en el proceso de consolidación. 

- Diabetes Mellitus 

En ambos tipos de diabetes, tipo 1 y tipo 2, están aumentados tanto el riesgo de padecer 

fracturas como las alteraciones en el proceso de consolidación (24). 

La etiología es multifactorial e incluye un pobre reclutamiento y diferenciación de las MSCs, 

disbalance entre la actividad osteoblástica y osteoclástica, además de la alteración en la 

síntesis de colágeno tipo I por la glicosilación no enzimática. Tanto la neuropatía como la 

vasculopatía periféricas que presentan estos pacientes, alteran la microarquitectura del 

hueso y asocian alteraciones en la consolidación (3, 16). También está aumentado el riesgo 

de infección (24). 

En pacientes diabéticos con fracturas, es necesario un control adecuado del nivel de glucemia 

para tratar de evitar complicaciones durante el proceso de consolidación (5). 

- Hipoalbuminemia y malnutrición proteica 

En los estados de malnutrición existe una peor movilización de los aminoácidos necesarios 

para la formación del callo, lo que influye en la consolidación ósea. Si bien es cierto que los 

requerimientos metabólicos están aumentados durante el proceso de consolidación, no se ha 

demostrado que la suplementación de la dieta con proteínas, calcio u otros elementos, 

aparte de la recomendación diaria, aumenten el proceso de consolidación (24).  

La anemia por deficiencia de hierro se asocia a retardo de consolidación y pseudoartrosis, 

esto se explica por la menor capacidad de transporte de oxígeno. Además, el callo óseo que 

se forma tiene menor resistencia mecánica (24). 

- Obesidad 

La gente obesa está predispuesta a lesiones musculoesqueléticas y a una tasa aumentada de 

complicaciones. Las dificultades técnicas para la reducción de la fractura y mantener la 

estabilidad con la osteosíntesis, pueden influir en el fracaso de la consolidación (16). 

- Otras anomalías endocrinas 

Como la disfunción tiroidea, paratiroidea, hipofisaria o de las hormonas reproductoras 

sexuales (24). 

- Enfermedades inflamatorias crónicas 

Como la artritis reumatoide o lupus eritematoso sistémico (21). 
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- Infección por VIH  

Este virus parece afectar al recambio óseo, en concreto, mediante la inhibición de la 

formación ósea. Uno de los mecanismos por los que ejerce este efecto es mediante 

modulación de la superfamilia del TNF (factor de necrosis tumoral) (31). En estos pacientes 

hay una alteración de las citoquinas de forma crónica, dado que la infección por VIH es una 

infección controlable con el uso de fármacos antirretrovirales. 

 

B. FACTORES AMBIENTALES 

B.1. TABACO 

El tabaco es el factor modificable dependiente del paciente mejor documentado. Se relaciona 

con la pseudoartrosis y largos tiempos de consolidación (21). 

La nicotina es un potente vasoconstrictor con efecto en la microcirculación periférica, 

también inhibe la secreción del TNF-α que activa la ruta antiinflamatoria colinérgica. El 

monóxido de carbono reduce la capacidad del transporte de oxígeno en sangre y el cianuro 

de hidrógeno inhibe la citocromo-oxidasa, impidiendo el metabolismo aeróbico. Estos 

factores llevan a disminución de la perfusión tisular y, consecuentemente, hipoxia e 

isquemia, por lo que se ve alterado el proceso de consolidación (3, 16). Todo esto es más 

evidente en condiciones de compromiso de la vascularización, como en el caso de fracturas 

por alta energía o fracturas abiertas. 

En el caso de procedimientos electivos, como artrodesis, se recomienda la abstención del 

hábito tabáquico en los 6 meses previos. Si no se puede elegir, como es el caso de las 

fracturas, también se considera que el cese del hábito es beneficioso para la consolidación 

(3, 32). 

B.2. FARMACOLÓGICOS 

Varios fármacos alteran la consolidación de las fracturas. 

- Corticoides 

Los corticoides dirigen a los osteoblastos y osteocitos a la apoptosis, inhiben la actividad 

osteoblástica y esto disminuye la síntesis de matriz. También aumentan la resorción ósea y 

disminuyen la absorción intestinal de calcio. A corto plazo no tienen efecto inhibitorio en la 

consolidación, pero a largo plazo producen osteoporosis, riesgo aumentado de fracturas y 

alteraciones en la consolidación (5, 24). 
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- Antibióticos 

Antibióticos relacionados con alteraciones en la consolidación ósea o mantenimiento del 

cartílago son las quinolonas, aminoglucósidos como tobramicina o gentamicina, tetraciclinas 

y rifampicina (16). Estos antibióticos deberían ser evitados cuando tratamos las fracturas, 

aunque no siempre es posible (24). 

- AINES 

Existe gran variabilidad en la bibliografía acerca de la influencia de los AINES en la 

consolidación ósea. Los AINES inhiben ambas ciclooxigenasas (COX-1 y COX-2), con diferente 

grado de selectividad dependiendo del tipo de fármaco. Las ciclooxigenasas juegan un papel 

de regulación en la cascada de la consolidación, particularmente en la fase inflamatoria 

temprana, en concreto la COX-2 es determinante para la inducción de los osteoblastos.  

Debido al mecanismo de acción de estos fármacos, es razonable predecir que su 

administración pueda afectar en la consolidación de las fracturas. Desde el punto de vista 

clínico, los pacientes generalmente reciben tratamientos a corto plazo (de 3 a 30 días) y el 

efecto perjudicial para la consolidación parece ser reversible después de la finalización de su 

administración (33, 34). Por el contrario, aunque los datos son limitados, sí hay mayores 

tasas de pseudoartrosis en pacientes a los que se administran AINES de forma prolongada 

(más de 4 semanas) (3, 16). Al menos, como recomendación, se debería tener precaución 

cuando se administran estos fármacos en pacientes con riesgo elevado de fracaso en la 

consolidación (24, 34). 

La asociación entre AINES y pseudoartrosis está fuertemente relacionada con la edad del 

paciente y no tiene efecto negativo en la edad pediátrica (34). 

- Quimioterápicos 

Los quimioterápicos afectan a la neovasculogénesis, a la propia formación del callo y a la 

incorporación de injerto autólogo en el huésped. 

- Anticoagulantes 

Es importante conocer el mecanismo de estos fármacos porque se utilizan como profilaxis de 

la enfermedad tromboembólica venosa (ETV) en las fracturas.  

Los anticoagulantes se unen al endotelio vascular e interrumpen la transformación de los 

pericitos a células osteoprogenitoras. También alteran el hematoma interfragmentario y 

aumentan la citotoxicidad de las células del callo óseo, lo que retrasaría la reparación de la 

fractura. Estos efectos se atribuyen, sobre todo, a las heparinas no fraccionadas y a la 

warfarina. Sin embargo, las heparinas de bajo peso molecular (HBPM) y el rivaroxabán, 

parecen no tener efecto, o ser éste muy leve, en el proceso de consolidación. Por este motivo 
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serían de elección (24), de hecho, son las HBPM las que se utilizan en nuestro medio como 

profilaxis de la ETV. 

B.3. ALCOHOL 

Su efecto nocivo en la consolidación está peor documentado que el hábito tabáquico. El 

estrés oxidativo que provoca el alcohol antagoniza la diferenciación de MSCs para la 

reparación ósea, por lo que se retrasa el desarrollo del callo, está menos mineralizado y tiene 

menor estabilidad mecánica (16, 24). Además, las personas que abusan del alcohol tienen un 

riesgo aumentado de desarrollo de osteoporosis y, por consiguiente, más riesgo de sufrir 

fracturas.  

 

C. CARACTERÍSTICAS DE LA LESIÓN Y FACTORES RELACIONADOS 

El impacto del traumatismo (sea de alta o baja energía), la lesión vascular acompañante, la 

alteración de los tejidos blandos, el hecho de que sea una fractura abierta (posibilidad de 

contaminación y pérdida del hematoma fracturario), localización de la fractura con mayor 

predisposición de pseudoartrosis (diáfisis tibial, escafoides, odontoides, astrágalo…) (3, 21), 

segmento óseo afectado (las fracturas metafisarias al estar bien vascularizadas consolidan 

mejor) y las características del trazo de fractura, son algunos de los factores que influyen en 

la consolidación de la fractura (16). 

La coexistencia de una infección, lo que da lugar a la entidad de pseudoartrosis infectada, es 

uno de los factores más importantes que impide la consolidación de una fractura. La 

infección es lo primero que debemos descartar ante la ausencia de consolidación. Puede 

estar presente hasta en el 40 % de las pseudoartrosis y se manifiesta como infección latente 

en el 5 % de los casos, es decir, sin clínica acompañante ni anomalías en los parámetros 

analíticos (35). 

 

D. FACTORES RELACIONADOS CON LA MODALIDAD DE TRATAMIENTO 

Es esencial una técnica quirúrgica cuidadosa, con un manejo adecuado de los tejidos blandos 

y preservación de la vascularización, siendo preferibles las técnicas percutáneas (16, 19, 36). 

También es importante la correcta elección de los implantes para conseguir la estabilidad 

apropiada para cada fractura, rígida o elástica (19, 36). Además, se debe realizar una pauta 

postoperatoria idónea en cuanto a tiempos de inmovilización y descarga, cuando sean 

necesarios (16). Todos estos factores pueden influir en la consolidación. 
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2.1.4  ALTERACIONES DE LA CONSOLIDACIÓN: RETARDO DE CONSOLIDACIÓN 

Y PSEUDOARTROSIS 

La consolidación es un proceso largo, complejo y continuo, por lo que es muy difícil 

determinar un punto de inflexión en el cual pasar de fractura sin consolidar a fractura 

consolidada. El tiempo de consolidación es variable y depende de la localización, tipo de 

fractura y gravedad. Pero puede verse influenciado por numerosos factores. 

Cuando se altera o fracasa el proceso de consolidación de una fractura, aparecen las 

entidades de retardo de consolidación y pseudoartrosis. 

Podemos definir retardo de consolidación cuando la fractura tarda en consolidar más de lo 

normal, pero finalmente lo hace. Es decir, la consolidación ocurre, pero en un periodo de 

tiempo mayor a lo esperado para el tipo concreto de fractura. Como podemos observar, esta 

definición queda abierta a la hora de definir un marco temporal, aunque de forma general 

asumimos de 3 a 6 meses (37). Por el contrario, en la ausencia de consolidación hay un cese 

de todo proceso reparativo y esto conlleva la no curación de la fractura. 

La palabra pseudoartrosis deriva del griego y significa falsa articulación. En algunos textos se 

considera pseudoartrosis como sinónimo de ausencia de consolidación y en otros, como un 

subtipo de ésta. Al detenerse la consolidación se cierra la medular ósea, aparece un tejido 

fibroso denso que comunica ambos extremos óseos e incluso surge una cavidad 

fibrocartilaginosa recubierta por una membrana pseudosinovial.  

A partir de ahora nos referiremos indistintamente con ambos términos, ausencia de 

consolidación o pseudoartrosis, para denominar la no consolidación. 

Existen varias definiciones de pseudoartrosis. La European Society of Tissue Regeneration in 

Orthopedics and Traumatology (ESTROT) define pseudoartrosis como una fractura que no 

consolidará a no ser que se actúe terapéuticamente sobre ella, independientemente de la 

duración de los tratamientos previos. De acuerdo con la Food and Drug Administration de los 

Estados Unidos (FDA), una pseudoartrosis se define cuando una fractura no ha consolidado 

después de 9 meses de su producción y no evidencia progresión de la consolidación en, al 

menos, 3 meses (9, 21, 38). 
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2.1.4.1  Clasificación de las pseudoartrosis 

Clásicamente se describe la clasificación de Weber-Cech de 1976, que divide las 

pseudoartrosis en dos grandes grupos (39). 

- Pseudoartrosis viable o vascular, que incluye: 

- Pseudoartrosis hipertrófica o hipervascular: tiene un excelente potencial de 

consolidación debido a un exuberante callo en formación e hipervascularización. En 

el foco de fractura aparece un amplio callo cartilaginoso, pero sin existencia de 

puentes  óseos. Todo esto indica falta de estabilidad, aunque buena biología. 

- Pseudoartrosis oligotrófica: la formación de callo es incompleta, pero tiene 

vascularización. Contempla un espectro intermedio entre la pseudoartrosis 

hipertrófica y la atrófica (3, 21, 38). 

- Pseudoartrosis no viable, atrófica o avascular: es la que tiene callo mínimo o ausente, y 

deficiencia de vascularización ósea. Esto indica pobre respuesta biológica. La etiología es 

múltiple e incluye lesión grave de los factores locales intrínsecos del foco de fractura. 

Como resultado, existe una disrupción del proceso fundamental de la consolidación. 

El tratamiento de elección difiere para ambos tipos. En las pseudoartrosis hipervasculares se 

ha de optimizar la fijación de la fractura para aumentar la estabilidad, puesto que el soporte 

biológico permanece intacto; mientras que en las pseudoartrosis avasculares hay que añadir 

algún tipo de terapia adicional para estimular la biología (3). 

Con posterioridad se han ideado nuevas clasificaciones. La clasificación ideal debería dar 

información suficiente para orientar el tratamiento en función de la gravedad y unificar los 

criterios para el consenso entre los especialistas.  

En el año 2008, Calori y colaboradores desarrollaron la escala NUSS (Non-Union Scoring 

System) (38). En esta escala se consideran diversos parámetros que tienen en cuenta no solo 

las características radiológicas, sino también la situación biológica del paciente y parámetros 

analíticos. De esta manera se obtiene una puntuación de 0 a 100 y se establecen cuatro 

categorías por orden de gravedad. En función de la puntuación se asigna una estrategia de 

tratamiento. Esta clasificación ha demostrado su fiabilidad, mostrando acuerdo sustancial 

interobservador y una clara relación entre el tratamiento y la gravedad otorgada por la 

puntuación (40). 
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2.1.4.2  Criterios de consolidación de las fracturas y diagnóstico de los 

defectos de consolidación 

La consolidación de la fractura se define por la combinación de criterios clínicos y 

radiológicos.  

Los marcadores clínicos para valorar la consolidación incluyen la resolución del dolor en el 

lugar de la fractura, ausencia de movilidad patológica y la capacidad de soportar la carga con 

dicha extremidad (21, 37). 

Dentro de los criterios radiológicos, la formación y crecimiento de un callo externo, así como 

la aparición de puentes óseos en la fractura, son los elementos más rápidamente 

reconocibles (10, 21). Por el contrario, la persistencia de línea de fractura, ausencia de 

puentes óseos, falta de progresión de la consolidación en radiografías seriadas, deformidad 

progresiva y la presencia de aflojamiento o rotura de los implantes; se asocian con ausencia 

de consolidación (10, 41). 

La radiografía y la tomografía computarizada (TC) son las herramientas más frecuentemente 

utilizadas para esta valoración, estando también la ecografía. 

La radiografía simple es un método diagnóstico económico, que tiene buena disponibilidad y 

bajo perfil de radiación.  

Otra prueba diagnóstica empleada es la tomografía computarizada multicorte (TC 

multicorte). Detecta la formación de callo externo antes que la radiografía, pero no se usa de 

forma rutinaria por su mayor coste y perfil de radiación. La TC estaría indicada en pacientes 

con dudas de consolidación clínica y radiográfica a partir de los 3 meses tras la fractura, en 

fracturas con riesgo de necrosis avascular o para evaluar la consolidación previamente a la 

retirada de un implante (37). Esta prueba es el estándar oro en el diagnóstico de las 

pseudoartrosis, dado que aporta el carácter tridimensional y es más precisa a la hora de 

valorar la consolidación de las cuatro corticales. Un inconveniente de la TC es el artefacto que 

se produce si existen implantes metálicos que generan baja calidad de las imágenes. 

Asegurar la consolidación de la fractura continúa siendo un desafío, por eso se han propuesto 

varios sistemas de puntuación que puedan ser reproducibles (42). Para determinar de una 

manera objetiva la existencia de consolidación se desarrolló la escala RUST (Radiographic 

Union Score for Tibia Fractures), si bien Whelan la definió inicialmente para valorar la 

consolidación de fracturas de tibia tratadas con clavo intramedular (43). Se valora la 

consolidación de la fractura en las cuatro corticales (0-3 puntos), en radiografías 

anteroposterior y lateral. Se otorga un mínimo de puntuación de 4 puntos (sin consolidación) 

y un máximo de 12 puntos (consolidación completa).  
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Litrenta propone una modificación de la escala RUST (mRUST) añadiendo una categoría de 

consolidación (4 en vez de 3), así describe de forma más precisa el proceso radiográfico que 

finalmente lleva a la consolidación. El rango de puntuación va ahora desde 4 puntos (sin callo 

en ninguna de las corticales) hasta 16 puntos (remodelado completo de las 4 corticales) (44). 

De esta forma mejora el acuerdo interobservador y la precisión de la consolidación. 

En líneas generales, y extrapolando la escala RUST modificada, un valor mínimo de 

consolidación corresponde a puente en el callo de fractura en 3 de las 4 corticales (21, 44). 

Un paso más para mejorar las clasificaciones existentes fue realizado por Gómez Barrena y su 

equipo, al validar la escala de consolidación ósea REBORNE en 2020 (45). Las clasificaciones 

anteriores suelen tener dificultades para interpretar la progresión hacia la consolidación en la 

pseudoartrosis de huesos largos, especialmente cuando se incorporan biomateriales en el 

tratamiento quirúrgico. Concretamente, en su estudio valoraron la pseudoartrosis de tibia, 

húmero y fémur tratados con una combinación de MSCs y biomateriales. En las radiografías y 

secciones de TC del estudio, se evaluaron las cuatro corticales de la región de la fractura. La 

escala REBORNE se estima siguiendo esta fórmula: puntuación REBORNE = (valor cortical 

interna + valor cortical externa + valor cortical anterior + valor cortical posterior) / (4 x 

número de corticales evaluadas). El valor de cada cortical se asigna con una puntuación de 0 

a 4 (1 punto: fractura sin cambios; 2 puntos: callo inicial no continuo; 3 puntos: callo 

continuo con fractura aún aparente; 4 puntos: callo con la misma densidad que la cortical; 0 

puntos: cortical no interpretable o no visible). Esta escala tiene un rango de puntuación de 

0/16 a 16/16 puntos. Se establece un umbral de consolidación radiológica a partir de una 

puntuación REBORNE de 11/16 (0.6875), es decir, al menos un puente en 3 de 4 corticales y 

la presencia inicial de callo en la última (3 + 3 + 3 + 2).  

Analizando las distintas escalas, se aprecia que la escala RUST tiene algunas limitaciones, por 

ejemplo, no se realiza ninguna comparación con la TC, tampoco se establece un umbral para 

definir la consolidación ósea en un momento determinado y es una escala que surgió para la 

evaluación de fracturas, pero no para pseudoartrosis. Por el contrario, la escala REBORNE ha 

demostrado la concordancia confirmada entre observadores y la concordancia de las 

puntuaciones de TC y radiográficas. También se ha encontrado una alta sensibilidad y notable 

especificidad para el umbral de consolidación ósea, aparte de que define mejor los estadios 

intermedios. Por todo esto, se puede concluir que la escala REBORNE, medida en 

radiografías, es válida para evaluar la consolidación con una puntuación comparable a la TC. 

Se ha establecido un umbral para definir la consolidación y se puede aplicar para la 

evaluación de pseudoartrosis con diferentes métodos de fijación, particularmente con la 

incorporación de biomateriales donde la interpretación de la imagen es más compleja.  

La ecografía es un método no invasivo y de bajo coste. Es capaz de detectar signos de 

consolidación a partir de la primera o segunda semana de producirse la fractura, por lo que 

es más precoz que la radiografía. Su uso está limitado a que no sean fracturas muy 
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profundas. Podría tener su interés en los niños, pues evita la exposición a la radiación y por el 

desafío que suponen las radiografías para valorar los componentes cartilaginosos del 

esqueleto pediátrico (46). No es habitual su realización en la práctica clínica. 

También disponemos de técnicas de medicina nuclear. Éstas no se utilizan para el 

diagnóstico en sí, sino para diferenciar el tipo de pseudoartrosis. La gammagrafía ósea con 

Tc99m-MDP (tecnecio 99-metilen difosfonato) es una técnica de imagen funcional para 

distinguir una pseudoartrosis viable de otra no viable (37); mientras que el PET-TC con 

18-FDG (tomografía por emisión de positrones con 18-fluordeoxiglucosa) discrimina si una 

pseudoartrosis es séptica, al tener una alta sensibilidad para diagnosticar la osteomielitis 

crónica. 

Es obligado en toda pseudoartrosis descartar la presencia de infección, para lo que nos 

ayudaremos de parámetros analíticos como el recuento leucocitario y la proteína C reactiva. 

El diagnóstico histológico es un método invasivo y cruento que no se usa de forma habitual 

en la clínica. Se utiliza en el contexto de una cirugía para confirmar el diagnóstico y, 

fundamentalmente, para descartar osteomielitis o pseudoartrosis infectada. El microscopio 

óptico permite medir histomorfométricamente los diferentes parámetros de la consolidación 

como el tamaño y volumen del callo cartilaginoso o mineralizado, la sección cortical o de 

médula ósea, las células, el material osteoide, el colágeno, etc. Rutinariamente se usa la 

tinción de hematoxilina-eosina y existen varios sistemas de evaluación histopatológica, como 

la escala de Allen (47) y Huo (48). Además, con el uso de imágenes microscópicas de alta 

calidad combinadas con un algoritmo de clasificación estadístico, se puede realizar la 

detección y contaje automático de las células (49). 

Sería interesante un diagnóstico bioquímico, ya que son numerosas las señales moleculares 

y células implicadas, tanto en la cascada temprana de la inflamación como durante todo el 

proceso de reparación. La clínica y la radiología detectan retraso o ausencia consolidación 

cuando el evento ya ha ocurrido, por lo que los marcadores bioquímicos son prometedores 

para el diagnóstico precoz.  

No es fácil encontrar un marcador que sea predictor de una consolidación alterada. De todos 

ellos, el P1NP (Propéptido N-terminal del procolágeno tipo I) es un buen candidato debido a 

su larga vida media, baja variabilidad interindividual y estabilidad (50). Los marcadores del 

remodelado óseo están relacionados con la fase de sustitución del callo blando por el callo 

duro y nos interesaría un marcador todavía más precoz. En este aspecto, se ha visto que el 

TGF-β (factor de crecimiento transformante-β) se podría utilizar como indicador de 

consolidación. Los niveles elevados de este mediador disminuyen marcadamente, como si se 

consumieran, durante el establecimiento de la pseudoartrosis. Se sugiere que la disminución 

de este valor es indicativo de problemas en la consolidación, por lo que el diagnóstico de no 

unión lo podríamos realizar a partir de la cuarta semana de producirse la fractura (51, 52). 
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Otra línea de investigación es la BMP-9 (proteína morfogenética ósea-9), puesto que es la 

única BMP que tiene concentraciones plasmáticas disminuidas si hay problemas en la 

consolidación (53). 

Como conclusión, la monitorización seriada de ciertos marcadores bioquímicos podría usarse 

conjuntamente con los parámetros clínicos y radiológicos para predecir estas 

complicaciones (50).  

Otro apartado atractivo es el diagnóstico genético de predisposición a pseudoartrosis. En 

este punto hay que destacar las variaciones en los genes que codifican la BMP-9. También 

algunos SNPs (polimorfismos de nucleótido único) para los genes que codifican dos 

moléculas inhibitorias (Noggin y Smad6) de la BMP-2 y BMP-7 (15, 53). De esta forma se 

podría predecir el paciente de riesgo de forma temprana. 

Por el momento, ni el diagnóstico bioquímico ni el genético se utilizan en la práctica clínica 

habitual. 

 

2.1.4.3  Tratamiento de los defectos de consolidación 

El tratamiento se basa en el “concepto de diamante”, un marco conceptual descrito por 

Giannudis en 2007, que posteriormente evolucionó al “pentágono de la regeneración” al 

añadir la vascularización (54-56). 

La estabilidad mecánica constituye la primera punta del diamante. Representa un factor vital 

para la consolidación ósea, de forma que, sin la adecuada estabilización, una fractura no 

consolidará. La biología la constituyen las células osteogénicas, la matriz osteoconductiva y 

los factores de crecimiento como estímulo osteoinductivo; formando así las otras tres puntas 

del diamante. Es el mismo Giannoudis quien incorpora un año más tarde los conceptos de 

vascularización apropiada y perfil fisiológico del huésped, como factores importantes para 

que se produzca la consolidación ósea. Estos cuatro factores se consideran igual de 

importantes (figura 3). 
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Figura 3. Ilustración del “concepto de diamante” en la consolidación ósea. Imagen tomada de Andrzejowski y 

Giannoudis 2019 (57). 

 

El centro o corazón de esta elevada actividad biológica quedaría enmarcada dentro de la 

denominada cámara biológica que describió Calori en 2011 (58). Debe ser una cámara 

permeable que permita la contención de los elementos celulares, factores de crecimiento o 

injerto óseo implantados. A su vez, ha de permitir el transporte de oxígeno, nutrientes, 

señales moleculares y migración de células osteoprogenitoras. En este aspecto, la técnica de 

la membrana inducida de Masquelet representa el material ideal para cerrar la cámara 

biológica, porque se produce de forma natural y tiene la capacidad de secretar factores de 

crecimiento. 

Hay que identificar el problema prioritario en cada tipo fundamental de pseudoartrosis, 

porque el tratamiento difiere sustancialmente. En las pseudoartrosis viables nos 

encontramos con un problema de estabilidad mecánica sin alteración de la biología, por lo 

que el tratamiento debe ir enfocado a establecer una fijación rígida. Se puede realizar 

mediante un clavo bloqueado, una placa a compresión o un fijador externo a compresión.  

En el otro lado tenemos las pseudoartrosis no viables, aquí la alteración está en la biología de 

la consolidación ósea. A la hora de plantear el tratamiento se debe realizar un aporte 

biológico, además de una fijación rígida. Dentro de los estímulos biológicos posibles, a pesar 

de la disponibilidad de sustitutos óseos artificiales, el injerto autólogo de cresta ilíaca 

continúa siendo el estándar oro. Se debe a que combina las tres propiedades biológicas de 

osteogenicidad, osteoinductividad y osteoconductividad (9, 59, 60). Sin embargo, el injerto 

tiene una disponibilidad limitada (en torno a 20 cm3) y se acompaña de morbilidad en la zona 

de extracción. Una forma relativamente reciente de obtención de esponjosa autóloga es por 

medio del sistema RIA (Reamer Irrigator Aspirator System). Esta técnica permite la extracción 

de alrededor de 80 cm3 de fresado-aspirado de hueso esponjoso y ha ganado amplia 

aceptación en los últimos años. Los estudios reflejan altas concentraciones de MSCs y 
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factores de crecimiento, con complicaciones significativamente bajas y altas tasas de 

consolidación (21, 59, 61). En contraposición, a pesar de que ambos métodos tienen similares 

propiedades osteogénicas y osteoinductivas, el aspirado obtenido por RIA no tiene 

propiedades osteoconductivas ni tampoco estabilidad mecánica intrínseca (9). 

El injerto óseo alogénico es una alternativa relativamente segura al autoinjerto. Se usa 

habitualmente como injerto morselizado de hueso esponjoso, otras veces puede 

proporcionar algún grado de soporte estructural. Debido a su naturaleza porosa tiene muy 

buenas propiedades osteoconductoras, sin embargo, su procesado para la esterilización y 

conservación provoca pérdida de las propiedades osteogénicas y osteoinductivas. Tampoco 

contiene células viables. El aloinjerto puede ser fresco, congelado o liofilizado. Mientras que 

su uso puede ser beneficioso para el tratamiento de fracturas agudas metafisarias, los 

resultados en pseudoartrosis de huesos largos son decepcionantes (9, 60). Otros problemas 

del aloinjerto son la posibilidad de rechazo del injerto y transmisión de enfermedades. 

Precisan mayores plazos de integración que el injerto autólogo y puede apreciarse su 

reabsorción con el paso del tiempo. 

Finalmente, se puede disponer de matriz ósea desmineralizada (DBM), que se obtiene del 

aloinjerto por extracción ácida. Este proceso permite la conservación del colágeno tipo I y 

las proteínas no colágenas. Posee propiedades osteoconductoras y osteoinductivas, esta 

última es variable según la forma de extracción y procesado. La capacidad de proporcionar 

soporte mecánico es limitada (9). 

Para defectos críticos (mayor de 2 cm o mayor de 5 cm3) o sospecha de infección, se 

recomiendan procedimientos secuenciales, con la implantación temporal de un espaciador 

de cemento para la inducción de una membrana según la técnica de Masquelet. Este 

espaciador de cemento se retira después de un intervalo de 6 a 8 semanas y el defecto se 

rellena de hueso esponjoso autólogo protegido por la membrana de Masquelet inducida. 

Esto permite finalmente la consolidación (62).  

En caso de amplios defectos, otras técnicas son el transporte óseo y los injertos 

vascularizados (9). 

Además del abordaje de la estabilidad y la estimulación biológica, se puede favorecer la 

consolidación por medio de la estimulación mecánica y la estimulación eléctrica. Ambas 

terapias requieren estabilidad mecánica suficiente, así como un entorno biológico intacto. 

Están indicadas en las fases tempranas de los defectos de consolidación. 

Dentro de la estimulación mecánica podemos incluir: 

- Dinamización de la fractura: consiste en permitir que el foco de fractura pueda 

comprimirse mínimamente de forma fisiológica para estimular la consolidación (21). 
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- Terapia de ultrasonidos pulsados de baja intensidad (LIPUS): los ultrasonidos producen 

nanomovimientos a nivel de la fractura similares a la estimulación con la carga de la 

extremidad (1, 5, 21, 46). 

- Terapia de ondas de choque extracorpóreas (ESWT): aunque los mecanismos exactos no 

son del todo claros, se ha hipotetizado que la respuesta biológica de las ondas de choque 

desencadena la mecanotransducción, un proceso que transforma el estímulo mecánico en 

señales bioquímicas (63). 

La estimulación eléctrica consiste en la aplicación de corrientes o campos electromagnéticos 

en el foco. Los que han demostrado mayor utilidad son los campos electromagnéticos 

pulsados (PEMF).  

Estas últimas terapias descritas (LIPUS, ondas de choque y estimulación eléctrica), requieren 

más investigación clínica.  

El estándar oro en el tratamiento de las pseudoartrosis no viables, continúa siendo el 

tratamiento quirúrgico con desbridamiento del tejido no viable, asociado a fijación rígida e 

injerto autólogo de cresta ilíaca (2). 

 

NUEVAS TERAPIAS. Si bien la mayor parte de las pseudoartrosis se tratan de forma 

satisfactoria con los procedimientos descritos, existen nuevos abordajes terapéuticos para 

facilitar la regeneración ósea. 

1. Mediadores moleculares para la aplicación sistémica 

Teriparatida. Es el fragmento aminoterminal de la hormona paratiroidea (PTH 1-34). Además 

de su uso como tratamiento osteoformador en el tratamiento de la osteoporosis, la 

teriparatida puede considerarse un tratamiento adyuvante para la consolidación de fracturas 

femorales atípicas. Estas fracturas son de baja incidencia (0.35 % de todas las fracturas 

femorales), pero se asocian a largos periodos de tratamiento con bifosfonatos o 

denosumab (3). Son fracturas con elevado índice de pseudoartrosis (hasta el 26 %), en el que 

las terapias convencionales fracasan. Por extensión, se amplía su uso al tratamiento de otros 

retardos de consolidación, en casos seleccionados. Se recomienda una duración de 

tratamiento por un periodo de dos años si el paciente tiene una osteoporosis establecida, 

aunque no está claro cuánto tiempo deben mantenerlo los que no presentan la enfermedad, 

pudiendo ser razonable cumplir el tratamiento de 8 a 12 semanas (64). De todas formas, los 

mecanismos por los que la teriparatida mejora la consolidación de fracturas en pacientes con 

retardo de consolidación o pseudoartrosis, no se conocen por completo (65). 
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Romosozumab. Es un anticuerpo monoclonal inhibidor de la esclerostina. La esclerostina es 

una proteína codificada por el gen SOST, que se expresa en los osteocitos y se conoce como 

un inhibidor establecido de la señalización Wnt. Las proteínas Wnt son un grupo de proteínas 

que forman parte del grupo de moléculas de señalización para procesos biológicos y del 

desarrollo. La vía Wnt-β-catenina es crucial en la formación ósea. Los ligandos Wnt enlazan 

con el receptor Frizzled (Fz) que forma un complejo con el receptor relacionado con la 

lipoproteína de baja densidad 5 y 6 (LRP 5 y 6). Subsecuentemente, LRP 5 y 6, y Fz desactivan 

el complejo de destrucción de la β-catenina, lo que lleva a la acumulación de β-catenina 

dentro de la célula. La β-catenina transloca el núcleo, donde se regula la transcripción de 

genes específicos y, con ello, la osteogénesis. Existen dos antagonistas de este proceso, la 

esclerostina y una proteína soluble llamada Dickkopf 1 (Dkk1). El romosozumab inhibe la 

esclerostina, por lo que se ha convertido en un potente agente terapéutico para la 

osteoporosis. También la inhibición de Dkk1 es una promesa para el futuro. Ambas terapias 

podrían ser herramientas futuras para aumentar la reparación ósea (3, 66). 

2. Mediadores moleculares para la aplicación local: factores de crecimiento 

Proteínas morfogenéticas óseas (BMPs). Hoy en día, son el grupo de factores de crecimiento 

mejor estudiado y más eficiente para el tratamiento de los defectos óseos. Las BMPs forman 

una extensa subfamilia dentro de la superfamilia del factor de crecimiento transformante-β 

(TGF-β). Proporcionan las señales morfogenéticas para el desarrollo del esqueleto durante la 

embriogénesis y son las responsables de la consolidación de las fracturas recapitulando la 

cascada de eventos celulares asociados a la formación ósea embrionaria.  

Comercializadas y aprobadas están la proteína recombinante BMP-2 (rhBMP-2, Medtronic), y 

la proteína osteogénica-1 o también llamada proteína recombinante BMP-2 (rhBMP-7 / OP-1 

Putty, Stryker). Independientemente de sus potenciales efectos adversos (calcificaciones 

heterotópicas y riesgo aumentado de neoplasia), se consideran inductores potenciales de la 

formación ósea. Las investigaciones las han adaptado a que su uso sea más seguro y eficaz. 

Ambas tienen estrictas indicaciones clínicas y su precio es elevado, por lo que deben 

considerarse en casos seleccionados en los que los tratamientos tradicionales han fracasado 

(5, 67). La rhBMP-2 está indicada para artrodesis lumbar y fracturas abiertas de tibia, 

mientras que la rhBMP-7 está indicada para pseudoartrosis de tibia (68). 

Factores de crecimiento derivado de las plaquetas (PDGFs). Están indicados para artrodesis 

de tobillo y retropié (9). 

3. Sustitutos óseos 

Son materiales naturales o sintéticos con efecto osteoconductor. Son capaces de 

proporcionar un andamiaje adecuado que permite la migración, proliferación y 

diferenciación celular, así como la producción de matriz extracelular. A diferencia del injerto 

autólogo, no asocian morbilidad de la zona donante, no existe posibilidad de complicaciones 
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inmunogénicas debido a su biocompatibilidad y tienen disponibilidad ilimitada. Son 

productos que permiten o inducen la neovascularización, además pueden proveer cierto 

grado de estabilidad mecánica. Los podemos agrupar en los siguientes grupos: 

Compuestos de fosfato cálcico. Incluyen cerámicas y cementos de fosfato cálcico. Tienen 

propiedades osteoconductivas que se atribuyen a su estructura microporosa. Las que más se 

usan son la hidroxiapatita y el fosfato tricálcico. Forman osteoide al ponerse en contacto con 

el hueso, que posteriormente se mineraliza y se reabsorbe sustituyéndose por hueso. 

Compuestos de sulfato cálcico. El sulfato cálcico pierde su microestructura porosa, lo que 

implica pérdida de osteoconductividad. Además, se asocia a reabsorción temprana a las 4-8 

semanas y confiere menor fuerza mecánica. 

Cristales bioactivos. Son cerámicas basadas en silicatos con propiedades bioactivas. Tienen 

propiedades osteoconductivas debido a su naturaleza porosa y se reabsorben rápidamente 

con una pequeña respuesta inflamatoria. A parte de efectos positivos en la osteoinducción, 

se describe una actividad antimicrobiana. Esto se debe a que durante la degradación del 

biocristal, la disolución de la sal crea un aumento local de pH y presión osmótica que es 

bactericida. Es un material interesante para defectos óseos en presencia de infección.  

Sustitutos óseos orgánicos. Son nanocompuestos que, principalmente, contienen colágeno 

tipo I que mimetizan el andamio natural de colágeno. Para mejorar la osteoconducción se 

suelen combinar con fosfato cálcico, factores de crecimiento o células madre. Pueden ser 

polímeros de colágeno naturales o sintéticos reabsorbibles, como los polímeros PLLA (poly 

L-lactic acid) y PLGA (polylactic-co-glycolic acid). 

Biomateriales innovadores. Dentro del campo de la ingeniería tisular se pueden desarrollar 

tejidos bioinspirados que asemejen las propiedades del tejido nativo. Utilizando impresoras 

3D se pueden diseñar implantes con complejidad estructural a nivel nanoscópico. Para 

mejorar la actividad biológica se pueden integrar factores de crecimiento o células madre, 

mejorando las propiedades osteoinductivas y osteogénicas. De esta manera se forman 

construcciones híbridas (9, 60). 

4. Terapia con células madre 

Esta terapia es el objeto de estudio de este trabajo y se va a desarrollar a continuación.
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2.2   LAS CÉLULAS MADRE MESENQUIMALES 

2.2.1  DEFINICIÓN Y TIPOS DE CÉLULAS MADRE 

Las células madre son células indiferenciadas precursoras de los tejidos. Tienen capacidad de 

autorrenovación, proliferación manteniendo su fenotipo y potencial de diferenciación hacia 

diferentes tipos celulares (69). Son esenciales para el desarrollo y mantenimiento de nuestro 

organismo, pero también pueden regenerar tejidos dañados, constituyendo así una 

alternativa terapéutica para enfermedades que de otro modo no tendrían cura. 

Estas células son capaces de renovarse a sí mismas por medio de división celular, incluso 

después de largos periodos de inactividad. Además, bajo determinadas condiciones 

fisiológicas o experimentales, pueden diferenciarse hacia células de tejidos u órganos con 

funciones específicas. A la hora de dividirse, lo pueden hacer de forma simétrica generando 

dos células madre idénticas, o bien de forma asimétrica, dando lugar a una célula troncal 

genéticamente igual a la inicial (clonogenicidad) y a otra célula comprometida hacia un linaje 

determinado. Este último proceso se conoce como diferenciación. Debido a estas 

características, son capaces de mantener o reparar los diferentes tejidos en los que se 

encuentran (70). 

1. Las células madre se pueden clasificar en función del potencial de diferenciación (figura 4) 

en los siguientes tipos de células: 

Células totipotentes: pueden formar un organismo completo y tienen la capacidad de 

diferenciarse en todos los tipos celulares, incluidas las células extraembrionarias. La célula 

madre por excelencia es el cigoto. 

Células madre pluripotentes: aunque no pueden formar un organismo completo, pueden 

diferenciarse en todas las células del organismo, incluyendo las células madre embrionarias y 

todas las células derivadas de las tres capas germinales (mesodermo, endodermo y 

ectodermo). 

Células madre multipotentes: pueden diferenciarse a más de un tipo celular dentro de la 

misma capa germinal.  

Células madre unipotentes: pueden diferenciarse a un tipo celular único.  

2. Otra clasificación sencilla es en función de su procedencia: 

Células madre embrionarias: proceden de la masa celular interna de un embrión en la etapa 

de blastocisto y son pluripotentes (71). 
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Células madre adultas o somáticas: son multipotentes, se obtienen de tejidos postnatales y 

son necesarias para el mantenimiento de los órganos y tejidos. 

 

 

Figura 4. Representación esquemática de las células madre según el potencial de diferenciación. Imagen 

adaptada de Zhanaskody 2022 (72). 

 

Un tipo concreto de células madre adultas son las denominadas células madre 

mesenquimales (mesenchymal stem cells o MSCs), también llamadas células troncales 

mesenquimales o células estromales mesenquimales. Son células multipotenciales primitivas 

con morfología fibroblastoide y que se originan a partir de la capa germinal mesodermal. 

Tienen la capacidad de diferenciarse a diversos tipos celulares, incluyendo osteoblastos, 

condrocitos, adipocitos, miocitos, fibroblastos u otros. Pueden encontrarse en casi todos los 

órganos y tejidos postnatales y residen en zonas específicas que reciben el nombre de nicho 

de células madre, concepto primeramente descrito por Schofield (73). Están presentes en el 

estroma de los diferentes tejidos, pero predominantemente las encontramos en el estroma 

de la médula ósea. Si bien se trata de una población escasa, en cultivo muestra una gran 

capacidad de expansión. 

Las MSCs, además de constituir una herramienta potencial para regenerar tejidos, presentan 

dos características importantes, tienen una baja inmunogenicidad en el trasplante 

alogénico (74) y evitan el conflicto ético que presentaría el empleo de células madre 

embrionarias.  
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Debemos tener presente que el número de MSCs va variando de modo inversamente 

proporcional a la edad, aunque llegan a estar presentes durante toda la vida del individuo. 

Sin embargo, su capacidad para diferenciarse en cartílago y hueso es independiente de la 

edad. 

 

2.2.2  HISTORIA DE LAS CELULAS MADRE MESENQUIMALES 

Cohnheim, a finales del siglo XIX, fue el primero en plantear la hipótesis de la existencia de 

células con capacidad regenerativa, al sugerir que los fibroblastos derivados de la médula 

ósea estaban involucrados en la curación de heridas (75). 

Posteriormente, el científico ruso Maximow describió en 1924 que existía una fuerte relación 

entre el desarrollo del tejido mesodérmico y los componentes celulares sanguíneos durante 

el periodo de la embriogénesis (76). 

Los científicos Becker y Siminovitch fueron los primeros en evidenciar la naturaleza clonal de 

las células de la médula ósea en la década de 1960 (77, 78). 

Pero, sobre todo, hay que destacar a Friedenstein y colaboradores en el descubrimiento de 

estas células. Fue entre los años 60 y 70, cuando encontraron en el estroma de la médula 

ósea de ratones y cobayas, un tipo de células adherentes al plástico con alta capacidad de 

replicación in vitro. Éstas formaban colonias de células con un aspecto similar a los 

fibroblastos del tejido conectivo (79, 80). Se las denominó “unidades formadoras de colonias 

de fibroblastos” (colony-forming units fibroblasts o CFU-F). Posteriormente vieron que, al ser 

trasplantadas in vivo en cobayas, podían generar osteoblastos, siendo las responsables de 

generar el soporte estromal necesario para albergar el tejido hematopoyético (81, 82). 

En 1980, Owen y Ashton demostraron que estas células eran capaces de generar hueso, 

cartílago y tejido conectivo en un estudio in vivo, al ser implantadas en cámaras de difusión 

en peritoneo de conejos (83). 

En un estudio conjunto de Owen y Friedenstein en 1988, se propuso por primera vez la 

existencia de una célula troncal en el estroma de la médula ósea, diferente a las ya conocidas 

células troncales hematopoyéticas. El término que emplearon para su denominación fue de 

“célula troncal estromal” (84). 

Caplan fue el primero en acuñar el término “célula madre mesenquimal” (mesenchymal stem 

cell) a final de la década de los 90, debido a la vinculación con la formación de tejidos 

mesenquimales durante el desarrollo embrionario (85). Este autor fue uno de los primeros en 

conseguir cultivar y trasplantar estas células en humanos, además de observar la formación 

de hueso y cartílago.  
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La denominación de células madre mesenquimales fue reforzada por Pittenger, al corroborar 

la capacidad de estas células para diferenciarse in vitro en células de tejidos de origen 

mesenquimal como el hueso, cartílago, grasa, tendón, músculo y estroma medular (69). 

 

2.2.3  CARACTERISTICAS DE LAS CÉLULAS MADRE MESENQUIMALES 

Morfología 

Las células troncales mesenquimales se caracterizan por presentar una morfología espigada, 

en forma de huso, con la presencia de un núcleo alargado central que contiene de dos a tres 

nucléolos (86, 87). 

Desde los primeros estudios de Owen, se observó que las colonias de células troncales 

mesenquimales contenían células morfológicamente diferentes (83, 87). Posteriormente, son 

diversos los autores que han descrito, fundamentalmente, dos tipos de morfología en los 

cultivos celulares. La mayoría de las células son espigadas con forma fibroblastoide y una 

proporción menor de células presentan un mayor tamaño y forma poligonal. Las primeras 

corresponden a células mesenquimales progenitoras y las últimas a células mesenquimales 

maduras (88-90). 

En la figura 5 se puede ver una de nuestras preparaciones, donde se aprecia la morfología 

fibroblastoide de las células madre mesenquimales. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 5. Fotografía realizada con microscopio óptico de células madre mesenquimales cultivadas en nuestro 

laboratorio. 
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Fenotipo 

Tras el descubrimiento y caracterización de las células madre mesenquimales, los científicos 

buscaban un método para aislar de forma prospectiva poblaciones de células progenitoras, 

basado en la selección de marcadores expresados en la superficie celular.  

Para definirlas, la Sociedad Internacional de Terapia Celular (ISCT) estableció en 2006, un 

conjunto de criterios mínimos para la definición de MSCs (91):  

1. Deben ser capaces de adherirse en el plástico cuando se mantienen en condiciones 

de cultivo.  

2. Deben ser positivos (más del 95 % de la población de MSCs) para los antígenos 

específicos de superficie CD105, CD73 y CD90, y negativos (menos del 2 %) para 

CD45, CD34, CD14 o CD11b, CD79α o CD19 y HLA-DR.  

3. Deben ser capaces de diferenciación mesenquimal trilinaje (osteoblastos, adipocitos 

y condroblastos) bajo condiciones de diferenciación estándar in vitro (91).  

El hecho de que los antígenos de superficie deban ser negativos, es para evitar la confusión 

con las células hematopoyotéticas, ya que están presentes habitualmente en estas 

preparaciones. Estos criterios son exclusivamente de aplicación para las MSCs humanas. 

Además de estos marcadores, las células presentan coloración positiva para la fosfatasa 

alcalina granulocitaria, sudán y esterasa. 

Capacidad de proliferación 

Una característica que define a la célula madre es su potencial de autorrenovación, es decir, 

puede realizar un número elevado de divisiones mitóticas generando copias idénticas a ella 

misma. La baja cantidad de MSCs aisladas desde una muestra de tejido hace necesaria su 

proliferación in vitro para obtener un número apropiado para su aplicación clínica. No 

obstante, el número de divisiones mitóticas deber ser limitado, debido a que durante el 

cultivo las MSCs envejecen, experimentando una marcada disminución de su capacidad 

proliferativa (92) y una pérdida gradual del potencial de diferenciación múltiple (93). La 

densidad celular también juega un papel importante, son preferibles siembras a bajas 

densidades para producir altas expansiones. 

Potencial de diferenciación 

La diferenciación es el proceso por el cual las células madre adquieren compromiso con un 

linaje celular específico y comienzan a adquirir las características fisiológicas, morfológicas y 

moleculares de su célula destino.  
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El gran interés que existe por las MSCs proviene de su capacidad para diferenciarse hacia 

tejidos de origen mesodérmico como hueso, cartílago, tendón, músculo y tejido adiposo, 

entre otros. Además, exhiben una gran plasticidad, al ser capaces de diferenciarse a tipos 

celulares diferentes de su tejido de origen o incluso de una capa embrionaria diferente. Esto 

último es lo que se conoce como transdiferenciación. Se ha documentado que las MSCs 

pueden transdiferenciarse in vitro a células derivadas de origen ectodérmico como las células 

neuronales, cardiomiocitos y células epiteliales; o las derivadas de origen endodérmico como 

hepatocitos, células pulmonares e incluso islotes pancreáticos (94-97) (figura 6). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 6. Las células madre mesenquimales, además de su capacidad de autorrenovación, son capaces de 

diferenciarse hacia diferentes tipos celulares, no solo de su misma capa germinal mesodérmica (como 

osteoblastos, condrocitos y adipocitos), sino a otras de origen endodérmico o ectodérmico. Esto último se 

conoce como transdiferenciación. Imagen adaptada de Pérez Campo 2015 (98). 

 

En el transcurso de esta diferenciación, las células están influenciadas tanto por el material 

genético como por señales externas, entre las que se encuentran sustancias químicas 

secretadas por otras células, el contacto físico con las células que las rodean y microvesículas 

que están en el microambiente de la célula en diferenciación. La interacción de estas señales 

hace que el ADN de la célula madre adquiera marcas epigenéticas, que restringen la 

expresión de genes de pluripotencia y potencian la expresión de factores de transcripción 

específicos. Éstos se transmitirán a través de la división celular (98). 
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De forma artificial en el laboratorio, la adición de factores de crecimiento al medio de cultivo 

puede definir la multipotencialidad de las MSCs (99). 

La diferenciación mesodérmica (osteogénica, condrogénica y adipogénica) es fácilmente 

alcanzable para las MSCs porque poseen el mismo origen embrionario.  

La diferenciación osteogénica implica el progreso de una serie de etapas, en las que se 

obtienen estadios intermedios de diferenciación osteoblástica que culminan con la formación 

de osteoblastos maduros y funcionales. Es posible reconstituir este modelo de 

osteodiferenciación mediante el cultivo de MSCs en presencia de factores osteoinductores 

como dexametasona, β-glicerofosfato de sodio y ácido ascórbico. 

Por otra parte, la inducción del proceso de diferenciación condrogénica in vitro se ha visto 

favorecida con la adición de factor de crecimiento transformante-β1 (TGF-β1), 

dexametasona, solución ITS (insulina, transferrina y ácido selénico), piruvato de sodio y ácido 

ascórbico. 

En el caso de la diferenciación adipogénica in vitro, se utilizan factores inductores como 

dexametasona, dimetilsufóxido, indometacina e isobutilmetilxantina. 

 

2.2.4  TEJIDOS FUENTE DE CÉLULAS MADRE MESENQUIMALES 

Las MSCs están presentes en el estroma de los diferentes tejidos, pero predominantemente 

las encontramos en el estroma de la médula ósea. También pueden aislarse en el tejido 

adiposo (100), sangre periférica (101, 102), membrana sinovial (103), músculo esquelético 

(104), páncreas (105), dermis (106), cordón umbilical (107), pulpa dentaria y ligamento 

periodontal (108-111), entre otros. 

La médula ósea es actualmente la fuente más utilizada de células madre mesenquimales 

adultas debido a su facilidad de obtención, elevada capacidad proliferativa y potencial 

regenerativo. Las MSCs se diferencian de manera eficiente a osteoblastos y su expansión en 

cultivo no muestra complicaciones en el seguimiento a largo plazo. 

La médula ósea es un tejido complejo compuesto por células hematopoyéticas (precursores y 

células diferenciadas) y una mezcla heterogénea de células denominada estroma. En el 

estroma se incluyen adipocitos, reticulocitos, células endoteliales y células fibroblásticas; que 

están en contacto con los elementos hematopoyéticos. Es entre las células del estroma 

donde se encuentra la pequeña población celular de MSCs, de hecho, solo suponen entre el 

0.001 y el 0.01 % del total de las células mononucleadas de la médula (112). 

De todas las localizaciones, la de más fácil acceso es el hueso esponjoso de la cresta ilíaca, 

puesto que se puede realizar la extracción directa del tejido, generalmente por aspirado. 
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También existen kits comerciales para la obtención de un aspirado concentrado de médula 

ósea (BMAC), que se obtiene mediante gradiente de densidad tras centrifugado. Existen 

otras técnicas con mínima manipulación de la médula ósea. Uno de ellos es la obtención 

mediante el sistema RIA (Reamer Irrigator Aspirator System). Tiene la ventaja de que, 

además de aumentar la concentración de las MSCs humanas, proporciona una influencia 

positiva en la actividad osteogénica de estas células, mejorando la del propio tejido por sí 

mismo (113). En este caso se extrae de huesos largos, como el fémur o la tibia. 

También existe la posibilidad de la obtención de MSCs de aloinjertos viables. Se extraen de 

hueso esponjoso de cadáver después de separar el componente celular inmune del injerto, 

preservando la fracción de MSCs. 

En las últimas décadas se ha generado una enorme expectativa por las células madre 

mesenquimales obtenidas del tejido adiposo. Tienen una morfología y capacidad de 

diferenciación in vitro similar a las obtenidas de la médula ósea, pero aunque tienen una 

mayor capacidad de proliferación, son menos eficientes a la hora de su diferenciación hacia 

osteoblastos (114). Una ventaja es su accesibilidad relativamente fácil a muestras de tejido 

adiposo. Las técnicas para su obtención incluyen el lipoaspirado o tejidos desechados tras 

actos quirúrgicos en cirugía plástica (115). A pesar de que el injerto directo de estas células 

no ha demostrado mucho éxito en la consolidación, hay un interés creciente en la aplicación 

de factores osteoinductivos con la esperanza de estimular la osteogénesis (116). 

Otros tejidos que contienen MSCs incluyen la membrana sinovial y el músculo esquelético, 

todas ellas comparten el fenotipo vascular de los pericitos. Las MSCs derivadas de la 

membrana sinovial son células estromales pluripotenciales que proveen una alternativa 

terapéutica para las lesiones focales de cartílago (116). 

Además de las anteriormente citadas, otros tipos de células madre como las derivadas de la 

sangre del cordón umbilical y de la pulpa dental, se han utilizado para mejorar la 

regeneración ósea (73, 116). 

 

2.2.5  PROPIEDADES DE LAS CÉLULAS MADRE MESENQUIMALES 

Propiedades tróficas y efecto paracrino 

Las MSCs pueden presentar efectos locales regulando el microambiente que las rodea. Son 

capaces de liberar diversos factores biológicamente activos para ejercer efectos en la 

dinámica celular, de este modo, pueden secretar una amplia variedad de citoquinas, 

quimioquinas, factores de crecimiento y microvesículas. Este secretoma induce la 

proliferación celular y la angiogénesis, promoviendo la regeneración del tejido lesionado o 

favoreciendo la cicatrización (117-120) (figura 7). 
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Figura 7 A-B. (A) Las MSCs pueden ejercer su mecanismo mediante el contacto directo célula a célula, 

adhiriéndose y cruzando la membrana endotelial. (B) También lo pueden hacer mediante la secreción celular de 

factores, lo que se conoce como secrotoma, que también atraviesa la membrana endotelial. Imagen adaptada 

de Crivelli 2017 (117). 

 

Propiedades antiinflamatorias e inmunomoduladoras 

Estas células modulan el ambiente inflamatorio que acontece como respuesta a 

determinadas lesiones, entre las que encontramos los traumatismos musculoesqueléticos. 

También tienen propiedades inmunomoduladoras (121-123), de forma que modulan la 

proliferación o activación de muchas células inmunes inflamatorias, incluyendo los linfocitos 

B y T, células natural killer, monocitos, macrófagos y células dendríticas. Debido a estas 

propiedades inmunomoduladoras han sido relacionadas con la disregulación inmunitaria de 

algunas enfermedades (124, 125). 

Se podría decir que las MSCs carecen de inmunogenicidad, ya que expresan bajos niveles del 

complejo mayor de histocompatibilidad de clase I (HLA I) y muestran ausencia de expresión 

del complejo mayor de histocompatibilidad de clase II (HLA II). Esto es una ventaja para evitar 

el reconocimiento por el sistema inmune en terapias alogénicas (91).  

 

 

Fig. 7 A Fig. 7 B 
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Propiedades antiapoptóticas 

Otra propiedad importante de las MSCs es la capacidad para rescatar células apoptóticas 

inducidas por la hipoxia, traumatismos, productos químicos o radiación. De esta forma se 

promueve la regeneración del tejido lesionado (125-128). 

Propiedades antimicrobianas 

Las MSCs parecen ser un agente terapéutico potencial para las infecciones agudas y 

sistémicas, no solo por tener un efecto directo sobre los agentes microbianos, sino por la 

influencia en el reclutamiento de células inmunes. Las MSCs secretan péptidos 

antibacterianos con actividad directa frente a un amplio rango de microorganismos, también 

pueden interactuar por sí mismos con las MSCs modulando su proliferación, migración y 

regeneración (129). 

 

2.2.6  AISLAMIENTO Y CULTIVO DE CÉLULAS MADRE MESENQUIMALES DE 

MÉDULA ÓSEA 

Las células madre mesenquimales de médula ósea generalmente se aíslan de aspirados de la 

cresta ilíaca. Otras alternativas son el fémur, la tibia o el esternón. Los aspirados son 

posteriormente cultivados en placas, con medio suplementado con factores de crecimiento. 

Estas MSCs recién aisladas se mantienen en cultivo durante varios días, en los que las células 

hematopoyéticas no adherentes van siendo eliminadas con los sucesivos cambios de medio. 

La población resultante de células con adherencia al plástico se considera cultivo primario. 

Las MSCs pueden ser subcultivadas sin perder su propiedad de proliferar y diferenciarse. Sin 

embargo, si se cultivan durante periodos extensos se pueden observar signos de senescencia. 

Esto puede afectar a la multipotencialidad y capacidad de diferenciación, para finalmente 

acabar en la detención del crecimiento y apoptosis. Este fenómeno se conoce como 

senescencia replicativa (130). Es común en cultivos de células diploides y puede ser causado 

por varios factores, incluyendo el acortamiento de los telómeros (131) o la ausencia de 

actividad telomerasa. Por cuestiones de seguridad clínica, la expansión no debe exceder de 

cuatro pases, en un intento de minimizar la aparición de células senescentes.  

Se han desarrollado varios medios de cultivo para la expansión in vitro de MSCs. La mayoría 

incluyen suero bovino fetal (SBF) en varias concentraciones, como un suplemento que 

promueve el crecimiento. Sin embargo, existe riesgo de contaminación con agentes extraños 

y residuos potencialmente inmunogénicos de la especie bovina en el producto final. Es por 

este motivo que se ha pensado en otras opciones para la expansión de MSCs. En este 

contexto, el lisado de plaquetas humanas es considerado como una buena alternativa al SBF 

(132-134). Este producto está fabricado a partir de concentrados de plaquetas, en el que, por 



 Introducción  

59 
 

ciclos repetidos de congelación-descongelación, las plaquetas se rompen mecánicamente 

para liberar sus factores de crecimiento. El uso de estos suplementos humanos puede 

suponer cambios significativos en las características de las MSCs. Con esta técnica se eliminan 

la mayor parte de patógenos, sin ocasionar toxicidad o efecto en la potencia de las células. Es 

más efectivo en términos de crecimiento celular que el SBF y se ha demostrado que las 

células mesenquimales preservan las propiedades inmunomoduladoras (135). Es importante 

destacar que no parece estar asociado con inestabilidades cromosómicas recurrentes, que sí 

se han observado en las MSCs cultivadas con SBF (136, 137). 

Otro parámetro para tener en cuenta es la densidad de siembra, lo cual es importante para la 

expansión de las MSCs en cultivo. Una siembra inicial a una densidad de 50 células/cm2, 

mejora significativamente el crecimiento, proporcionando gran número de células a partir de 

una pequeña cantidad de médula ósea (90, 138). 

El cultivo monocapa es la técnica básica para la expansión de MSCs. Las células se cultivan 

comúnmente en botellas de vidrio o poliestireno, matraces de cultivo o placas de Petri. Los 

recipientes de plástico utilizados garantizan una buena adherencia de las células a las 

paredes del recipiente. Por otra parte, se han estudiado diversos cultivos tridimensionales, 

con materiales que incluyen alginato, ácido hialurónico, colágeno, fibrina o chitosán (139). 

 

2.2.7  CAPACIDAD TRÓFICA Y MIGRACION TRANSENDOTELIAL 

Las células madre mesenquimales van a tener la capacidad de migrar a un tejido diana 

específico. Esta capacidad trófica radica en que son capaces de alcanzar el tejido dañado en 

respuesta a unas moléculas de señalización del tejido lesionado y los correspondientes 

receptores presentes en las MSCs (140, 141). El ingreso de las células al sistema circulatorio 

es un proceso activo guiado por un gradiente de quimioquinas. La comprensión profunda de 

los mecanismos moleculares que conducen a la llegada de las células mesenquimales desde 

el sistema vascular al tejido lesionado, es esencial para el éxito de las terapias celulares. 

También se trabaja en la optimización de la seguridad y eficacia del proceso. 

La migración de las células desde el torrente circulatorio hacia el tejido dañado, se realiza 

mediante la adhesión al endotelio vascular para atravesarlo posteriormente. Es lo que se 

denomina migración transendotelial. Esta migración se rige por una cascada de 

interacciones moleculares que involucra a selectinas e integrinas. La extravasación de las 

células se produce principalmente en las vénulas postcapilares, ayudado por el 

enlentecimiento del flujo sanguíneo. En una primera fase, mediada principalmente por las 

selectinas y sus ligandos, se da lugar al frenado inicial y posterior rodamiento de las células 

que están en contacto directo con la superficie endotelial (fase de anclaje y rodamiento). 

Este rodamiento permite un estrecho contacto de la célula con el endotelio, de forma que las 

células pueden exponerse a señales químicas como quimioquinas, citoquinas y otros agentes 
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inflamatorios presentes en el medio local (fase de activación). De esta manera, se produce la 

activación de la integrina que se une a su receptor endotelial, conduciendo a una adhesión 

firme (fase de adhesión), seguido por la transmigración endotelial (fase de extravasación) 

(142) (figura 8). 

 

Figura 8. Representación esquemática de la migración transendotelial de las MSCs: (A) las células circulantes 

enlentecen su velocidad teniendo lugar la fase de anclaje y rodamiento, (B) se exponen a señales químicas que 

permiten la activación (fase de activación), (C) después se adhieren al endotelio mediante integrinas (fase de 

adhesión) y (D) migran a través del endotelio (fase de extravasación). Imagen adaptada de Nitzsche 2017 (142). 

 

Las MSCs obtenidas de la médula ósea ofrecen una ventaja y es que, al haber estado en 

contacto con el nicho medular, poseen receptores específicos que reconocen las señales 

procedentes de éste. En el caso del hueso, el portal de entrada desde el torrente sanguíneo 

se encuentra en los sinusoides de la médula ósea. 

 

2.2.8  MSCs PARA REGENERACIÓN ÓSEA 

Las MSCs derivadas de la médula ósea son las más apropiadas para inducir la reparación 

ósea, esto es debido a su excelente potencial osteogénico. Una gran ventaja es la facilidad de 

extracción, habitualmente mediante aspirado de médula ósea.  
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Se pueden utilizar terapéuticamente de diversas formas. 

Terapias celulares sin expansión en cultivo 

- Trasplante directo: las células madre frescas se aíslan y se trasplantan directamente en el 

 tejido, mediante su diferenciación in vivo se convertirán en el tipo celular deseado. 

- Trasplante tras concentración: para aumentar el número de células mesenquimales y tras 

 una mínima manipulación, es posible separar las células y concentrarlas. Para ello, se 

 extrae por aspiración al vacío un volumen definido de médula ósea de la cresta ilíaca. El 

 aspirado se suspende en una solución con heparina y citrato-dextrosa, como 

 anticoagulantes, en una bolsa de transfusión. Posteriormente, las células mononucleares 

 se separan en un proceso de centrifugado mediante gradiente de densidad (113). 

Terapias celulares con expansión ex vivo 

Las células se cultivan en laboratorio para expandir la población celular, pero hay que 

mantener la calidad de las células, especialmente las características biológicas. A pesar de la 

relativa alta estabilidad genética de las MSCs, el daño en el genoma ocurre en fases tardías. 

Hay que valorar si estos efectos genotóxicos del cultivo prolongado se manifiestan 

clínicamente después del retrasplante (113). 

Modificación por ingeniería genética 

Las MSCs pueden ser modificadas por ingeniería genética para expresar ciertos tipos de 

genes y prediferenciarse antes de la implantación, de esta forma se realizan cambios 

epigenéticos (73, 143). 

Administración de citoquinas 

Mediante la administración de citoquinas específicas, se pueden reclutar células madre 

circulantes endógenas hacia el lugar de la lesión y así facilitar la proliferación tisular, 

migración, adhesión y diferenciación (73). 

Matriz osteoconductora 

De cualquiera de las formas anteriormente descritas, las MSCs se pueden añadir a una matriz 

osteoconductora que puede ser sintética o natural. Funciona como un soporte cuyo objetivo 

es facilitar el efecto local de las células. Otras denominaciones son las de andamio o scaffold 

en terminología anglosajona (60, 144). También se pueden realizar construcciones más 

complejas mediante ingeniería tisular (145). 
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2.2.9  FUCOSILACIÓN 

La distribución de las MSCs tras la infusión intravenosa, estudiada en diferentes modelos 

animales, indica que la mayor parte de las células administradas quedan retenidas en la 

microcirculación de los grandes filtros pulmonares del organismo (pulmón, hígado y bazo). 

Por lo que, finalmente, el número de células que alcanza el tejido diana es limitado. Esto se 

ha visto en un estudio realizado por nuestro grupo, en el que se inyectaron MSCs humanas 

por vía intravenosa en ratones. Se comprobó que, tras las primeras 24 horas y hasta el 

séptimo día, únicamente eran detectables en pulmón y no se detectaron de manera 

consistente ni en hígado ni en hueso (146). 

Para optimizar el rendimiento, se están ensayando estrategias para aumentar el tropismo de 

las MSCs por el tejido óseo. Se pueden realizar modificaciones celulares in vitro antes del 

trasplante como es la fucosilación, en la que mediante la glicosilación enzimática, se agregan 

unidades de azúcar fucosa al antígeno CD44 presente en la superficie de las MSCs (147). 

En la fase de anclaje y rodamiento de la transmigración endotelial, se producen interacciones 

físicas entre la E-selectina de las células endoteliales y el ligando HCELL (Hematomoietic Cell E 

and L-selectin Ligand) de las células madre, lo que facilita su contacto. HCELL es la glicoforma 

sialofucosilada del antígeno de superficie CD44. Aunque el CD44 se expresa de forma ubicua 

en todos los tipos celulares humanos, su glicoforma HCELL se encuentra exclusivamente en la 

membrana de las células progenitoras hematopoyéticas. Esto lo hacen gracias a la enzima 

fucosiltransferasa VII, que apone una fucosa en posición α-1,3 a la N-acetil glucosamina en 

los residuos lactosamina. Las MSCs no expresan HCELL, pero tienen una fuerte expresión de 

antígeno CD44. El Dr. Robert Sackstein y su grupo diseñaron un método para modificar de 

forma transitoria el antígeno CD44. Esto lo realizan mediante fucosilación enzimática ex vivo 

por medio de la fucosiltransverasa VI, consiguiendo MSCs con la glicoforma HCELL (148-150). 

Mediante esta técnica, se incrementa significativamente la adhesividad de las células al 

endotelio y se potencia la transmigración endotelial. Permite la extravasación y un mayor 

tropismo por el hueso (151), por lo que abre la posibilidad de mejorar el rendimiento de la 

infusión intravenosa de las MSCs y, por consiguiente, su eficacia terapéutica (152-156). 
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2.3  EL MODELO EXPERIMENTAL 

2.3.1  GENERALIDADES 

Los resultados obtenidos en estudios in vitro pueden ser difíciles de extrapolar a organismos 

vivos. Por esta razón, la investigación en modelos animales es, en ocasiones, el paso previo 

para poder evaluar la seguridad y eficacia de nuevas terapias. Para que esta experimentación 

sea científica, debe cumplir una serie de condiciones y garantías. 

Para estudiar la fisiopatología de las alteraciones de la consolidación, se necesitan modelos 

fiables y reproducibles. Estos modelos animales deben estar bien estandarizados y, lo más 

importante, deben aproximarse a la situación clínica en los seres humanos. Solo los estudios 

con el uso de los modelos apropiados, contribuirán a una mejor comprensión de los 

mecanismos de la enfermedad y ayudarán al desarrollo de nuevas estrategias terapéuticas. 

No obstante, no existe un modelo perfecto que replique la consolidación de las fracturas en 

humanos (2), ni todos los modelos animales con una fractura que no consolida 

favorablemente, pueden ser adecuados para estudiar los problemas de consolidación (157). 

Aunque el empleo de animales de experimentación se remonta a la antigüedad, Russell y 

Burch establecieron en 1959 el "principio de las 3R" (Reducción, Reemplazamiento y 

Refinamiento) en su libro “The Principles of Humane Experimental Technique” (158). Con 

posterioridad, se ha desarrollado todo un sistema legal de protección animal que persigue 

principalmente dos objetivos, asegurar el mejor trato posible al animal de experimentación y 

desarrollar protocolos experimentales homologados. Además, se hará todo lo posible por 

emplear métodos alternativos que eviten o minimicen al máximo el empleo de animales. 

Toda esta normativa se ha incorporado a los comités de bioética que examinan los proyectos 

de investigación. Mientras no encontremos métodos alternativos que puedan sustituir a los 

modelos animales, la experimentación animal debe desarrollarse bajo la normativa vigente, 

que no solo regula y protege la investigación científica, sino que garantiza la seguridad de las 

personas, los animales y el medio ambiente. 

 

2.3.2  MODELO EXPERIMENTAL DE FRACTURAS 

2.3.2.1  Diferencias entre especies animales 

Un modelo experimental para estudiar la reparación ósea debe reflejar la fisiología y la 

biomecánica lo más fielmente posible a lo que ocurre en el humano (159). Por ello, uno de 

los factores más importantes es la elección de la especie adecuada. Aunque se han utilizado 

múltiples modelos para investigar la consolidación de fracturas, ninguno cumple con todas 

las propiedades del tejido óseo humano (160). 



Introducción 

64 
  

El tiempo de consolidación estimado de las fracturas es variable en función de la especie. 

Este factor debe tenerse en cuenta a la hora de diseñar el modelo experimental (157, 161). 

También existen otras diferencias morfológicas y fisiológicas, una de ellas es el diferente 

tiempo de cierre fisario, otra, el hecho de que la bipedestación en humanos hace modificar la 

densidad mineral ósea y las propiedades biomecánicas del hueso. 

Vamos a repasar brevemente las características y diferencias de los modelos animales más 

utilizados. El modelo de ratón en la reparación ósea se usa con frecuencia debido a la 

facilidad de su adquisición y manejo, además, se pueden diseñar genotipos y fenotipos 

específicos. Esto se puede realizar mediante la manipulación de modelos modificados 

genéticamente (knock out) y cepas endogámicas (inbred strains). En concreto, en ratones 

NOD/SCID, parece estar retrasada la consolidación de las fracturas, puesto que exhiben 

defectos inmunitarios severos. De hecho, son apropiados para investigar la importancia de la 

respuesta inmune en la consolidación y se usan en experimentos de retardo de consolidación 

o pseudoartrosis. En esta cepa, la consolidación de la fractura está retrasada porque se altera 

la osificación encondral, aunque la formación ósea en las fases iniciales no se ve 

afectada (162). 

Sin embargo, el hueso murino presenta un crecimiento óseo continuo, ausencia de cierre 

fisario, un contenido limitado en hueso trabecular y falta de remodelación secundaria o 

haversiana. Se desconoce si estas diferencias afectan a la fisiopatología de la lesión ósea 

cuando lo comparamos con otras especies (2, 159). Otro inconveniente es que las pruebas 

biomecánicas del hueso requieren de equipos altamente sensibles debido a su reducido 

tamaño (159). 

La rata, igualmente es un modelo popular de retardo de consolidación y pseudoartrosis. 

Como ocurre en el ratón, carece de sistema haversiano, tiene un porcentaje importante de 

hueso inmaduro y poca capacidad de remodelado. Otra limitación incluye el tamaño y la 

diferente elasticidad del hueso. Sin embargo, la rata es un modelo útil cuando queremos un 

estudio sobre huesos largos. Con frecuencia, se asume que las cepas endogámicas de ratas 

son genéticamente homogéneas, lo que sería una ventaja, pero existe cierta heterogeneidad 

genética en la variación del número de SNPs (polimorfismos de nucleótido único). Se 

desconoce cómo puede afectar esta variación. 

En las ratas ovariectomizadas, sobre todo si son añosas, podemos encontrar disminución de 

la densidad mineral ósea y retraso en la consolidación. Es por esta razón que sería un modelo 

adecuado para el estudio de osteoporosis o de fracturas osteoporóticas (163). 

En general, hay mayores dificultades para el desarrollo de modelos estandarizados y fiables 

de retardo de consolidación y pseudoartrosis en murinos, debido a que tienen una gran 

capacidad de curación al ser animales inferiores en la escala filogenética. Incluso fracturas 

con pobre fijación mecánica o sin fijación, son capaces de consolidar sin un retraso 
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significativo (157, 161). A pesar de lo descrito, los modelos murinos se emplean con 

frecuencia en estudios de la regeneración del tejido óseo (164), entre otras cosas porque los 

resultados pueden determinarse después de periodos cortos de estudio. Como ventajas, 

encontramos que son animales de cría rápida, fáciles de alojar, son higiénicos y de coste 

asequible. Además, la mayoría de las intervenciones pueden ser realizadas por un solo 

investigador. 

Veamos otros modelos de mayor desarrollo en la escala filogenética. El conejo ofrece 

ventajas similares a las del ratón y la rata en cuanto a adquisición, mantenimiento, anestesia 

y monitorización del dolor, pero también difiere en tamaño y peso corporal en comparación 

con los seres humanos. A diferencia de los roedores, se utilizan más cepas exogámicas 

(outbred strains), por lo que se requieren estudios con un mayor número de animales debido 

a la variación individual. El hueso del conejo sí que contiene sistemas haversianos y su 

densidad mineral ósea es similar a la nuestra, por lo que es un modelo adecuado y utilizado 

en la investigación (164). No obstante, tiene un remodelado muy rápido que puede crear 

falsas expectativas (2, 159). 

Es el modelo canino el que más se aproxima a la composición del hueso humano, con una 

densidad mineral ósea similar. La capacidad de remodelación ósea es muy variable (159, 160) 

y, biomecánicamente, el hueso cortical es capaz de soportar mayores fuerzas de compresión. 

Como otros inconvenientes tenemos que son animales caros y demandantes para mantener. 

Finalmente, las cuestiones éticas adicionales hacen que no sea un modelo habitual de 

estudio (2). 

Las ovejas ofrecen la ventaja de poseer un peso corporal similar a las personas adultas y 

tienen huesos largos de dimensiones apropiadas para probar los implantes quirúrgicos 

(2, 164). El hueso de la oveja tiene una macroestructura comparable, también la 

remodelación ósea y la consolidación son similares a las del humano. Sin embargo, desde el 

punto de vista histológico, es diferente (159, 164). Otra característica es que cuando las 

ovejas envejecen, la fisiología ósea se asemeja a la nuestra y aumenta el hueso 

osteoporótico. Por este motivo, podría ser un modelo adecuado para estudio de la 

osteoporosis (2). Tanto la edad como la nutrición deben ser tenidas en cuenta cuando se 

elige este modelo animal para la experimentación.  

Los caballos son unos buenos modelos preclínicos para la regeneración ósea, pues tienen 

remodelación haversiana. Pero la reparación de la fractura no es exactamente igual a la 

humana por tener una rápida expansión perióstica con hueso plexiforme. Son un modelo 

adecuado para estudios de artrosis y otros problemas articulares, sin embargo, tienen el 

inconveniente del elevado coste económico (2). 

Los cerdos se consideran modelos representativos cercanos a nuestra regeneración ósea 

debido a su anatomía, morfología, densidad, capacidad curativa y remodelación. Además, 
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tienen una estructura ósea lamelar similar a la de los seres humanos, aunque con una red 

trabecular más densa. El tamaño del cerdo es relativamente más pequeño, por lo que no se 

pueden usar los mismos implantes (159, 164). Sí que es un buen modelo para probar 

sustitutos óseos en defectos porque su tasa de regeneración ósea es comparable. Son 

animales más difíciles de manejar, dado que son ruidosos y agresivos. A menudo son 

rechazados en favor de otras especies (164). 

Todas estas diferencias que se han descrito entre el tejido óseo de los animales y los 

humanos ponen de manifiesto la complejidad de diseñar un modelo experimental 

completamente extrapolable. La combinación de animales pequeños y grandes tendría que 

ser necesaria para transferir los hallazgos de la investigación básica a la aplicación 

clínica (165). 

Independientemente de las especies, existen otros factores que alteran los resultados, como 

son las propias características demográficas de los animales. Por tanto, debemos tener en 

cuenta la edad y el sexo del animal de experimentación. 

- La edad: afecta tanto a la calidad del hueso como al tiempo de reparación de la fractura. 

 Las mitosis son más lentas en los animales de mayor edad, entran menos células en el 

 ciclo mitótico y se diferencian significativamente menos células precursoras osteogénicas. 

 En cualquier estudio, la edad del animal debe ser cuidadosamente controlada 

 (157, 159, 163, 166). 

- El sexo: los ciclos hormonales de las hembras influyen en el recambio óseo y en la 

 reparación de las fracturas (157, 166). La densidad ósea y el crecimiento encondral se 

 enlentecen durante los ciclos reproductivos y la lactancia. Teniendo en cuenta los 

 diferentes animales, la rata es la especie en la que las hembras se recuperan más rápido al 

 finalizar los ciclos reproductivos (167). En un modelo experimental para el estudio de 

 fracturas, el sexo de los individuos debe ser constante. Se prefiere que los animales sean 

 del sexo masculino para que las fluctuaciones hormonales no influyan en los resultados, 

 salvo en estudios de osteoporosis en los que se elegirán hembras.  

 

2.3.2.2  Diseño del modelo experimental de fractura 

Ya hemos visto que son diversos los factores dependientes de las características del animal 

que pueden alterar el resultado final del estudio, pero también lo son las diferentes técnicas 

quirúrgicas o implantes utilizados. 
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Fractura abierta o cerrada 

En primer lugar, se puede optar por realizar una fractura abierta o cerrada. Ambos métodos 

tienen sus ventajas e inconvenientes.  

Existen técnicas capaces de producir una fractura cerrada en el hueso del animal, de forma 

que se conserva más vascularización procedente del periostio, musculatura y tejidos 

circundantes, además de que el hematoma permanece contenido en el lugar de la 

fractura (168). En contraposición, se pierde precisión, resulta más difícil realizar la fractura 

siempre en el mismo segmento óseo, evitar la conminución o estandarizar la orientación del 

trazo fracturario (169). Si con este método empleamos el enclavado intramedular como 

método de estabilización, vamos a reproducir con bastante fidelidad una consolidación 

secundaria por osificación encondral (157). Aunque son técnicas utilizadas, lo cierto es que 

existen menos modelos cerrados (170-173). 

Si, por el contrario, utilizamos técnicas abiertas, perdemos el hematoma fracturario. De esta 

forma no solo alteramos la consolidación, sino que aumentamos el riesgo de infección. Otra 

desventaja de los modelos abiertos es la necesidad de un abordaje lateral invasivo y un 

mayor daño tisular. Con un método abierto se gana en precisión y reproducibilidad de la 

fractura, además, permite la visualización directa de la alineación ósea y la colocación de los 

implantes quirúrgicos en el mismo acto quirúrgico (159). Estos modelos permiten una fijación 

más rígida comparada con los modelos cerrados, lo que nos puede interesar según el modelo 

que busquemos (170). 

Método de realización de la fractura 

También debemos tener en cuenta el método de creación de la fractura. En los métodos 

cerrados la fractura se realiza utilizando un sistema de flexión de tres puntos, que tiene su 

origen en la guillotina de tres apoyos descrita por primera vez por Einhorn y Bonnarens (172) 

(figura 9). Después lo han empleado otros autores ideando dispositivos similares que aplican 

una fuerza lateral a la diáfisis del fémur (170, 174, 175). Como es lógico, el procedimiento es 

menos reproducible, ya que el fémur no está expuesto y se deben usar puntos de referencia 

óseos para colocar el elemento de impacto sobre la diáfisis. En contraposición, se produce 

menor daño de los tejidos blandos y la fractura va a tener más estabilidad inherente a la 

envoltura muscular (159). 
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Figura 9. Esquema representativo del sistema de flexión de tres puntos, que tiene su origen en la guillotina de 

tres apoyos descrita por Einhorn y Bonnarens. Imagen tomada de Gunderson 2020 (169). 

 

En los métodos abiertos va a influir la herramienta empleada, se puede usar una sierra de 

Gigli (176), una sierra oscilante (177) o una fresa (178). Esta osteotomía crea una fractura 

más limpia y controlada, pero la reacción del tejido óseo difiere a la producida por la fractura 

y puede alterar la consolidación (157). En el caso de la sierra oscilante, la generación de calor 

puede provocar necrosis tisular. El modelo de osteotomía debe utilizarse con precaución en 

investigación, puesto que puede implicar una diferencia en la curación histológica y 

biomecánica (159). 

Técnicas de estabilización 

Por último, hay que tener en cuenta las diferentes técnicas de estabilización. Si utilizamos 

técnicas de fijación rígida, como las placas, predominará la consolidación intramembranosa; 

si optamos por una fijación elástica, mediante enclavado o fijador externo, predominará la 

consolidación encondral. Teniendo esto en cuenta, elegiremos el método de fijación que nos 

interese para el modelo experimental (163, 168). 

Los fijadores externos son un tipo de fijación muy utilizada. Su ventaja fundamental es que, 

al implantarse lejos del del foco de fractura, no interfieren con la evaluación radiológica, 

histológica o biomecánica (159, 177). Además, se pueden retirar fácilmente, prácticamente 

sin manipular la región a estudio. Los inconvenientes de su uso a largo plazo están asociados 

al riesgo de infección y osteolisis (179). 

Dentro de la fijación interna se incluyen la fijación intramedular y las placas de osteosíntesis.  

La fijación intramedular es un método empleado con frecuencia en animales de todos los 

tamaños y permite la reparación indirecta de las fracturas (179-181). Entre estos dispositivos 

incluimos las agujas, clavos o tornillos intramedulares. Sus inconvenientes son la agresión de 

la vascularización endomedular, la interferencia con las evaluaciones radiológicas y la posible 

alteración del foco con la retirada del material (159). Una variación de esta técnica es el 
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denominado pin-clip, que consiste en la asociación de una aguja intramedular con un clip 

externo, de forma que se mantiene el defecto óseo creado o la distracción del foco de 

fractura (169, 181, 182).  

El método de fijación más estable lo proporcionan las placas de osteosíntesis y permiten la 

reparación directa del foco de fractura (176, 183, 184). Sus desventajas son las siguientes: la 

necesidad de una cirugía abierta para su implantación, el aumento del riesgo de infección, la 

eliminación del hematoma fracturario y el daño del periostio. Además, los resultados de los 

estudios biomecánicos podrían verse alterados por el debilitamiento de la cortical debido a 

los orificios de los tornillos (159). Las ventajas de las placas son la estabilidad que 

proporcionan al hueso y que se puede iniciar la carga inmediata de la extremidad tras la 

intervención. 

 

2.3.3  MODELO EXPERIMENTAL DE RETARDO DE CONSOLIDACIÓN Y 

PSEUDOARTROSIS 

Es difícil establecer un marco temporal a partir del cual una fractura no consolidará y esto es 

similar en los animales, además de variable en función de la especie. En humanos, un periodo 

de 6 meses es el aceptado para definir la no unión o pseudoartrosis. Si consideramos que el 

tiempo de consolidación normal es de 8 semanas en huesos largos, la pseudoartrosis es casi 

tres veces superior al tiempo requerido para la consolidación normal. 

En el caso de los ratones, debido al gran potencial que tienen para la reparación ósea, el 

desarrollo de un modelo reproducible de pseudoartrosis es exigente. Se requieren alrededor 

de 4 semanas para una consolidación ósea normal, por tanto, la pseudoartrosis debe ser 

definida como fracaso de la consolidación después de un periodo de tiempo tres veces 

superior, es decir, 12 semanas. En ratas es de 15 semanas. Estas definiciones son acordes con 

los modelos de pseudoartrosis descritos (157). 

Se pueden diferenciar tres tipos de modelos en función del objetivo del estudio: retardo de 

consolidación, pseudoartrosis hipertrófica o pseudoartrosis atrófica. Se han publicado 

multitud de modelos experimentales, con tasas de éxito dispares. 

 

2.3.3.1  Modelo de retardo de consolidación 

De nuevo, el problema de diseño de estos modelos es la falta de consenso sobre qué se 

considera retardo de consolidación. Para que un modelo animal sea considerado adecuado, 

es necesario que haya un grupo control en el que se demuestre que se han superado los 

plazos de tiempo de consolidación para esa misma fractura. Se han publicado pocos modelos 

que cumplan estas premisas, dado que es el modelo más difícil de conseguir (157). 
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2.3.3.2  Modelo de pseudoartrosis hipertrófica 

Tampoco hay muchos animales que hayan conseguido un modelo estable de pseudoartrosis 

hipertrófica, demostrada radiológica e histológicamente. La mayor parte de los estudios 

lograron pseudoartrosis atróficas.  

El primer informe de un método fiable para desarrollar pseudoartrosis de fracturas en 

ratones es el realizado por Oetgen y colaboradores en 2008 (185), es el modelo que hemos 

elegido para nuestro estudio. Hietaniemi utiliza previamente un modelo en ratas en el que 

logra la pseudoartrosis mediante una fijación inestable asociada a una cauterización 

semicircunferencial del periostio (186). Siguiendo estos modelos, lo más probable es que se 

desarrolle una pseudoartrosis hipertrófica. Otro modelo de pseudoartrosis hipertrófica es el 

descrito por Cullinane, quien realiza una osteotomía en ratas de 3 mm estabilizada con 

fijador externo y a la que aplica una tensión de flexión diaria (187). 

 

2.3.3.3  Modelo de pseudoartrosis atrófica 

Para establecer un modelo experimental de pseudoartrosis atrófica, debemos añadir algo 

más a la osteotomía para impedir la consolidación. Esto lo podemos conseguir con varios 

procedimientos: 

- Interposición de un material extraño a la fractura: se interpone en el foco de fractura un 

material que impida la consolidación. Fue uno de los primeros métodos en utilizarse, pero su 

reproducibilidad es limitada y sus resultados inconsistentes. El modelo de Azad interpone 

una esponja de colágeno (188), Fujita interpone músculo (189) y Schmidhammer interpone 

una lámina de silicona (183). 

- Agresión térmica o química: se basa en lesionar el periostio bien por cauterización, lesión 

térmica por fresa de alta velocidad o mediante algún procedimiento químico. De esta forma 

se altera el potencial biológico y se simula la pseudoartrosis atrófica. 

Son ejemplos de estos modelos los realizados por los siguientes autores. Geris crea la 

fractura con una fresa de alta velocidad provocando un aumento de temperatura a nivel del 

foco que destruye el periostio circundante (190), mientras que Minkwitz emplea un disco de 

diamante (175). El modelo de Kokubu está basado en el modelo de Bonnarens-Einhorn para 

crear una fractura femoral cerrada, en el grupo que va a inducir pseudoartrosis abre a nivel 

del foco y realiza una cauterización del periostio. Posibles limitaciones a esta técnica son una 

adicional necrosis térmica del hueso cortical cercano a la fractura y variaciones en la 

disección de los tejidos blandos durante el procedimiento quirúrgico abierto (191). 

Hietaniemi desarrolló un modelo de pseudoartrosis en ratas basado en la inestabilidad 

rotacional y cauterización del periostio (186). En el modelo de Oetgen, el periostio lateral se 
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cauteriza 2 mm proximal y distal a la fractura creada, asegurándose de que el periostio 

medial no se lesiona y así evitar la total devascularización de la fractura. A pesar de la lesión 

perióstica, este modelo se describe como pseudoartrosis hipertrófica debido a la 

inestabilidad proporcionada por la fijación de los fragmentos (185). 

- Eliminación del foco de fractura: puede realizarse mediante una irrigación continua del 

foco para eliminar el hematoma fracturario (157, 192) o mediante reintervención quirúrgica 

con el objeto de eliminar el tejido reparativo. Este último ha conseguido buenos resultados, 

pero tiene el inconveniente de que los animales deben someterse a una segunda cirugía 

(159, 193). 

- Creación de un defecto óseo segmentario: consiste en la eliminación de un segmento 

óseo de tamaño variable, según los estudios. En general, en el modelo murino, el defecto se 

puede clasificar en defecto óseo menor (inferior a 3 mm) y defecto óseo crítico (de 3 a 

8 mm). Como ejemplo de defecto óseo menor tenemos los modelos de Einhorn, Kaspar, 

García y Pérez Núñez (172, 179, 194, 195); como ejemplo de defecto óseo crítico, los 

modelos de Hsu, Zhang y Mehta (166, 179, 196, 197). Son modelos ampliamente utilizados y, 

en ocasiones, combinan una resección o daño térmico del periostio. Hay autores que no 

recomiendan esta asociación, porque es difícil distinguir entre el defecto óseo y la lesión de 

los tejidos blandos como causantes de la alteración de la consolidación (157). La realidad es 

que la mayor parte de los defectos óseos menores la asocian, porque la osteotomía por sí 

sola no suele ser suficiente para impedir la consolidación. 
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3  JUSTIFICACIÓN 

Debido al envejecimiento de la población y el aumento de enfermedades crónicas como la 

osteoporosis y la diabetes, no solo están en aumento las fracturas, sino el porcentaje de 

estas mismas que desarrollarán complicaciones como el retardo de consolidación o la 

pseudoartrosis. Todo ello supone una gran impacto clínico, social y económico. 

La consolidación del hueso después de una fractura no es un proceso de cicatrización, más 

bien se asemeja a una regeneración tisular, formando un tejido óseo semejante al original. 

Esto indica que las células y señales moleculares que conducen a la formación del nuevo 

tejido están todavía presentes en el hueso adulto, de ahí la importancia que tienen las MSCs. 

Giannoudis describió el “concepto de diamante” para interrelacionar los factores implicados 

en la consolidación de las fracturas. Nuestra propuesta de tratamiento corresponde a la 

punta del diamante que hace referencia al ambiente biológico, en concreto, a las células 

osteogénicas. Las células precursoras de los osteoblastos son las células madre 

mesenquimales, cuya fuente natural es la médula ósea. 

El tratamiento de la pseudoartrosis es un reto para traumatólogos y cirujanos ortopédicos 

debido a la complejidad de su abordaje. Por este motivo se buscan terapias alternativas a los 

tratamientos estándar como el aporte de injerto óseo autólogo. Uno de estos tratamientos 

es el basado en terapias celulares. Las MSCs son células multipotentes y pueden diferenciarse 

a osteoblastos, pero también a adipocitos o condrocitos. Es por esta razón por la que son 

candidatas de gran interés para la medicina reparativa.  

Las MSCs pueden aislarse fácilmente a partir de las células mononucleares presentes en los 

lavados o aspirados medulares, pudiendo mantenerse en cultivo, lo que permite su 

expansión. Mediante la diferenciación de estas células hacia precursores osteoblásticos y, 

posteriormente, hacia osteoblastos maduros, serán capaces de reparar los defectos 

esqueléticos. 

La función de las MSCs humanas se estudia habitualmente en trasplantes realizados en 

roedores. Se sabe que estas células son capaces de formar tejido óseo en el tejido celular 

subcutáneo de ratones y ahora se va a estudiar la capacidad de consolidación en un modelo 

de fractura femoral en ratones NOD/SCID.  

Una opción es la administración de las MSCs por vía intravenosa, tras lo cual, las células 

circulan por todo el organismo. Después hay que estudiar su tropismo hacia el sitio diana, en 

nuestro caso, la fractura. Para facilitar el proceso, también se prueba la inyección de las MSCs 

directamente en el foco de fractura.  
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Por otra parte, vamos a comparar el origen de las MSCs humanas, que pueden aislarse de 

pacientes con fractura osteoporótica de cadera o de pacientes con coxartrosis. No está claro 

si las MSCs de pacientes con osteoporosis podrían ser adecuadas en estrategias de terapia 

celular, ya que el número y la actividad de los precursores osteogénicos pueden estar 

disminuidos. Mientras que las que tienen su origen en pacientes con artrosis no deberían 

tener alterado su potencial regenerativo. 

Este trabajo tiene por objeto el estudio de una línea de tratamiento de las fracturas o sus 

complicaciones, mediante una terapia basada en células formadoras de tejido óseo como son 

las células madre mesenquimales. 
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4  HIPÓTESIS Y OBJETIVOS 

HIPÓTESIS DE TRABAJO 

La hipótesis general de este estudio es que las células madre mesenquimales cultivadas 

in vitro tienen capacidad regenerativa en la consolidación de fracturas. 

 

OBJETIVOS 

Objetivo general: 

1. Valorar la consolidación ósea en un modelo experimental de fractura femoral, mediante 

la inyección sistémica o local en el foco de fractura, de MSCs cultivadas in vitro de 

cabezas femorales de pacientes con fractura osteoporótica o coxartrosis. 

Objetivos específicos: 

1. Diseñar un modelo experimental de fractura diafisaria femoral en ratones NOD/SCID, 

apropiado para la valoración del tratamiento con MSCs humanas. 

2. Valorar la consolidación ósea del modelo experimental mediante estudio radiológico por 

micro-TC. 

3. Valorar la consolidación ósea del modelo experimental mediante estudio histológico. 

4. Valorar la correlación entre el estudio radiológico y el histológico. 

5. Valorar la diferencia en la consolidación ósea de los grupos en los que se inyectan MSCs 

cultivadas in vitro, respecto a los grupos control en los que no se inyectan células. 

6. Valorar la diferencia en la consolidación ósea de las MSCs cultivadas in vitro en función 

de la vía de administración, sistémica o local en el foco de fractura. 

7. Valorar la diferencia en la consolidación ósea de las MSCs cultivadas in vitro de pacientes 

con fractura osteoporótica de cadera, respecto a las obtenidas de pacientes con 

coxartrosis.  
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5  MATERIAL Y MÉTODOS 

A continuación, se expone la creación del modelo experimental de fractura, los tratamientos 

practicados a los animales con las células mesenquimales, los estudios realizados y la 

metodología para el análisis de los datos obtenidos. Esta investigación fue financiada 

mediante una beca del Instituto de Salud Carlos III, PI16/00915 (véase anexo I). 

 

5.1  DISEÑO DEL MODELO EXPERIMENTAL 

5.1.1  ELECCIÓN DEL ANIMAL Y LA ESPECIE 

La primera etapa del proyecto fue el diseño del modelo experimental, para lo que el primer 

paso fue decidir el animal y la cepa a utilizar en nuestro experimento. Esto nos llevó a la 

elección de ratones NOD.CB17-Prkdc scid/J, también conocidos como NOD/SCID, obtenidos 

de Jackson Laboratories (Bar Harbor, ME, USA).  

Las características favorables a la hora de trabajar con ratones son, como ya se ha 

comentado, su asequibilidad y accesibilidad, además de tener una tasa de reproducibilidad 

alta. Además, el tiempo de consolidación de las fracturas es breve, lo que permite estudiar 

un número adecuado de individuos en un tiempo razonable. En cuanto al manejo en el 

estabulario, son animales higiénicos y el personal está familiarizado con sus cuidados, puesto 

que son ampliamente utilizados en experimentación animal. 

La elección de una cepa de ratones inmunodeficientes fue debida a que son idóneos para 

experimentos de transferencia celular, porque íbamos a administrar células humanas 

primarias sin que mostraran rechazo inmunológico. La cepa NOD.CB17-Prkdc scid/J es una 

cepa de modelo de ratón endogámico que se caracteriza por presentar una 

inmunodeficiencia muy grave. La mutación “scid” (severe combined immunodeficiency) es 

autosómica recesiva y apareció espontáneamente en el año 1980 en el Fox Chase Cancer 

Center de Filadelfia (Estados Unidos). Se trata de un gen de reparación del ADN llamado 

Prkdc (protein kinase, DNA activated, catalytic polypeptide) lo que bloquea la diferenciación 

temprana de los linfocitos B y T. Los ratones homocigotos scid/scid (ratones SCID), cuya 

apariencia externa es normal, poseen niveles muy bajos o directamente carecen de 

inmunoglobulinas en suero. Los ganglios linfáticos, el bazo y el timo son anormalmente 

pequeños y rudimentarios, y carecen de linfocitos y células plasmáticas. La ausencia de 

células B y T maduras explica la incapacidad de estos animales de generar una respuesta 

inmune, tanto humoral como celular. El término “NOD” (non obese diabetes) de la cepa hace 

referencia a una línea consanguínea de ratones que desarrolla de forma espontánea una 

patología muy similar a la diabetes tipo I humana, solo que aquí no se desarrolla por la 

alteración de la inmunidad. Debido a la inmunodeficiencia que presentan estos ratones, 
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deben manipularse en condiciones de esterilidad, empleando campana de flujo laminar y 

utilizando comida y bebida esterilizada. 

Otra característica de los ratones NOD/SCID es que son albinos, por lo que su pelaje es 

completamente blanco, además han sido descritos como animales muy activos y nerviosos, 

se reproducen bien y tienen camadas grandes. 

 

5.1.2  CREACIÓN DEL MODELO EXPERIMENTAL DE FRACTURA FEMORAL EN 

RATONES NOD/SCID 

En primer lugar, se realizó un estudio piloto con animales que no se incluyeron en los análisis 

definitivos. Todo ello con la finalidad de evaluar el modelo teórico diseñado previamente y 

perfeccionar la técnica quirúrgica. 

Nuestro propósito fue la creación de un modelo experimental de fractura con un ambiente 

mecánicamente inestable, además de alterar varios aspectos biológicos de la consolidación 

de la fractura. Se resumen en los siguientes puntos: 

- Abordaje quirúrgico abierto para la creación de la fractura, lo que implica la pérdida del 

 hematoma fracturario. 

- Realización de la fractura a nivel de la diáfisis femoral. Esta es una localización anatómica 

 propensa al desarrollo de alteraciones en la consolidación debido a sus características 

 histológicas, biomecánicas y de vascularización. 

- Fijación inestable de la fractura mediante un implante intramedular no bloqueado. 

- Alteración de la vascularización endóstica debida al dispositivo intramedular. 

- Cauterización del periostio a nivel del foco de fractura como lesión añadida a la alteración 

 de la consolidación. 

El modelo elegido fue descrito por Oetgen y colaboradores en 2008 (185). Para la realización 

de la fractura se empleó un abordaje lateral del fémur derecho, al que se practicó una 

osteotomía completa en su tercio medio realizada mediante corte con un bisturí del 

número 15. Posteriormente, se sintetizó la fractura mediante enclavado retrógrado con aguja 

de 27 G. Tras la osteosíntesis, se cauterizó el periostio alrededor de la osteotomía para 

ralentizar la consolidación. 

Uno de los problemas que nos encontramos fue la realización de la osteotomía. El fémur del 

ratón es muy pequeño y su diámetro a nivel diafisario es de 2 a 2.5 mm, por lo que no 

disponíamos de una sierra oscilante lo suficientemente pequeña, creando trazos de fractura 
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generalmente conminutos. Finalmente, mediante corte con bisturí del número 15, logramos 

realizar fracturas de trazo transverso simple, de forma reproducible.  

En otros modelos de fractura se utilizan murinos como las ratas que, aunque también de 

pequeño tamaño, permiten el alojamiento en el fémur de implantes de mayores 

dimensiones, como tornillos o fijadores externos. Estos dispositivos confieren más estabilidad 

a la fractura. El canal medular femoral del ratón NOD/SCID es tan pequeño que solo podía 

albergar una aguja fina de 27 G. El inconveniente de las agujas es que, aunque confieren 

alineamiento de los extremos óseos y cierta estabilidad anteroposterior y mediolateral, no 

proporcionan estabilidad rotacional.  

Nosotros estábamos condicionados al empleo de estos animales para poder albergar los 

implantes de células humanas. A pesar de que es una osteosíntesis inestable, los animales 

consolidaron sin deformidad residual.  

Otras diferencias anatómicas entre el fémur del humano y el ratón hacen que se planteen 

problemas técnicos en la ejecución del enclavado. En la práctica clínica, el enclavado femoral 

se suele realizar por abordaje anterógrado, mientras que el abordaje retrógrado se emplea 

para fracturas femorales distales, politraumatizados o cuando existen problemas de inserción 

a nivel del trocánter mayor. Las características anatómicas de la cadera del ratón 

imposibilitan su inserción anterógrada, ya que el trocánter mayor es muy estrecho en el 

plano anteroposterior. Se eligió un abordaje desde el foco de fractura de forma anterógrada 

hacia el fragmento distal, hasta que la aguja sale por la rodilla en la región intercondílea. 

Después se avanzó la aguja en sentido retrógrado, reduciendo la fractura y estabilizando 

ambos fragmentos. Al igual que en las inserciones retrógradas puras desde la rodilla, son 

técnicas más sencillas, pero pueden provocar protrusión de la aguja intramedular a través de 

la articulación si el implante se moviliza. En la figura 10 se muestra un ejemplo de esta 

complicación. 

   

 

 

 

 

 

 

Figura 10 A-B. (A) Ratón con movilización de la aguja y protrusión a nivel de la rodilla. (B) Fémur una vez 

extraído para estudio donde se aprecia la movilización de la aguja. 

Fig. 10 B Fig. 10 A 
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5.2  GRUPOS EXPERIMENTALES 

Todas las fases de la experimentación animal (recepción, cría, intervención quirúrgica, 

reanimación, mantenimiento hasta el sacrificio y eutanasia) se realizaron en el Servicio de 

Estabulación y Experimentación Animal (SEEA) de la Universidad de Cantabria. En lo 

referente al manejo, salud y bienestar de los animales se rigen por el Real Decreto 53/2013 y 

por la normativa de la Comunidad Autónoma de Cantabria. El proyecto de investigación 

animal fue aprobado por la Consejería de Ganadería y por el Comité de Bioética de la 

Universidad de Cantabria, n.º de registro 2016/14 (véase anexo II). 

Ya se ha comentado que se escogió como animal de experimentación al ratón macho de cepa 

NOD/SCID, en concreto, NOD.CB17-Prkdc scid/J (Jackson Laboratories, Bar Harbor, ME, USA). 

Posteriormente, para facilitar la coordinación de fechas entre tener MSCs disponibles en 

cultivo y ratones de la edad adecuada, mantuvimos y criamos la colonia de ratones 

NOD/SCID en nuestro estabulario. 

Para el estudio se emplearon 68 ratones que fueron intervenidos a las 8 semanas de edad, 

con un peso entre 24 a 28 gramos. 

Los animales se dividieron de forma randomizada en tres grupos experimentales: Grupo A en 

el que ensayó la administración sistémica de MSCs, Grupo B en el que se ensayó la 

administración local de MSCs y Grupo C en el que se ensayó la administración sistémica de 

MSCs fucosiladas. Dentro de cada grupo se establecieron otros subgrupos de la forma 

siguiente: 

- Grupo A o Grupo de administración sistémica de MSCs: formado por 29 ratones, a su vez, 

divididos en:       

- Grupo A1 o Grupo control de administración sistémica: formado por 13 ratones a 

los que se inyectaron 0,1 ml de suero salino sin células. 

- Grupo A2 o Grupo fractura osteoporótica de administración sistémica: formado 

por 8 ratones a los que se inyectaron 106 MSCs resuspendidas en 0,1 ml de suero 

salino, cultivadas in vitro de pacientes con fractura osteoporótica. 

- Grupo A3 o Grupo artrosis de administración sistémica: formado por 8 ratones a los 

que se inyectaron 106 MSCs resuspendidas en 0,1 ml de suero salino, cultivadas 

in vitro de pacientes con artrosis. 

La administración intravenosa de las MSCs, aunque se había previsto inicialmente que fuera a 

través de la vena de la cola, se sustituyó por inyección en el seno venoso retroorbitario. Se 

decidió así para que su administración resultara más sencilla y reproducible, dado que los 

vasos de la cola eran de tamaño muy reducido. Se llevaron a cabo en el segundo día 

postoperatorio. 
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- Grupo B o Grupo de administración local de MSCs: formado por 30 ratones, a su vez, 

divididos en: 

- Grupo B1 o Grupo control de administración local: formado por 11 ratones a los 

que se inyectaron 0,1 ml de suero salino sin células. 

- Grupo B2 o Grupo fractura osteoporótica de administración local: formado por 9 

ratones a los que se inyectaron 106 MSCs resuspendidas en 0,1 ml de suero salino, 

cultivadas in vitro de pacientes con fractura osteoporótica. 

- Grupo B3 o Grupo artrosis de administración local: formado por 10 ratones a los 

que se inyectaron 106 MSCs resuspendidas en 0,1 ml de suero salino, cultivadas 

in vitro de pacientes con artrosis. 

En este grupo, las células fueron administradas directamente en el foco de fractura femoral, 

en el mismo acto quirúrgico. 

- Grupo C o Grupo de administración sistémica de MSCs fucosiladas: formado por 

9 ratones, a su vez, divididos en: 

- Grupo C1 o Grupo control de MSCs: formado por 4 ratones a los que se inyectaron 

106 MSCs resuspendidas en 0,1 ml de suero salino, cultivadas in vitro de pacientes 

con fractura osteoporótica o artrosis. 

- Grupo C2 o Grupo de MSCs fucosiladas: formado por 5 ratones a los que se 

inyectaron 106 MSCs fucosiladas resuspendidas en 0,1 ml de suero salino, cultivadas 

in vitro de pacientes con fractura osteoporótica o artrosis. 

Al igual que en el grupo A, las células fueron administradas de forma sistémica a través del 

seno retroorbitario, en el segundo día postoperatorio. 
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5.3  AISLAMIENTO, CULTIVO Y DIFERENCIACIÓN OSTEOGÉNICA DE 

CÉLULAS MADRE MESENQUIMALES DE MÉDULA ÓSEA HUMANAS 

5.3.1  AISLAMIENTO Y CULTIVO DE LAS MSCs 

Las MSCs se obtuvieron de tejido óseo de la cabeza femoral de pacientes sometidos a cirugía 

de sustitución protésica de cadera, bien por fractura de cadera osteoporótica o por artrosis 

de cadera. Los pacientes donantes de MSCs fueron intervenidos en el Hospital Universitario 

Marqués de Valdecilla, dando su consentimiento informado por escrito para la extracción de 

MSCs (véase anexo III). El estudio fue aprobado por el Comité de Ética en Investigación 

Clínica de Cantabria, Cód. 2016-0159 (véase anexo IV). 

La media de edad de los donantes fue de 82.65 años en el grupo de osteoporosis (rango 

53-93) y de 71.78 años en el grupo de artrosis (rango 60-95). Se excluyeron fracturas por alta 

energía, osteoporosis secundaria o artrosis secundaria.  

De la parte central de la cabeza femoral se extrajeron cilindros de hueso trabecular con un 

trócar de 8 mm de diámetro (figura 11), a los que posteriormente se retiró la parte 

subcondral y el borde fracturario.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 11 A-B. (A) Cabeza femoral y fragmentos de cuello femoral. (B) Trócar de 8 mm para la extracción de 

cilindros óseos. 

 

Se realizaron lavados con 50 ml de tampón fosfato salino (PBS) para así obtener una 

suspensión celular que se separó mediante gradiente de densidad con LymphoprepTM 

(Stemcell Technologies, Vancouver, Canadá) por centrifugado. La capa mononuclear que se 

Fig. 11 A 

Fig. 11 B 
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formó en la interfase entre la fase acuosa y la capa de Lymphoprep, es la que se recuperó y 

se lavó con PBS. Finalmente, se cultivó en frascos de cultivo de poliestireno con Dulbecco’s 

modified Eagle’s medium (DMEM®; Sigma-Aldrich que ahora es Merck KGaA, Darmstadt, 

Germany), alto en glucosa 4.5 g/L, L-glutamina, piruvato de sodio, bicarbonato de sodio y 

rojo fenol. Este medio se suplementó con 10 % de suero bovino fetal (SBF), 1 % de penicilina-

estreptomicina (10,000 unidades de penicilina y 10 mg estreptomicina por mL en 0.9 % NaCl) 

y 1 % de anfotericina B (250 μg/mL), (todos de Merck KGaA, Darmstadt, Alemania). 

 Al alcanzar una confluencia del 80 % es cuando se realizaron los experimentos de 

diferenciación celular. Solo se utilizaron células de los 2 primeros pases. 

En la figura 12 se muestra la incubadora de nuestro laboratorio con los frascos de cultivo 

conteniendo las MSCs. En la figura 13 se muestran varias preparaciones de los cultivos 

celulares en diferentes fases de maduración observadas mediante microscopio óptico. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 12. Frascos de cultivo con MSCs en la incubadora. 

 

 

 

 

 

 

 

Fig. 12 
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Figura 13 A-D. Células mesenquimales cultivadas en nuestro laboratorio en diferentes fases de maduración y 

magnificación en microscopio óptico. (A) Fase inicial (200 x), (B) fase inicial (100 x), (C) fase de maduración 

(200 x), (D) fase de maduración (100 x). 

 

5.3.2  DIFERENCIACIÓN OSTEOGÉNICA DE LAS MSCs 

Las MSCs se sembraron con una densidad de 2 x 104 células/cm2 en placas de 12 pocillos y se 

mantuvieron en cultivo durante 1-2 días hasta alcanzar la confluencia. Entonces se añadió el 

medio de inducción osteogénica. Este medio estaba compuesto por DMEM® suplementado 

con 10 % de suero bobino fetal (SBF), 100 nM de dexametasona, 50 µM de ácido ascórbico y 

10 mM de glicerol 2-fosfato (todos de Merck KGaA, Darmstadt, Alemania). El medio se 

cambió tres veces por semana durante un total de tres semanas.  

Comprobamos que bajo estas condiciones las células se diferenciaron hacia osteoblastos y 

formaron una matriz mineralizada, como se puso de manifiesto con la tinción rojo de alizarín 

al 2 % (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA). También se evaluó la actividad de la 

fosfatasa alcalina en los lisados celulares (198). 

La obtención de las células, el cultivo y su caracterización se realizaron en el Laboratorio de 

Investigación Médica Traslacional de la Facultad de Medicina.  

Fig. 13 A 

Fig. 13 C 

Fig. 13 B 

Fig. 13 D 
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5.4  FUCOSILACIÓN 

5.4.1  PROTOCOLO DE FUCOSILACIÓN 

Se utilizó la fucosiltransferasa VII para fucosilar los receptores de membrana CD44 de las 

células madre mesenquimales humanas de médula ósea. Los reactivos necesarios para el 

protocolo fueron los siguientes: 

- Solución de Hank o Hank´s Balances Salt Solution (HBSS), sin magnesio ni calcio 

(Sigma Aldrich, St Louis, MO, USA). 

- Tampón HEPES 1 M (HEPES Solution BioXtra, Sigma Aldrich, St Louis, MO, USA). 

- Albumina humana (Albutein® 20 %, Grifols, Barcelona, España). 

- Proteína recombinante humana Fucosiltransferasa VII (RnDSystems, Minneapolis, 

MN, USA). 

- GDP-Fucosa (Sigma Aldrich, St Louis, MO, USA). 

- Anticuerpo para citómetro HECA-452 (BDBiosciences, San José, CA, USA), que es un 

anticuerpo monoclonal de rata, antiantígeno de linfocito cutáneo humano marcado 

con ficoeritrina. 

Se siguieron los pasos que se de detallan a continuación: 

1. Preparación de tampón Fucosiltransferasa VII: para la preparación de 1 ml se 

añadieron 985 µL de HBSS, 5 µL de Albumina Humana y 10 µL de HEPES 1 M. 

2. Preparación de la reacción de fucosilación: las MSCs humanas se resuspendieron en 

PBS y se cogieron 106 células que se centrifugaron en un tubo Falcon de 50 ml. A 

continuación, se retiró el sobrenadante por decantación y se dejó escurrir boca 

abajo el resto de líquido. Sobre el pellet celular se añadió la reacción completa de 

fucosilación compuesta por 47.35 µL de tampón Fucosiltransferasa VII, 1 µL de 

GDP-Fucosa y 1.65 µL de Fucosiltransferasa VII. Las células se incubaron a 37º C 

durante 1 hora, agitando suavemente cada 10 minutos, además hubo que añadir 

HEPES (5 µl cada vez, diluido en tampón 1/10) cada 20 minutos para evitar la 

acidificación del medio.  

3. Finalización de la reacción: pasado ese tiempo, la reacción se cortó con 10 ml de PBS 

y se centrifugó a 1,500 rpm durante 5 minutos. Posteriormente se decantó el 

sobrenadante. 
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5.4.2  VERIFICACIÓN DE LA FUCOSILACIÓN 

Tras la exofucosilación, se separaron 105 células que se resuspendieron en 96 µL de PBS con 

suero (1 %), a lo que se añadió 4 µL de anticuerpo HECA-452. La preparación se incubó 15 

minutos en ausencia de luz. Se volvieron a lavar las células con 3 ml de PBS con suero (1 %), 

se centrifugaron y se resuspendieron en 300 µL de PBS para luego pasar a un volumen fijo 

para el citómetro. 

Se empleó un citómetro de flujo para verificar que las células se habían fucosilado (figura 14). 

Los controles realizados fueron:  

- Células sin anticuerpos, no fucosiladas. 

- Células con HECA-452, no fucosiladas. 

- Células con HECA-452, fucosiladas. 

 

Figura 14 A-B. Verificación de la fucosilación de las MSCs con el citómetro de flujo. (A) MSCs sin anticuerpos, no 

fucosiladas. (B) MSCs con anticuerpos, sin y con fucosilación. 

 

5.4.3  PREPARACIÓN DE LAS CÉLULAS FUCOSILADAS PARA INYECCIÓN EN EL 

RATÓN NOD/SCID 

Las células se resuspendieron en 210 µl de medio completo, se pasaron a un tubo Eppendorf 

y se cargaron en una jeringa para la inyección en el ratón NOD/SCID. 

 

MSCs control 

MSCs-Fucosiltransferasa VII 

Fig. 14 A Fig. 14 B 
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5.5  INTERVENCIÓN QUIRÚRGICA 

5.5.1  ANESTESIA Y MANEJO DEL RATÓN NOD/SCID 

La intervención quirúrgica se practicó en una campana de flujo laminar (figura 17) y en 

condiciones de esterilidad en todo momento. Se realizó una anestesia intraperitoneal con 

Ketamina (Ketolar®, Pfizer-España, Alcobendas, Madrid, España) a dosis de 40 mg/Kg y 

Xilacina (Rompun®, Bayer HealthCare, Leverkusen, Alemania) a dosis de 2.5 mg/Kg. Así 

mismo, se administró profilaxis antibiótica mediante Enrofloxacino (Baytril®, Bayer 

HealthCare, Leverkusen, Alemania) a dosis de 10 mg/Kg, también por vía intraperitoneal.  

Como prevención de la hipotermia, la cirugía se realizó sobre una manta eléctrica a 

temperatura de 36º C.  

Al finalizar, para revertir los efectos sedantes, se administró Atipamezol (Antisedan®, Pfizer-

España, Alcobendas, Madrid, España) intraperitoneal a dosis de 0.1 mg/Kg. Como analgésico 

postoperatorio se empleó Buprenorfina (Tecnopren®, Tecnofarma, Ciudad de México, 

México) por vía intraperitoneal a dosis de 0.1 mg/Kg. 

El ratón intervenido se alojó en jaula individual con acceso libre a comida y agua esterilizadas, 

estando bajo la supervisión del personal del animalario. 

En las figuras 15 y 16 se pueden ver los viales de los fármacos administrados y el ratario con 

las jaulas donde se alojaron los animales de experimentación. 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 15. Fármacos empleados en la cirugía.  

Figura 16. Ratario con jaulas individuales para el alojamiento de los animales. 

 

Fig. 15 

Fig. 16 
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5.5.2  TÉCNICA QUIRÚRGICA 

La intervención quirúrgica se efectuó con la utilización de instrumental de microcirugía 

(figura 17) y gafas-lupa quirúrgicas de aumento (3.5x).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 17. Campana de flujo laminar para mantener la esterilidad e instrumental necesario para la cirugía. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig. 17 
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La extremidad posterior derecha del ratón se preparó mediante rasurado y aplicación de 

clorhexidina (Bohmclorh®, Bohm, Fuenlabrada, Madrid, España). Se realizó una incisión 

lateral en la piel a nivel medio-diafisario del fémur, después se seccionó longitudinalmente la 

fascia lata y se disecó de forma roma el rafe entre el músculo vasto lateral y el bíceps femoral 

para realizar un abordaje subvasto lateral (figura 18 A-D).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 18 A-N. Protocolo de intervención quirúrgica. (A) Preparación del ratón mediante rasurado de la 

extremidad. (B) Incisión longitudinal centrada sobre el fémur derecho. (C) Disección entre el músculo vasto 

lateral y el bíceps femoral de forma roma para evitar el sangrado. (D) Detalle de la disección femoral. 

 

 

 

Fig. 18 A 
Fig. 18 B 

Fig. 18 C Fig. 18 D  
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Una vez expuesta la diáfisis femoral procedimos a realizar una osteotomía completa a nivel 

del tercio medio, realizada mediante corte con un bisturí del número 15 (figura 18 E-F).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 18 A-N. Protocolo de intervención quirúrgica. (E) Osteotomía femoral a nivel del tercio medio mediante 

bisturí del número 15. (F) Detalle de la osteotomía femoral. 

 

Posteriormente, se estabilizó la fractura mediante enclavado con aguja 27 G. Se insertó 

desde el foco de fractura haciéndola progresar en sentido distal hasta salir por la región 

intercondílea del fémur, esto fue facilitado por la flexión completa de la rodilla. La aguja se 

cortó por su base y se continuó avanzando distalmente hasta que la parte proximal quedó a 

ras de la osteotomía (figura 18 G-H).  

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 18 A-N. Protocolo de intervención quirúrgica. (G) Inserción de aguja 27 G desde el foco de fractura en el 

fragmento distal, hasta salir por la región intercondílea de la rodilla. (H) La aguja se corta a nivel proximal. 

Fig. 18 G Fig. 18 H 

Fig. 18 E 
Fig. 18 F 
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Se redujo la fractura afrontando los fragmentos, después, se progresó con la aguja en sentido 

retrógrado. Se continuó hasta notar cierta resistencia o tope (150 mm en total), lo que indica 

que nos clavamos en la región trocantérea de la cadera, así se proporciona cierta estabilidad 

y se evita la migración de la aguja. Finalmente, la aguja sobrante se cortó a nivel de la rodilla 

para evitar su protrusión (figura 18 I-J). Debemos asegurarnos de que la extremidad presenta 

una alineación y rotación correcta, que no existe diástasis de la fractura y que el implante no 

interfiere en la movilidad de la rodilla.  

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 18 A-N. Protocolo de intervención quirúrgica. (I) Reducción de la fractura que queda estabilizada con la 

aguja al hacerla progresar intramedularmente en sentido retrógrado. Hay que progresar hasta clavarse en la 

región trocantérea. (J) La aguja sobrante se corta a nivel de la rodilla. 

 

Una vez sintetizado el fémur, se cauterizó el periostio alrededor de la osteotomía con un 

electrocauterio bipolar portátil a 800º C (figura 18 K).  

 

 

 

 

 

 

 

Figura 18 A-N. Protocolo de intervención quirúrgica. (K) Cauterización del foco de fractura con electrocauterio 

bipolar portátil a 800º C. 

Fig. 18 K 

Fig. 18 I 

Fig. 18 J 
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En el grupo B o Grupo de administración local de MSCs, se procedió a la inyección local de las 

MSCs a nivel del foco de fractura. Para evitar la migración de las células, previamente se 

colocó un parche de colágeno de 3 mm2 (Lyostypt®, B. Braun, Melsungen, Alemania) y se 

procedió al cierre de la fascia. Para finalizar, las MSCs se administraron mediante una jeringa 

Omnifix®-F de 1 ml y aguja Sterican® 25 G de 0.50 x 16 mm (todo de B. Braun, Melsungen, 

Alemania). La fascia y la incisión de la piel se cerraron mediante sutura no reabsorbible con 

Prolene® 5-0 (Ethicon, Raritan, NJ, USA) (figura 18 L-N). Posteriormente se aplicó clorhexidina 

(Bohmclorh®, Bohm, Fuenlabrada, Madrid, España) en la piel.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 18 A-N. Protocolo de intervención quirúrgica. (L) Colocación de parche de colágeno de 3 mm2 

(Lyostypt®). (M) Cierre de la fascia e inyección local de las MSCs a nivel del foco de fractura, en el caso del 

Grupo B o Grupo de administración local. (N) Cierre de la incisión de la piel mediante sutura no reabsorbible con 

Prolene® 5-0. 

Como protocolo postoperatorio se permitió la carga inmediata de la extremidad.  

Fig. 18 N Fig. 18 M 

Fig. 18 L 
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5.6  EXTRACCIÓN DE LAS MUESTRAS PARA ESTUDIO 

Los animales se sacrificaron a las 4 semanas de la intervención quirúrgica para la extracción 

de los fémures a estudio. Para realizar el procedimiento, se sedó a los animales mediante 

inhalación de éter dietílico, extra puro, SLR, estabilizado con butilhidroxitolueno (Thermo 

Fisher Scientific, Waltham, MA, USA). Posteriormente, se practicó la eutanasia por 

dislocación cervical. Se procedió a la extracción del fémur intervenido y el contralateral. 

Como dato técnico, hay que puntualizar que no interesa la extirpación exhaustiva de la 

musculatura adherida al foco de fractura, de hecho, es preferible cierta cobertura de partes 

blandas para una mejor imagen radiológica en la micro-TC. La aguja del fémur intervenido no 

se retiró en este momento, sino que su extracción se realizará en el momento del estudio 

histológico. Los fémures se fijaron sobre depresores de plástico (figura 19) con cinta 

adhesiva, en sentido longitudinal y evitando malrotaciones. Se conservaron en tubos Falcon 

de 15 ml sumergidos en formalina al 10 % neutra tamponada (CellPath, Powys, United 

Kingdom) (figura 20). El fémur sano contralateral se utilizó para estudiar la presencia de ADN 

humano en el hueso del ratón y poder confirmar la migración de las MSCs al tejido diana. 

Además, en los grupos de administración sistémica de MSCs, se procedió a la extirpación de 

pulmones e hígado. También se realizó para valorar la existencia de material genético 

humano en los ratones NOD/SCID. Para ello, se realizó una incisión en línea media que 

permitió el acceso a las dos cavidades, torácica y abdominal. Igualmente, los órganos 

extraídos se conservaron en formalina al 10 % hasta su estudio. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 19. Fémur extirpado sin retirar la aguja y colocado sobre depresor.  

Figura 20. Tubos Falcon donde se conservan los fémures sumergidos en formalina al 10 %. 

 

Fig. 20 

Fig. 19 
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5.7  ESTUDIO RADIOLÓGICO 

5.7.1  PROTOCOLO DE REALIZACIÓN DE MICRO-TC, RECONSTRUCCIÓN Y 

ANÁLISIS DE LAS IMÁGENES 

El estudio radiológico para valorar la consolidación de las fracturas se realizó mediante 

micro-TC, de acuerdo con los protocolos previamente publicados como el de Campbell (199). 

El modelo de escáner utilizado fue el SKYSCAN 1172 de la marca BRUKER® (Kontich, Bélgica) y 

un software de captación de datos SKYSCAN 1172 µCT, también de BRUKER® (Kontich, 

Bélgica) (figura 21). El análisis de los fémures se llevó a cabo en el Laboratorio de la División 

de Ciencia e Ingeniería de los Materiales (LADICIM) de la Escuela Superior de Ingenieros de 

Caminos, Canales y Puertos de Santander. 

 

 

Figura 21. Equipo Micro-TC SKYSCAN 1172 de BRUKER®.   

Figura 22. Ejemplo de radiografía obtenida durante la fase de escaneo. 

 

El estudio mediante micro-TC consta de tres etapas: escaneo, reconstrucción y análisis.  

1. Escaneo y adquisición de datos 

El fémur del ratón se colocó en el soporte de micro-TC dentro de un tubo de plástico en 

posición vertical. De esta forma se expuso ante la fuente de rayos X obteniendo una 

radiografía. Posteriormente, la muestra se hizo girar sobre el eje vertical y se repitió el 

Fig. 21 Fig. 22 
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proceso, obteniendo radiografías longitudinales de la muestra desde las diferentes 

posiciones. Para escanear tejido denso como el hueso, la fuente de rayos X se fijó en un 

voltaje de 50 kV, con una intensidad de corriente de 100 µA. En la figura 22 se puede ver un 

ejemplo de la imagen obtenida. 

2. Reconstrucción 

En esta fase del proceso se buscó transformar la información obtenida en el escaneo 

(radiografías longitudinales) en información sobre las secciones transversales de la muestra. 

Para esta tarea se utilizó el software comercial NRecon (ScancoMedical, Brüttisellen, 

Switzerland). Los cortes se realizaron cada 6 µm, generando imágenes de los cortes 

transversales de las muestras de proximal a distal. De esta forma fue posible generar un 

modelo digital 3D, que posteriormente fue analizado.  

3. Análisis 

El análisis se dividió en dos fases, análisis cualitativo y cuantitativo, mediante los softwares 

CTAn® y CTVox®, ambos de BRUKER® (Kontich, Bélgica). 

CTAn® o CT-Analyzer: en este programa se cargó el conjunto de datos de las imágenes y se 

estableció un umbral conocido, de 60-254 unidades Hounsfield (UH), para delimitar la 

absorción de interés (hueso). Se estableció este umbral porque la aguja intramedular 

absorbe el punto máximo de esta escala que son 255 UH. En cada corte transversal se 

delimitó la región de interés interpolando de imagen a imagen, la región de interés incluyó el 

hueso primario más el callo formado. Después de esto, se pasó a realizar un análisis 2D del 

escaneo y obtuvimos diferentes parámetros. En nuestro caso, el parámetro elegido fue el 

cociente BV/TV o Bone Volume / Tissue Volume, es decir, el volumen óseo sobre el volumen 

de tejido total. Este parámetro es proporcional a la masa ósea, como pudimos comprobar en 

el laboratorio con una muestra patrón. 

CTVox®: con este programa el software realizó una reconstrucción 3D del escaneo, de tal 

forma que se obtuvieron cortes en los tres planos del espacio (axial, coronal y sagital). 

Nosotros seleccionamos dos cortes, uno en el plano coronal y otro en el sagital, para valorar 

las cuatro corticales alrededor del callo de fractura. En el corte coronal se tomó como 

referencia la cabeza femoral para la orientación medio-lateral y se seleccionó el corte 

centrado sobre la aguja en su eje longitudinal. En este corte valoramos la consolidación de las 

corticales medial y lateral. Para el corte sagital, tomamos el corte perpendicular al anterior, 

igualmente centrado sobre la aguja, donde valoramos la cortical anterior y posterior. 
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5.7.2  VALORACIÓN DEL ESTUDIO RADIOLÓGICO 

En el estudio 2D utilizando el programa CTAn®, el parámetro estudiado fue el cociente 

BV/TV. Dentro de este parámetro diferenciamos dos valores: BV/TV del callo fracturario más 

la cortical primaria del hueso, es lo que denominamos BV/TV callo + cortical; y BV/TV 

únicamente del callo fracturario, lo que denominamos BV/TV callo. De esta forma se 

obtuvieron sendos valores numéricos que se analizaron posteriormente.  

En el estudio 3D utilizando el programa CTVox®, se valoró la consolidación de las cuatro 

corticales (anterior, posterior, medial y lateral) mediante dos parámetros, la consolidación y 

la corticalización del callo de fractura. Para el estudio de la consolidación se propuso un 

sistema de graduación basado en el número de corticales en los que existió consolidación, es 

decir, se formó un puente óseo entre ambos fragmentos. Esta clasificación se detalla en la 

tabla 1 A, de tal forma que se otorgaron de 0 a 4 puntos en función del número de corticales 

consolidadas. Esta valoración de la consolidación es un método que ha demostrado ser 

reproducible (21) y que se utiliza habitualmente en la clínica. Para valorar la corticalización 

del callo se puntuaron, dentro las corticales consolidadas, aquellas que también se 

corticalizaron. Es decir, el callo de fractura se remodeló y la radiodensidad fue equivalente a 

la densidad de la cortical original. También se otorgó un punto por cada cortical consolidada 

con corticalización, de tal manera que la puntuación máxima no puede ser mayor que el 

número de corticales consolidadas (tabla 1 B). 

 

CONSOLIDACIÓN DEL CALLO          Tabla 1 A 
Nº de corticales consolidadas 
(anterior, posterior, medial, lateral) 

Puntuación 

0 corticales 0 puntos 

1 cortical 1 punto 

2 corticales 2 puntos 

3 corticales 3 puntos 

4 corticales 4 puntos 
 

Tabla 1 A-B. (A) Escalas de graduación para la valoración radiológica de la consolidación y (B) corticalización del 

callo de fractura. 

 

De esta forma se otorgó, a cada animal de experimentación, una puntuación formada por 

dos números. El primero corresponde al número de corticales consolidadas y el segundo, al 

número de corticales consolidadas con corticalización.  

Cada fractura fue valorada de manera ciega por cuatro observadores independientes, sin 

conocer el tratamiento al que se sometieron los animales de experimentación. En caso de 

CORTICALIZACIÓN DEL CALLO        Tabla 1 B 
Nº de corticales consolidadas 
con corticalización 

Puntuación 

0 corticales 0 puntos 

1 cortical 1 punto 

2 corticales 2 puntos 

3 corticales 3 puntos 

4 corticales 4 puntos 
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discrepancia en la valoración, los cortes fueron reevaluados y la puntuación final fue 

alcanzada por consenso. 

En la figura 3 se ilustra, a modo de ejemplo, una de las fracturas con la puntuación otorgada 

para los parámetros consolidación y corticalización. 

 

                            

 

 

 

 

 

 

Figura 23. Imágenes de micro-TC que corresponden a la fractura 106. Las dos primeras son reconstrucciones 

tridimensionales para ver de forma global el callo, las dos últimas corresponden a los cortes coronal y sagital 

donde se valoran las cuatro corticales. La puntuación asignada fue de 4 corticales consolidadas (flechas rojas), 

con 2 de ellas corticalizadas (flechas amarillas). En este caso, la puntuación global de consolidación-

corticalización fue 4-2. 

Fig. 23 
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5.8  ESTUDIO HISTOLÓGICO 

5.8.1  TÉCNICA HISTOLÓGICA 

Para realizar el análisis histológico, los fémures extraídos de los ratones se sometieron a un 

proceso de fijación y descalcificación. En primer lugar, se introdujo la muestra apenas 

extraída, en un fijador compuesto por formalina al 10 % (VWR Quemicals, Radnor, PA, USA). 

Posteriormente, el fémur se pasó a una solución descalcificante para médula ósea (Casa 

Álvarez. Ref. 10-6331, Madrid, España) que contenía ácido clorhídrico (Dako Denmark A/S, 

Glostrup, Dinamarca). La descalcificación del hueso es imprescindible para poder analizarlo 

histológicamente de forma correcta y las muestras se mantuvieron sumergidas el tiempo 

suficiente para que desapareciera la mayor parte del calcio, aproximadamente 24 h.  

Después de este proceso, se extrajeron las agujas intramedulares para proceder a la 

inclusión y formación de bloques de parafina. Las piezas sumergidas en formalina (VWR 

Quemicals, Radnor, PA, USA) se sometieron a concentraciones crecientes de etanol (de 70º a 

96º) (Montplet S.A.U., Barcelona, España) para deshidratar las piezas, posteriormente, se 

clarificaron en xileno (VWR Quemicals, Radnor, PA, USA). Para finalizar, se realizaron cuatro 

incubaciones sucesivas de los fémures en parafina líquida (Sigma-Aldrich, San Luis, MO, USA). 

Todo esto se realizó de forma automatizada con el procesador de tejidos. Tras la infiltración 

completa de la muestra, se vertió la parafina líquida en moldes o cassettes y se introdujo la 

muestra según la orientación deseada de corte. Los bloques de parafina se dejaron solidificar 

sobre una placa fría. 

Una vez obtenidos los bloques (figura 24), se procedió a realizar los cortes con un microtomo 

de rotación (HistoCore Multicut R de LEICA®) a 3 µm de grosor (figura 25). Para que el tejido 

quedara perfectamente extendido, los cortes se depositaron en un baño con agua destilada a 

una temperatura entre 35º y 40º C. Posteriormente, los cortes se recogieron en un 

portaobjetos y se procedió a la tinción con hematoxilina-eosina. 
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Figura 24. Fémur incluido en bloque de parafina. 

Figura 25. Microtomo HistoCore Multicut R de LEICA® realizando los cortes del bloque de parafina. 

 

Para realizar la tinción de hematoxilina-eosina se tiene que realizar un tratamiento previo de 

desparafinado e hidratación. Se empezó por sumergir los cortes en xileno (VWR Quemicals, 

Radnor, PA, USA) para eliminar los restos de parafina y después rehidratarlos en una serie de 

alcoholes en concentración decreciente (100º, 96º y 70º), posteriormente, se lavaron con 

agua destilada para eliminar el exceso de alcohol. Se procedió a la tinción con hematoxilina 

(colorante básico) (Dako Denmark A/S, Glostrup, Dinamarca), para lo que se sumergieron las 

muestras en el colorante durante 10 minutos. Después se lavaron para eliminar el exceso de 

coloración, se pasaron rápidamente por alcohol clorhídrico (Dako Denmark A/S, Glostrup, 

Dinamarca), que se neutralizó en bicarbonato sódico y se volvieron a lavar con agua. 

Finalmente, se sumergieron 30 segundos en eosina (colorante ácido) (Dako Denmark A/S, 

Glostrup, Dinamarca). Para terminar el proceso, se lavaron en agua, se volvieron a pasar por 

una serie de alcoholes en concentración creciente (70, 96º y 100º) para deshidratar y se 

terminó de nuevo en xileno. Esto se realizó de forma automatizada con la máquina LEICA® 

Autostainer XL. 

Una vez teñidas las muestras, se protegieron con un cubreobjetos para su posterior 

observación con el microscopio óptico. Se tomaron varios cortes de cada muestra, eligiendo 

siempre los más centrales de la pieza, de forma que permitieran la valoración del foco de 

fractura y dos corticales. En la figura 26 se pueden ver unos ejemplos de las preparaciones 

histológicas. 

 

  

Fig. 24 

Fig. 25 
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Figura 26. Preparaciones histológicas en los portaobjetos una vez teñidas con hematoxilina-eosina. 

 

5.8.2  VALORACIÓN DEL ESTUDIO HISTOLÓGICO 

Los cortes histológicos fueron evaluados mediante microscopio óptico por un 

anatomopatólogo sin conocer el tratamiento realizado al ratón NOD/SCID, es decir, siguiendo 

un protocolo de enmascaramiento doble ciego.  

El callo de fractura se evaluó mediante dos escalas numéricas semicuantitativas. La 

clasificación descrita por Allen en 1980, que otorga una puntuación del 1 al 6 (47) (tabla 2 A), 

y la clasificación de Huo descrita en 1991, con una puntuación del 1 al 10 (48) (tabla 2 B). 

Además, se empleó la clasificación de puente óseo, considerado la presencia o ausencia de 

éste en las dos corticales óseas de la preparación histológica, siendo las puntuaciones del 0 

al 2 (tabla 2 C). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig. 26 
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CLASIFICACIÓN DE ALLEN                                                                                                      Tabla 2 A 
Grado de Consolidación Características Histológicas 

Grado 1 Pseudoartrosis: tejido fibroso entre los fragmentos 

Grado 2 Unión incompleta: tejido fibroso y cartilaginoso 

Grado 3 Unión completa con tejido cartilaginoso 

Grado 4 Unión ósea incompleta con áreas de osificación: cantidad 
equivalente de cartílago y hueso trabecular 

Grado 5 Unión ósea incompleta con predominancia de células óseas 

Grado 6 Consolidación ósea completa: hueso entre ambos fragmentos 
óseos 

 

CLASIFICACIÓN DE HUO                                                                                                         Tabla 2 B 
Grado de Consolidación Características Histológicas 

Grado 1 Tejido fibroso 

Grado 2 Tejido predominantemente fibroso con pequeña cantidad de 
cartílago 

Grado 3 Igual mezcla de tejido fibroso y cartilaginoso 

Grado 4 Predominantemente cartílago con pequeña cantidad de tejido 
fibroso 

Grado 5 Cartílago 

Grado 6 Predominantemente cartílago con pequeña cantidad de hueso 
inmaduro 

Grado 7 Igual mezcla de cartílago y hueso inmaduro 

Grado 8 Predominantemente hueso inmaduro con pequeña cantidad de 
cartílago 

Grado 9 Consolidación de la fractura con hueso inmaduro 

Grado 10 Consolidación de la fractura con hueso maduro 
 

CLASIFICACIÓN DE PUENTE ÓSEO                                                                                        Tabla 2 C 
Grado de Consolidación Características Histológicas 

Grado 0 No puentes óseos 

Grado 1 Puente óseo presente en una cortical 

Grado 2 Puentes óseos completos en las dos corticales 

 

Tabla 2 A-C. Clasificaciones histológicas de (A) Allen, (B) Huo y (C) puente óseo. 
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En la figura 27 se ilustra, a modo de ejemplo, una de las fracturas con la puntuación otorgada 

en las tres clasificaciones histológicas. 

 

                            

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 27. Preparación histológica que corresponde a la fractura 15, en la que se aprecia consolidación 

completa con hueso maduro y puentes óseos bilaterales. La puntuación asignada en las diferentes escalas fue: 

Allen 6, Huo 10, puente óseo 2. 

 

 

Fig. 27 
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5.9  ANÁLISIS ESTADÍSTICO 

Para el análisis estadístico de los datos recogidos se utilizaron los programas Microsoft Excel® 

versión 16.0 e IBM SPSS Statistics® versión 29.0.  

Se obtuvieron la media ± desviación estándar y la mediana con rango intercuartílico de las 

variables obtenidas de las valoraciones radiológicas (BV/TV callo + cortical, BV/TV callo, 

consolidación, corticalización) e histológicas (Allen, Huo, puente óseo); tanto en los grupos 

de administración sistémica como en la local, para los tres subgrupos de tratamiento 

(control, fractura osteoporótica, artrosis). 

Estas variables, al no conocer si la distribución era normal, se sometieron al análisis con los 

test no paramétricos de U de Mann-Whitney cuando las comparaciones fueron entre dos 

muestras o Kruskal-Wallis cuando se consideraron tres muestras. Es decir, se empleó U de 

Mann-Whitney para comparar los grupos: control / fractura osteoporótica, control / artrosis, 

fractura osteoporótica / artrosis; dentro de cada grupo de administración (sistémica y local). 

También para comparar las diferencias entre la vía de administración, es decir: control 

sistémica / control local, fractura osteoporótica sistémica / fractura osteoporótica local, 

artrosis sistémica / artrosis local. En cambio, se utilizó Kruskal-Wallis para comparar los tres 

grupos entre sí: control / fractura osteoporótica / artrosis, dentro de cada grupo de 

administración (sistémica y local). El nivel de significación estadística fue de 0.05. 

Para valorar la correlación entre las variables radiológicas e histológicas estudiadas, se 

empleó el coeficiente de correlación de Spearman. El nivel de significación estadística fue del 

0.05 y 0.01. 
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6  RESULTADOS 

En este apartado se valora la influencia que tuvo el tratamiento con MSCs en la consolidación 

ósea del ratón NOD/SCID. Para ello se evaluó, en primer lugar, el modelo experimental 

utilizado. Una vez analizados los detalles técnicos y las complicaciones del modelo de 

fractura, se estudiaron los resultados del tratamiento con MSCs desde el punto de vista 

radiológico e histológico. Se realizaron las siguientes comparaciones:  

- Se compararon los grupos control en los que no se administraron células con los que se 

realizó la administración de MSCs:  

- Grupo A1 (grupo control de administración sistémica) se comparó con Grupo A2 

(grupo fractura osteoporótica de administración sistémica). Y Grupo A1 (grupo 

control de administración sistémica) se comparó con Grupo A3 (grupo artrosis de 

administración sistémica). 

- Grupo B1 (grupo control de administración local) se comparó con Grupo B2 (grupo 

fractura osteoporótica de administración local). Y Grupo B1 (grupo control de 

administración local) se comparó con Grupo B3 (grupo artrosis de administración 

local). 

- Se compararon los resultados en función del origen de las MSCs, si fueron obtenidas de 

pacientes con fractura osteoporótica o artrosis: 

- Grupo A2 (grupo fractura osteoporótica de administración sistémica) se comparó 

con grupo A3 (grupo artrosis de administración sistémica). 

- Grupo B2 (grupo fractura osteoporótica de administración local) se comparó con 

grupo B3 (grupo artrosis de administración local). 

- Finalmente, se compararon los resultados en función de la vía de administración: 

- Grupo A2 (grupo fractura osteoporótica de administración sistémica) se comparó                     

  con Grupo B2 (grupo fractura osteoporótica de administración local). 

- Grupo A3 (grupo artrosis de administración sistémica) se comparó con Grupo B3          

  (grupo artrosis de administración local). 
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6.1  EL MODELO EXPERIMENTAL DE FRACTURA 

En total se intervinieron 124 ratones NOD/SCID. Los primeros (n = 18), formaron parte del 

estudio piloto para diseñar el modelo de fractura. Tuvimos 19 fallecimientos, con un pico en 

los meses de mayo a julio de 2020, coincidiendo con la pandemia de COVID-19. Además, se 

desestimaron 19 casos por complicaciones técnicas de la cirugía o complicaciones en el 

postoperatorio. También vimos que con la fucosilación de las células no se obtenían mejores 

resultados de consolidación, por lo que el Grupo C (n = 9) no formó parte de la investigación. 

Finalmente, el número de ratones incluidos en nuestro estudio fue de 59. 

 

6.1.1  ESTUDIO PILOTO PARA EL ESTABLECIMIENTO DEL MODELO 

EXPERIMENTAL DE FRACTURA 

En este grupo inicial de 18 ratones ensayamos la técnica quirúrgica para su 

perfeccionamiento y corregir errores técnicos. Pudimos comprobar que, tanto la vía de 

abordaje, la ejecución de la osteotomía y el material de osteosíntesis empleado, eran los 

apropiados para nuestro animal de experimentación.  

Se eligió siempre la misma extremidad, fémur trasero derecho del ratón NOD/SCID. 

Mediante un abordaje lateral directo y disección roma, se consiguió una correcta exposición 

de la diáfisis femoral. 

La osteotomía se realizó mediante corte con bisturí del número 15. Esta técnica es laboriosa 

y exigente, puesto que nuestro objetivo era la creación de una fractura de trazo transverso 

simple y reproducible. Esto no siempre fue sencillo, pues en ocasiones se produjeron 

fracturas conminutas o multifragmentarias, que además dificultaban la osteosíntesis con la 

aguja intramedular. Los ratones que presentaron esta complicación fueron excluidos del 

estudio. 

El material de osteosíntesis empleado fue una aguja 27 G, encontramos que este era el 

diámetro apropiado para las dimensiones del canal femoral. Un problema de esta 

osteosíntesis es que, en ocasiones, el implante protruye por la rodilla, por lo que se debe 

realizar el corte de la aguja lo más proximal posible. Otro inconveniente es que, al ser un 

implante no bloqueado, puede existir malrotación de la extremidad, esto se controló 

clínicamente y no fue considerado una complicación. En otras ocasiones puede existir 

movilización de la aguja, cuando esto ocurre pueden darse dos supuestos: que deje de 

estabilizar el fragmento proximal y la aguja se movilice protruyendo por la rodilla, o que se 

produzca la pérdida completa de la aguja. Ambos supuestos se consideraron complicaciones 

mayores y los casos se excluyeron del estudio. 
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En cuanto a la técnica quirúrgica, se realizó alguna modificación sobre lo inicialmente 

planificado. En un principio, la inserción de la aguja se había previsto realizar de forma 

retrógrada pura desde la región intercondílea de la rodilla, pero tuvimos algún caso de 

fractura condílea. El abordaje retrógrado puro ya había sido utilizado previamente por 

nuestro equipo en ratas, utilizando un tornillo intramedular (179). Al tener el foco expuesto, 

nos pareció más sencilla la introducción de la aguja desde la propia fractura en sentido distal 

y después de forma retrógrada en el fragmento proximal. Esta modificación tiene el 

inconveniente de que la aguja no siempre sale centrada en la rodilla, pudiendo desviarse 

hacia uno de los cóndilos. Generalmente fueron desviaciones leves que no afectaron a la 

estabilidad de la fractura. 

El tiempo transcurrido entre la intervención quirúrgica y el sacrificio de los animales sufrió 

modificaciones. Inicialmente, la ejecución de los animales estaba prevista a las 8 semanas, 

para ello se emplearon los primeros 12 ratones (F-1 a F-12). Posteriormente, se acortó el 

tiempo de estudio a 6 semanas en 4 ratones (F-1/6 sem a F-4/6 sem) y, finalmente, se decidió 

acortar a 4 semanas en 2 ratones (F-1/4 sem y F-2/4 sem). En total, conformaron los 18 

ratones del grupo piloto. El acortamiento del tiempo de estudio fue debido a que, en el 

tiempo inicialmente previsto, se observaba consolidación casi completa de la fractura incluso 

en los animales control, lo que impedía valorar el posible efecto positivo de las MSCs. 

Se pretendió que la técnica quirúrgica en los grupos de administración local de MSCs fuera lo 

más homogénea posible, por ello se aplicó un parche de Lyostypt® y se administró suero 

salino en todos los grupos. También en el grupo control, aunque no se administraran células. 

Los animales del grupo piloto no se incluyeron en la investigación. De esta forma, la curva de 

aprendizaje se alcanzó de manera previa al estudio, evitando posibles sesgos. Además, todos 

los animales fueron intervenidos por el mismo equipo quirúrgico (doctoranda, directora y un 

colaborador). 

 

6.1.2  ANÁLISIS DE LAS COMPLICACIONES 

Se valoraron las complicaciones en ambos grupos de administración, grupo A (administración 

sistémica) y B (administración local). Se dividieron en complicaciones menores, mayores y 

mortalidad. Las complicaciones mayores y la mortalidad obligaron a la exclusión de los 

animales del estudio. 

1. Complicaciones menores 

- Protrusión de la aguja por la rodilla, sin movilización del implante:  

 Esto fue debido a corte insuficiente de la aguja a nivel de la rodilla.  

 (n = 5) Grupo A: F-15, F-19, F-26, F-52; Grupo B: F-98. 
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- La aguja no salió centrada por la región intercondílea de la rodilla, sino por el cóndilo 

externo o interno: 

 No afectó a la estabilidad de la fractura (n = 10). 

- La aguja salió por el cóndilo externo. 

 (n = 7) Grupo A: F-22, F-47, F-48; Grupo B: F-54, F-76, F-105, F-118. 

- La aguja salió por el cóndilo interno. 

 (n = 3) Grupo B: F-84, F-103, F-117. 

 

En la tabla 3 se detallan las complicaciones menores. 

 

 

COMPLICACIONES MENORES                                                                                                Tabla 3 
Tipo de 
complicación 

Grupo A  
(n = 29) 

Grupo B  
(n = 30) 

TOTAL 
(n = 59) 

Protrusión de la 
aguja 

F-15, F-19, F-26, F-52 
n = 4 
13.8 % 

F-98 
n = 1 
3.3 % 

 
n = 5 
8.5 % 

Aguja no centrada 
en la rodilla 

Sale por cóndilo externo 

F-22, F-47, F-48 
n = 3 
10.3 % 
 
Sale por cóndilo interno 

 
n = 0 
0 % 

Sale por cóndilo externo 

F-54, F-76, F-105, F-118 
n = 4 
13.3 % 
 
Sale por cóndilo interno 

F-84, F-103, F-117 
n = 3 
10 % 

 
 
n = 7 
11.9 % 
 
 
 
n = 3 
5 % 

TOTAL n = 7 
24.1 % 

n = 8 
26.7 % 

n = 15 
25.4 % 

 

Tabla 3. Relación de complicaciones menores. 

 

El porcentaje global de complicaciones menores fue del 25.4 % (n = 15), del total de ratones 

incluidos en el estudio (n = 59). Estuvieron distribuidos de forma similar en ambos grupos, 

24.1 % (n = 7) de los ratones del grupo A y 26.7 % (n = 8) del grupo B. De ellos, en el 8.5 % 

(n = 5) la aguja protruyó en la rodilla y en el 16.9 % (n = 10) la aguja no salió centrada en la 

región intercondílea.  
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En la figura 28 se documentan con imágenes algunas de las complicaciones menores. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 28 A-C. Diferentes ejemplos de complicaciones menores. (A) Protrusión de la aguja por la rodilla (F-19). 

(B) La aguja salió por el cóndilo externo (F-105). (C) La aguja salió por el cóndilo interno (F-77). Como se puede 

apreciar, ninguna de estas complicaciones inestabilizó el foco de fractura. 

 

2. Complicaciones mayores 

- Movilización de la aguja con inestabilidad de la fractura:  

 La aguja dejó de estabilizar el fragmento proximal y, secundariamente, protruyó por la 

rodilla. 

 (n = 5) Grupo A: F-39; Grupo B: F-81, F-85, F-95, F-114. 

- Pérdida completa de la aguja: 

 (n = 6) Grupo B: F-91, F-92, F-93, F-96, F-110, F-111. 

- Conminución del foco de fractura:  

 (n = 2) Grupo A: F-16, F-37. 

- Falsa vía que condicionó reducción insuficiente y falta de estabilidad de la fractura:  

 (n = 1) Grupo B: F-102. 

- Osteomielitis aguda:  

 (n = 1) Grupo A: F-37. 

Fig. 28 A Fig. 28 B Fig. 28 C 
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Hay que puntualizar que el ejemplar F-37 presentó dos complicaciones mayores, 

conminución del foco de fractura y osteomielitis aguda. Esta última se objetivó en las 

preparaciones histológicas. 

Se detallan las complicaciones mayores en la tabla 4. 

 

COMPLICACIONES MAYORES                                                                                                Tabla 4 
Tipo de 
complicación 

Grupo A  
(n = 40) 

Grupo B  
(n = 49) 

TOTAL  
(n = 89) 

Movilización de la 
aguja 

F-39 
n = 1 
2.5 % 

F-81, F-85, F-95, F-114 
n = 4 
8.2 % 

 
n = 5 
5.6 % 

Pérdida de la aguja  
 
n = 0 
0 % 

F-91, F-92, F-93, F-96, 
F-110, F-111 
n = 6 
12.2 % 

 
 
n = 6 
6.7 % 

Conminución F-16, F-37 
n = 2 
5 % 

 
n = 0 
0 % 

 
n = 2 
2.2 % 

Falsa vía  
n = 0 
0 % 

F-102 
n = 1 
2 % 

 
n = 1 
1.1 % 

Osteomielitis aguda F-37 
n = 1 
2.5 % 

 
n = 0 
0 % 

 
n = 1 
1.1 % 

TOTAL n = 4 
10 % 

n = 11 
22.5 % 

n = 15 
16.9 % 

 

Tabla 4. Relación de complicaciones mayores. 

 

El porcentaje global de complicaciones mayores fue del 16.9 % (n = 15), del total de ratones 

operados (n = 89). Constituyeron el 10 % (n = 4) del grupo A y el 22.5 % (n = 11) del grupo B. 

Los porcentajes de las complicaciones fueron: movilización de la aguja 5.6 % (n = 5), pérdida 

de la aguja 6.7 % (n = 6), conminución 2.2 % (n = 2), falsa vía 1.1 % (n = 1) y osteomielitis 

aguda 1.1 % (n = 1). 
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En la figura 29 se documentan con imágenes algunas de las complicaciones mayores. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 29 A-H. Diferentes ejemplos de complicaciones mayores que obligaron a la exclusión de los ejemplares 

del estudio. (A) Movilización de la aguja con inestabilidad de la fractura y ausencia de consolidación (F-39). 

(B) No siempre la movilización de la aguja e inestabilidad de la fractura conlleva la falta de consolidación, como 

se aprecia en F-81. (C) Pérdida completa de la aguja y ausencia de consolidación de la fractura (F-93). (D) La 

pérdida de la aguja no siempre asocia la falta de consolidación, como ocurre en F-111. 

 

 

 

 

 

                                                                                                    

 

 

 

 

Figura 29 A-H. Diferentes ejemplos de complicaciones mayores que obligaron a la exclusión de los ejemplares 

del estudio. (E) Ejemplo de fractura conminuta (F-16). (F) Falsa vía del implante en el fragmento distal (F-102). 

 

Fig. 29 A Fig. 29 B Fig. 29 C Fig. 29 D 

Fig. 29 E Fig. 29 F 
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Figura 29 A-H. Diferentes ejemplos de complicaciones mayores que obligaron a la exclusión de los ejemplares 

del estudio. (G) Fractura bifocal. (H) Este mismo ratón presentó una osteomielitis aguda objetivada en el 

estudio histológico (tinción H.E., 10x) donde se aprecian abundantes infiltrados PMN. Ambas imágenes 

corresponden a F-37.  

 

3. Mortalidad  

(n = 16) Grupo A: F-17, F-18, F-21, F-24, F-27, F-31, F-32, F-45; Grupo B: F-55, F-78, F-88, F-89, 

F-101, F-104, F-108, F-121.  

La mayor parte de casos fallecieron por complicaciones inmediatas a la cirugía: 1 caso falleció 

durante la cirugía debido al sangrado; 9 casos, al día siguiente de la cirugía. El resto 

fallecieron en los días posteriores (6 casos). Presentaron una distribución similar en ambos 

grupos de administración. 

Se detalla la mortalidad en la tabla 5. 

 

 

 

 

 

 

Fig. 29 G 

Fig. 29 H 
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MORTALIDAD                                                                                                Tabla 5 
 Grupo A  

(n = 40) 
Grupo B  
(n = 49) 

TOTAL  
(n = 89) 

Durante la cirugía  
n = 0 
0 % 

F-88 
n = 1 
2 % 

 
n = 1 
1.1 % 

Día siguiente de la 
cirugía 

F-17, F-18, F-21, F-24, 
F45 
n = 5 
12.5 % 

F-89, F-101, F-104, F-121 
 
n = 4 
8.2 % 

 
 
n = 9 
10.1 % 

Días posteriores F-27, F-31, F-32 
n = 3 
7.5 % 

F-55, F-78, F-108 
n = 3 
6.1 % 

 
n = 6 
6.7 % 

TOTAL n = 8 
20 % 

n = 8 
16.3 % 

n = 16 
18 % 

 

Tabla 5. Relación de casos de mortalidad. 

 

El porcentaje global de mortalidad fue del 18 % (n = 16), del total de ratones operados 

(n = 89). Constituyeron el 20 % (n = 8) del grupo A y el 16.3 % (n = 8) del grupo B. La mayor 

parte de los ratones fallecieron en relación con el procedimiento quirúrgico, bien durante, 

1.1 % (n = 1), o al día siguiente de la cirugía, 10.1 % (n = 9). El resto fallecieron en los días 

posteriores, 6.7 % (n = 6). 

4. Casos excluidos del estudio 

Finalmente, en la tabla 6 se reflejan los ratones NOD/SCID que fueron excluidos del estudio. 

Éstos incluyen las complicaciones mayores y la mortalidad. 

 

CASOS EXCLUÍDOS                                                                                               Tabla 6 
 Grupo A  

(n = 40) 
Grupo B  
(n = 49) 

TOTAL   
(n = 89) 

Complicaciones 
mayores 

n = 3 
7.5 % 

n = 11 
22.4 % 

n = 14 
15.7 % 

Mortalidad n = 8 
20 % 

n = 8 
16.3 % 

n = 16 
18 % 

TOTAL n = 11 
27.5 % 

n = 19 
38.8 % 

n = 30 
33.7 % 

 

Tabla 6. Total de casos excluidos debidos a complicaciones mayores y a mortalidad. 
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El porcentaje de casos excluidos fue del 33.7 % (n = 30), del total de ratones operados 

(n = 89). Constituyeron el 27.5 % (n = 11) del grupo A y el 18.8 % (n = 19) del grupo B. Fueron 

excluidos el 15.7 % (n = 14) debido a complicaciones mayores y el 18 % (n = 16) por 

mortalidad. 

Exceptuando los animales retirados por complicaciones mayores, el resto tuvieron buena 

salud durante el seguimiento, siendo capaces de deambular por la jaula a las pocas horas de 

la intervención quirúrgica. Finalmente, los animales incluidos en el estudio fueron 59. Todos 

los animales no considerados óptimos fueron sustituidos por otros de características 

similares, de tal forma que el número previsto de animales incluidos en el estudio no se vio 

alterado. 

 

6.1.3  CONCLUSIONES DEL MODELO EXPERIMENTAL DE FRACTURA 

- Establecer un modelo de fractura en el ratón NOD/SCID es un proceso complejo y no 

exento de complicaciones. 

- Las dificultades técnicas fueron debidas a su pequeño tamaño, pero estábamos 

condicionados a la elección de la cepa NOD/SCID para poder albergar MSCs humanas sin 

experimentar rechazo inmunológico.  

- Se registraron un 25.4 % (n = 15) de complicaciones menores, en relación con la técnica de 

colocación del implante. En ningún caso afectaron a la estabilidad de la fractura. 

- Tuvimos un número elevado de complicaciones mayores y mortalidad, que obligaron a la 

 exclusión de los animales del estudio. Esto no afectó al número previsto de animales, ya 

 que fueron sustituidos por otros de características similares.   

- Se logró establecer un modelo experimental de fractura femoral en el ratón NOD/SCID en 

el que la elección de la vía de abordaje, la ejecución de la osteotomía en el fémur 

mediante bisturí del número 15 y la osteosíntesis intramedular con aguja 27 G, fueron 

apropiados para la valoración del tratamiento con MSCs humanas. 
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6.2  RESULTADOS DEL GRUPO C O GRUPO DE ADMINISTRACIÓN 

SISTÉMICA DE MSCs FUCOSILADAS 

Se emplearon los ratones F-56 a F-72 para experimentar si con la fucosilación de las MSCs se 

objetivaba mejoría en la consolidación de las fracturas. Este grupo experimental se denominó 

Grupo C (n = 17). De este grupo, 3 ratones tuvieron que ser excluidos por fallecimiento, en 7 

ratones se inyectaron MSCs sin fucosilación (Grupo C1 o Grupo control) y en otros 7 se 

inyectaron MSCs con fucosilación (Grupo C2 o Grupo de MSCs fucosiladas). 

Se desestimaron, por pérdida de la aguja o conminución del foco, 3 casos del Grupo C1 (F-61, 

F-67, F-72) y 2 casos del Grupo C2 (F-62, F-63). Finalmente, el Grupo C1 estuvo formado por 

4 ratones y el Grupo C2, por 5 ratones. 

Se estudió la presencia de ADN humano en pulmón, hígado y hueso. De esta forma se quiso 

valorar la existencia de las MSCs humanas en el ratón NOD/SCID y su migración al tejido 

diana. Estos experimentos se realizaron mediante la detección de secuencias Alu, siguiendo 

el método descrito por Funakoshi (200). Para ello se emplearon 2 ratones del grupo C1 y 

3 ratones del grupo C2, la detección se realizó a las 24 horas o a los 7 días. Posteriormente, 

para valorar la consolidación, se emplearon 2 ratones del grupo C1 (F-68, F-70) y 2 ratones 

del grupo C2 (F-69, F-71). Se inyectaron por vía sistémica MSCs de pacientes con fractura 

osteoporótica o coxartrosis. 

La distribución de casos se resume en la tabla 7. 

GRUPO C 
 

  Tabla 7 

Mortalidad (n = 3) 

Grupo C1 (n = 7) 
MSCs control 

Desestimados (n = 3) F-61, F-67, F-72 

 Válidos (n = 4) Detección ADN  
(n = 2) 

24 h. F-56, F-59 

  Consolidación  
(n = 2) F-68, F-70 

Grupo C2 (n = 7) 
MSCs fucosiladas 

Desestimados (n = 2) F-62, F-63 

 Válidos (n = 5) Detección ADN 
(n = 3) 

24 h. F-58, F-60 

   7 días. F-66 
 

  Consolidación 
(n = 2) F-69, F-71  

 

Tabla 7. Distribución de casos del Grupo C o Grupo de administración sistémica de MSCs fucosiladas. 
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En la tabla 8 se reflejan el tipo de células infundidas y las puntuaciones obtenidas en los 

parámetros radiológicos. En este grupo de ratones no se realizó estudio histológico.  

 

GRUPO C 
 

   
MSCs 

 
BV/TV C+C                       

 
BV/TV C 

 
Consolidación 

Tabla 8 

Corticalización 

F-68 
 

Artrosis 40.33      19.21 3 3 

F-69 Artrosis 
fucosiladas 

36.15 12.85 4 3 

F-70 
 

Fractura 
osteopor. 

27.19 9.65 4 2 

F-71 Fr. osteopor. 
fucosiladas 

33.25 15.37 4 4 

 

Tabla 8. Tipo de células infundidas en los ratones del Grupo C y puntuaciones de los parámetros radiológicos. 

 

El análisis del ADN humano mostró su detección en los pulmones, al día siguiente y a los 7 

días, después de las infusiones celulares en los ratones. Sin embargo, se detectó de manera 

inconsistente en el hígado y el hueso, lo que indica que las células inyectadas por vía 

intravenosa se quedaban atrapadas en el filtro pulmonar, como ya se había constatado 

previamente en la bibliografía (201-203). Con la fucosilación de las células no se observó 

mayor presencia de ADN humano en el hueso, por lo que, a pesar de la modificación celular 

no se logró aumentar la afinidad por el tejido diana. Tampoco los resultados radiológicos 

(parámetros BV/TV y consolidación-corticalización) entre el grupo control y el grupo de 

células fucosiladas reflejaron cambios significativos. Aunque el número de casos fue 

pequeño, decidimos no continuar la investigación por esta línea, por lo que el Grupo C fue 

excluido del estudio. 
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6.3  RESULTADOS RADIOLÓGICOS 

6.3.1  RESULTADOS DEL PARÁMETRO BV/TV 

6.3.1.1  Puntuaciones del parámetro BV/TV 

 SISTÉMICO (A)                                                       LOCAL (B)       Tabla 9            
  BV/TV  

callo+cortical        
BV/TV  
callo                       

 BV/TV  
callo+cortical 

BV/TV  
callo                     

Control (1) F-13 41.86                          16.32                         F-76 66.61                          38.77                           

 F-14 37.58 16.32 F-77 65.01 18.42 

 F-30 29.60 16.18 F-79 60.50 29.30 

 F-34                   46.24 19.92 F-82              64.04 22.12 

 F-35 33.79 13.81 F-87 66.82 26.32 

 F-40 39.68 22.80 F-98 51.46 20.87 

 F-41 39.73 19.68 F-112 57.58 31.95 

 F-42 42.22 24.41 F-116 62.83 30.39 

 F-46 34.77 17.35 F-117 67.53 32.00 

 F-48 32.24 17.44 F-118 62.77 27.04 

 F-49 45.26 3.60 F-120 61.10 14.27 

 F-51 32.48 16.48    

 F-52 34.26 13.92    

FO (2) F-15 42.39 14.78 F-83 62.68 19.99 

 F-23 37.29 14.28 F-86 68.32 23.21 

 F-25 40.91 20.36 F-94 46.89 20.69 

 F-26 42.46 17.68 F-105 61.17 16.44 

 F-29 42.24 21.68 F-106 61.79 30.62 

 F-36 43.24 14.67 F-107 65.14 21.45 

 F-43 31.18 17.75 F-113 61.72 29.76 

 F-50 38.37 16.56 F-115 67.55 25.34 

    F-119 59.90 25.64 

Artrosis (3) F-19 36.21 16.68 F-54 46.00 22.02 

 F-20 40.39 12.61 F-73 70.76 27.03 

 F-22 34.25 15.68 F-80 75.37 10.59 

 F-28 43.42 20.64 F-84 66.62 42.84 

 F-33 38.86 18.37 F-90 63.37 25.80 

 F-38 43.72 21.70 F-97 56.89 15.49 

 F-47 32.90 19.18 F-99 57.40 18.68 

 F-53 36.73 15.46 F-100 55.04 16.63 

    F-103 65.65 36.17 

    F-109 57.66 32.45 
 

Tabla 9. Puntuaciones individuales del parámetro BV/TV, en ambos grupos de administración (sistémica = A, 

local = B), en los tres subgrupos (control = 1, fractura osteoporótica = FO = 2, artrosis = 3). 
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En la tabla que acabamos de ver se reflejan las puntuaciones obtenidas de cada fractura para 

los parámetros BV/TV callo + cortical y BV/TV callo (tabla 9). 

 

6.3.1.2  Administración sistémica de MSCs: comparación entre subgrupos 

1 (control), 2 (fractura osteoporótica) y 3 (artrosis) 

A continuación, se muestran los análisis de los parámetros BV/TV callo + cortical y BV/TV 

callo, para cada subgrupo (control = 1, fractura osteoporótica = 2, artrosis = 3) en el grupo de 

administración sistémica (grupo A) (tabla 10). Hemos de recordar que el subgrupo 1 (control) 

corresponde a los ratones que recibieron inyección de suero sin células; el subgrupo 2 

(fractura osteoporótica), a los ratones que recibieron inyección de MSCs cultivadas de 

pacientes con fractura osteoporótica; y subgrupo 3 (artrosis), a los ratones que recibieron 

inyección de MSCs cultivadas de pacientes con artrosis.  

 

SISTÉMICO (A)                    Tabla 10 

 BV/TV callo + cortical      BV/TV callo                      
 Media ± SD Mediana (IQR) Media ± SD Mediana (IQR) 

Control (1) 37.67 ± 5.28            37.58  
(33.79-41.86) 

16.79 ± 5.04            16.48  
(16.18-19.68) 

Fractura 
osteoporótica (2) 

39.76 ± 4.06 41.56  
(38.10-42.41) 

17.22 ± 2.72 17.12  
(14.75-18.40) 

Artrosis (3) 38.31 ± 4.01 37.80  
(35.72-41.15) 

17.54 ± 3.00 17.53  
(15.63-19.55) 

 

Tabla 10. Datos correspondientes a BV/TV callo + cortical y BV/TV callo (media ± desviación estándar y mediana 

con rango intercuartílico) en el grupo de administración sistémica. 

 

Se analizan estos resultados mediante comparación entre los diferentes subgrupos (control, 

fractura osteoporótica y artrosis). Cuando comparamos las medias entre los tres subgrupos, 

se emplea el test de Kruskal-Wallis; cuando comparamos dos subgrupos entre sí, se emplea U 

de Mann-Whitney. Como apreciamos en la tabla 11, no encontramos significación estadística 

en ninguna de las comparaciones (p ˃ 0.05).   
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SISTÉMICO (A)               Tabla 11    

 BV/TV  
callo + cortical                           

BV/TV  
callo                       

Subgrupos              
C (1) - FO (2) - A (3) 

0.553 0.940 

Subgrupos             
C (1) - FO (2) 

0.277 0.772 

Subgrupos              
C (1) - A (3) 

0.717 0.885 

Subgrupos            
FO (2) - A (3) 

0.529 0.600 

 

Tabla 11. p valores de las comparaciones entre subgrupos (control = C = 1, fractura osteoporótica = FO = 2, 

artrosis = A = 3) en el grupo de administración sistémica, para el parámetro BV/TV. 

 

En la administración sistémica, al analizar los parámetros BV/TV no encontramos 

diferencias significativas entre los subgrupos 1 (control), 2 (fractura osteoporótica), 

3 (artrosis). 

 

6.3.1.3  Administración local de MSCs: comparación entre subgrupos 

1 (control), 2 (fractura osteoporótica) y 3 (artrosis) 

A continuación, se muestran los análisis de los parámetros BV/TV callo + cortical y BV/TV 

callo, para cada subgrupo (control = 1, fractura osteoporótica = 2, artrosis = 3) en el grupo de 

administración local (grupo B) (tabla 12). 

 

LOCAL (B)                    Tabla 12 

 BV/TV callo + cortical      BV/TV callo                      
 Media ± SD Mediana (IQR) Media ± SD Mediana (IQR) 

Control (1) 62.39 ± 4.71            62.83  
(60.80-65.81) 

26.50 ± 7.07                     27.04  
(21.50-31.17) 

Fractura 
osteoporótica (2) 

61.68 ± 6.26 61.79  
(61.17-65.14) 

23.68 ± 4.64 23.21  
(20.69-25.64) 

Artrosis (3) 61.48 ± 8.56 60.52  
(57.02-66.38) 

24.77 ± 10.11 23.91  
(17.14-31.10) 

 

Tabla 12. Datos correspondientes a BV/TV callo + cortical y BV/TV callo (media ± desviación estándar y mediana 

con rango intercuartílico) en el grupo de administración local. 
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Se analizan estos resultados mediante comparación entre los diferentes subgrupos (control, 

fractura osteoporótica y artrosis). Como apreciamos en la tabla 13, no encontramos 

significación estadística en ninguna de las comparaciones (p ˃ 0.05).   

 

LOCAL (B)                Tabla 13 

 BV/TV  
callo + cortical                           

BV/TV  
callo                       

Subgrupos              
C (1) - FO (2) - A (3) 

0.935 0.597 

Subgrupos             
C (1) - FO (2) 

0.909 0.271 

Subgrupos              
C (1) - A (3) 

0.725 0.573 

Subgrupos            
FO (2) - A (3) 

0.806 0.870 

 

Tabla 13. p valores de las comparaciones entre subgrupos (control = C = 1, fractura osteoporótica = FO = 2, 

artrosis = A = 3) en el grupo de administración local, para el parámetro BV/TV. 

 

En la administración local, al analizar los parámetros BV/TV no encontramos diferencias 

significativas entre los subgrupos 1 (control), 2 (fractura osteoporótica), 3 (artrosis). 
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Los datos correspondientes a ambas administraciones se expresan gráficamente en la 

figura 30. 

 

 

                                         

 

Figura 30 A-B. BV/TV de la región del callo de fractura. (A) BV/TV callo + cortical y (B) BV/TV callo, en ambas 

administraciones. 

Fractura 

osteoporótica 

Subgrupo: Artrosis Control 

BV/TV callo BV/TV callo + cortical 

Fig. 30 A 

Local Sistémico Local Sistémico 

Fig. 30 B 

p = 0.553 

p = 0.935 

p = 0.940 

p = 0.597 



Resultados 

130 
  

6.3.1.4  Comparación entre grupos A (administración sistémica de MSCs) y 

B (administración local de MSCs) 

En la tabla 14 se muestran los resultados de la comparación entre la vía de administración 

(sistémica o local), para cada subgrupo (control, fractura osteoporótica, artrosis). Es decir, se 

compara el grupo A con el grupo B. Aquí apreciamos que prácticamente todos los 

parámetros, salvo BV/TV callo en los grupos de artrosis, fueron superiores en el grupo de 

administración local (p < 0.05). 

 

                Tabla 14 

 BV/TV  
callo + cortical                           

BV/TV  
callo                       

A1-B1 < 0.001 0.002 

A2-B2 < 0.001 0.009 

A3-B3 < 0.001 0.110 
 

Tabla 14. p valores de las comparaciones entre los grupos A y B (administración sistémica y local), dentro de 

cada subgrupo (control = 1, fractura osteoporótica = 2, artrosis = 3). 

 

6.3.1.5  Resumen de los resultados del parámetro BV/TV callo + cortical y 

BV/TV callo 

- Cuando analizamos los parámetros BV/TV no encontramos diferencias significativas 

entre los subgrupos 1 (control o inyección de suero sin células), 2 (inyección de MSCs 

cultivadas de pacientes con fractura osteoporótica), 3 (inyección de MSCs cultivadas de 

pacientes con artrosis), dentro de cada grupo de administración, sistémica (grupo A) o 

local (grupo B).  

- Sin embargo, prácticamente todos los parámetros (BV/TV callo + cortical y BV/TV callo) 

fueron superiores en el grupo de administración local (p < 0.05). 
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6.3.2  RESULTADOS DE LOS PARÁMETROS CONSOLIDACIÓN Y 

CORTICALIZACIÓN 

6.3.2.1  Puntuaciones de los parámetros consolidación y corticalización 

 SISTÉMICO (A)                                          LOCAL (B)       Tabla 15             
  Consolidación      Corticalización                      Consolidación Corticalización                  

Control (1) F-13 3                       1                         F-76 2   0                

 F-14 4 3 F-77 3 1 

 F-30 1 0 F-79 4 2 

 F-34                   4 1 F-82              4 3 

 F-35 4 3 F-87 4 3 

 F-40 3 1 F-98 4 1 

 F-41 3 2 F-112 3 2 

 F-42 4 3 F-116 4 2 

 F-46 4 3 F-117 1 1 

 F-48 4 3 F-118 3 2 

 F-49 4 4 F-120 4 2 

 F-51 0 0    

 F-52 0 0    

FO (2) F-15 4 3 F-83 3 2 

 F-23 4 2 F-86 4 2 

 F-25 4 2 F-94 3 1 

 F-26 4 0 F-105 4 2 

 F-29 0 0 F-106 4 2 

 F-36 0 0 F-107 4 2 

 F-43 3 1 F-113 4 1 

 F-50 3 2 F-115 4 1 

    F-119 3 1 

Artrosis (3) F-19 0 0 F-54 3 2 

 F-20 3 1 F-73 3 1 

 F-22 0 0 F-80 4 4 

 F-28 2 0 F-84 3 1 

 F-33 0 0 F-90 0 0 

 F-38 3 1 F-97 2 1 

 F-47 1 0 F-99 3 1 

 F-53 0 0 F-100 4 2 

    F-103 2 0 

    F-109 4 0 

 

Tabla 15. Puntuaciones individuales de los parámetros consolidación y corticalización, en ambos grupos de 

administración (sistémica = A, local = B), en los tres subgrupos (control = 1, fractura osteoporótica = FO = 2, 

artrosis = 3). 
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En la tabla que acabamos de ver se reflejan las puntuaciones obtenidas de cada fractura para 

los parámetros consolidación y corticalización (tabla 15). 

 

6.3.2.2  Administración sistémica de MSCs: comparación entre subgrupos 

1 (control), 2 (fractura osteoporótica) y 3 (artrosis) 

A continuación, se muestran los análisis de los parámetros consolidación y corticalización, 

para cada subgrupo (control = 1, fractura osteoporótica = 2, artrosis = 3) en el grupo de 

administración sistémica (grupo A) (tabla 16). 

 

SISTÉMICO (A)                    Tabla 16 

 Consolidación      Corticalización                      
 Media ± SD Mediana (IQR) Media ± SD Mediana (IQR) 

Control (1) 2.92 ± 1.55 4.0 (3.0-4.0) 1.85 ± 1.41 2.0 (1.0-3.0) 

Fractura 
osteoporótica (2) 

2.75 ± 1.75 3.5 (2.3-4.0) 1.25 ± 1.16 1.5 (0-2.0) 

Artrosis (3) 1.13 ± 1.36 0.5 (0-2.3) 0.25 ± 0.46 0 (0-0.3) 

 

Tabla 16. Datos correspondientes a consolidación y corticalización (media ± desviación estándar y mediana con 

rango intercuartílico) en el grupo de administración sistémica. 

Se analizan estos resultados en la tabla 17 (p valores), mediante comparación entre los 

diferentes subgrupos (control, fractura osteoporótica y artrosis). 

 

SISTÉMICO (A)                Tabla 17 

 Consolidación                     Corticalización 

Subgrupos              
C (1) - FO (2) - A (3) 

0.030 0.024 

Subgrupos             
C (1) - FO (2) 

0.812 0.296 

Subgrupos              
C (1) - A (3) 

0.012 0.009 

Subgrupos            
FO (2) - A (3) 

0.049 0.062 

 

Tabla 17. p valores de las comparaciones entre subgrupos (control = C = 1, fractura osteoporótica = FO = 2, 

artrosis = A = 3), para el parámetro consolidación y corticalización, en el grupo de administración sistémica. 
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En el siguiente gráfico de puntos se representan los valores individuales y las medianas de 

cada subgrupo (figura 31). 

 

  

 

 

Figura 31. Puntuaciones de consolidación y corticalización en el Grupo A (administración sistémica). Puntos con 

valores individuales y medianas (rombos).  

 

En el grupo de administración sistémica (Grupo A), cuando se comparan los tres subgrupos 

entre sí con el test de Kruskal-Wallis, las diferencias son significativas para las puntuaciones 

de consolidación y corticalización (p = 0.030, p = 0.024). Ello es debido a que las MSCs que 

provienen de pacientes con artrosis presentan peores puntuaciones. Cuando se realiza la 

comparación por pares con U de Mann-Whitney, las MSCs de artrosis se comparan 

desfavorablemente con el grupo control (consolidación p = 0.012, corticalización p = 0.009). 

Sin embargo, no se han encontrado diferencias entre las MSCs de fracturas osteoporóticas y 

el grupo control (consolidación p = 0.812, corticalización p = 0.296). Así mismo, nuestros 

resultados indican que las MSCs de pacientes con artrosis son peores que las MSCs pacientes 

con fractura osteoporótica en el parámetro consolidación (p = 0.049), pero no en el de 

corticalización (p = 0.062). 

 

Subgrupo: Artrosis Fractura 

osteoporótica 

Control 

Consolidación Corticalización 

Grupo A: sistémico 

p = 0.030 p = 0.024 

Fig. 31 
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6.3.2.3  Administración local de MSCs: comparación entre subgrupos 

1 (control), 2 (fractura osteoporótica) y 3 (artrosis) 

A continuación, se muestran los análisis de los parámetros consolidación y corticalización, 

para cada subgrupo (control = 1, fractura osteoporótica = 2, artrosis = 3) en el grupo de 

administración local (grupo B) (tabla 18). 

 

LOCAL (B)                       Tabla 18 

 Consolidación      Corticalización                      
 Media ± SD Mediana (IQR) Media ± SD Mediana (IQR) 

Control (1) 3.27 ± 1.01 4.0 (3.0-4.0) 1.73 ± 0.90 2.0 (1.0-2.0) 

Fractura 
osteoporótica (2) 

3.67 ± 0.50 4.0 (3.0-4.0) 1.56 ± 0.53 2.0 (1.0-2.0) 

Artrosis (3) 2.80 ± 1.23 3.0 (2.3-3.8) 1.20 ± 1.23 1.0 (0.3-1.8) 

 

Tabla 18. Datos correspondientes a los parámetros consolidación y corticalización (media ± desviación estándar 

y mediana con rango intercuartílico) en el grupo de administración local. 

 

Se analizan estos resultados en la tabla 19 (p valores), mediante comparación entre los 

diferentes subgrupos (control, fractura osteoporótica y artrosis). 

 

LOCAL (B)                Tabla 19 

 Consolidación                     Corticalización 

Subgrupos              
C (1) - FO (2) - A (3) 

0.177 0.250 

Subgrupos             
C (1) - FO (2) 

0.432 0.560 

Subgrupos              
C (1) - A (3) 

0.294 0.152 

Subgrupos            
FO (2) - A (3) 

0.062 0.190 

 

Tabla 19. p valores de las comparaciones entre subgrupos (control = C = 1, fractura osteoporótica = FO = 2, 

artrosis = A = 3), para el parámetro consolidación y corticalización, en el grupo de administración local. 
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En el siguiente gráfico de puntos se representan los valores individuales y las medianas de 

cada subgrupo (figura 32). 

 

 

 

 

Figura 32. Puntuaciones de consolidación y corticalización en el Grupo B (administración local). Puntos con 

valores individuales y medianas (rombos).  

 

En el grupo de administración local (Grupo B), no hemos encontrado diferencias en las 

comparaciones entre ninguno de los subgrupos. A pesar de que las puntuaciones tendieron 

a ser peores con las MSCs de artrosis cuando se las compara con el grupo control o con el 

grupo de fractura osteoporótica, las diferencias no alcanzaron significación estadística 

(p = 0.062-0.294). Tampoco hubo diferencias significativas entre el grupo de fractura 

osteoporótica y el grupo control (consolidación p = 0.432, corticalización p = 0.560). 

 

 

 

 

 

Consolidación Corticalización 

Subgrupo: Control Fractura 

osteoporótica 

Artrosis 

Grupo B: local 

p = 0.177 

p = 0.250 

Fig. 32 
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6.3.2.4  Comparación entre grupos A (administración sistémica de MSCs) y 

B (administración local de MSCs) 

En la tabla 20 se muestran los resultados de la comparación entre la vía de administración 

(sistémica o local), para cada subgrupo (control, fractura osteoporótica, artrosis). Es decir, se 

compara el grupo A con el grupo B.  

 

                Tabla 20 

 Consolidación                          Corticalización                    

A1-B1 0.774 0.765 

A2-B2 0.324 0.570 

A3-B3 0.022 0.042 
 

Tabla 20. p valores de las comparaciones entre los grupos A y B (administración sistémica y local), dentro de 

cada subgrupo (control = 1, fractura osteoporótica = 2, artrosis = 3), para el parámetro consolidación y 

corticalización. 

 

Como se esperaba, la comparación global entre los Grupos A y B, no mostró diferencias 

significativas entre la vía de administración de los subgrupos control (consolidación p = 0.774, 

corticalización p = 0.765). Sin embargo, los animales a los que se implantaron MSCs de 

pacientes con artrosis por administración sistémica tuvieron puntuaciones 

significativamente más bajas que aquellos que las recibieron localmente (consolidación 

p = 0.022, corticalización p = 0.042). No se apreciaron diferencias en la vía de administración 

entre los grupos de MSCs de pacientes con fractura osteoporótica (consolidación p = 0.324, 

corticalización p = 0.570). 

 

6.3.2.5  Resumen de los resultados de consolidación y corticalización 

- No hemos visto diferencias significativas de consolidación radiológica (parámetros 

consolidación y corticalización) entre los grupos control y los grupos a los que se 

administran MSCs de pacientes con fractura osteoporótica, independientemente de la vía 

de administración. 

- En la administración sistémica, los datos de consolidación radiológica (parámetros 

consolidación y corticalización) son peores en el grupo de MSCs cultivadas de pacientes 

con artrosis cuando se comparan con el grupo control. 
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- En la administración sistémica, los datos de consolidación radiológica para el parámetro 

consolidación, son peores en el grupo de MSCs cultivadas de pacientes con artrosis 

cuando se comparan con el grupo de fractura osteoporótica. 

- En la administración local, no hemos encontrado diferencias de consolidación radiológica 

(parámetros consolidación y corticalización) en las comparaciones entre los diferentes 

subgrupos. 

- No hay diferencias de consolidación radiológica (parámetros consolidación y 

corticalización) en función de la vía de administración, entre los grupos a los que se 

administran MSCs de pacientes con fractura osteoporótica. Sin embargo, cuando las MSCs 

cultivadas de pacientes con artrosis se administran de forma sistémica, se obtienen peores 

resultados que cuando se administran de forma local. 

- De forma global podemos decir que, aunque no hemos apreciado mejor consolidación 

radiológica en los grupos en los que se administran MSCs respecto al grupo control, de 

forma inesperada hemos visto que las MSCs cultivadas de pacientes con artrosis 

obtienen peores resultados de consolidación radiológica (parámetros consolidación y 

corticalización), particularmente cuando se administran de forma sistémica. 
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6.4  RESULTADOS HISTOLÓGICOS 

6.4.1  PUNTUACIONES DE LAS ESCALAS HISTOLÓGICAS 

Las puntuaciones obtenidas de cada fractura en las escalas histológicas de Allen, Huo y 

puente óseo, se reflejan en la tabla 21. 

 SISTÉMICO (A)                                                             LOCAL (B)                                   Tabla 21             
  Allen        Huo P. óseo                       Allen Huo P. óseo                 

Control (1) F-13 6          9 2                       F-76 6                         9 2                      

 F-14 6 9 2 F-77 6 9 1 

 F-30 4 7 0 F-79 6 9 2 

 F-34                   6 9 2 F-82              6 10 2 

 F-35 6 10 2 F-87 6 9 2 

 F-40 6 9 1 F-98 5 8 0 

 F-41 6 9 1 F-112 6 10 1 

 F-42 6 9 2 F-116 6 9 2 

 F-46 6 10 2 F-117 6 9 1 

 F-48 6 9 2 F-118 6 9 2 

 F-49 6 10 2 F-120 6 10 2 

 F-51 5 8 0     

 F-52 5 9 1     

FO (2) F-15 6 10 2 F-83 6 9 2 

 F-23 6 9 1 F-86 6 10 2 

 F-25 5 9 2 F-94 5 8 0 

 F-26 5 7 1 F-105 6 10 2 

 F-29 2 4 0 F-106 6 9 2 

 F-36 6 9 1 F-107 6 9 2 

 F-43 6 9 1 F-113 6 9 2 

 F-50 6 10 2 F-115 6 10 2 

     F-119 6 9 2 

Artrosis (3) F-19 1 1 0 F-54 6 9 1 

 F-20 6 9 1 F-73 1 1 0 

 F-22 1 1 0 F-80 4 6 1 

 F-28 6 9 1 F-84 1 1 0 

 F-33 1 1 0 F-90 1 1 0 

 F-38 4 7 1 F-97 6 9 1 

 F-47 1 1 0 F-99 5 8 0 

 F-53 1 1 0 F-100 6 9 1 

     F-103 6 9 1 

     F-109 6 9 1 

 

Tabla 21. Puntuaciones individuales de las escalas de Allen, Huo y puente óseo, en ambos grupos de 

administración, en los tres subgrupos (control = 1, fractura osteoporótica = FO = 2, artrosis = 3). 
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6.4.2  ADMINISTRACIÓN SISTÉMICA DE MSCs: COMPARACIÓN ENTRE 

SUBGRUPOS 1 (CONTROL), 2 (FRACTURA OSTEOPORÓTICA) Y 3 (ARTROSIS) 

A continuación, se muestran los análisis de las puntuaciones en las tres escalas histológicas, 

para cada subgrupo (control = 1, fractura osteoporótica = 2, artrosis = 3) en el grupo de 

administración sistémica (grupo A) (tabla 22). 

SISTÉMICO (A)                        Tabla 22 

 Allen     Huo                     Puente óseo 
 Media ± SD Mediana 

(IQR) 
Media ± SD Mediana 

(IQR) 
Media ± SD Mediana 

(IQR) 

Control (1) 5.69 ± 0.63 6.0  
(6.0-6.0) 

9 ± 0.82 9.0  
(9.0-9.0) 

1.46 ± 0.78 2.0 
(1.0-2.0)) 

Fractura 
osteop. (2) 

5.25 ± 1.39 6.0 
(5.0-6.0) 

8.38 ± 1.99 9.0 
(8.5-9.3) 

1.25 ± 0.71 1.0 
(1.0-2.0) 

Artrosis (3) 2.63 ± 2.33 1.0 
(1.0-4.5) 

3.75 ± 3.85 1.0  
(1.0-7.5) 

0.38 ± 0.52 0.0 
(0.0-1.0) 

 

Tabla 22. Datos correspondientes a las escalas histológicas de Allen, Huo y puente óseo (media ± desviación 

estándar y mediana con rango intercuartílico) en el grupo de administración sistémica. 

 

El análisis de estos resultados (p valores) mediante comparación entre los diferentes 

subgrupos (control, fractura osteoporótica y artrosis), se refleja en la tabla 23. 

 

SISTÉMICO (A)                Tabla 23 

 Allen                     Huo Puente óseo 

Subgrupos             
C (1) - FO (2) - A (3) 

0.008 0.005 0.010 

Subgrupos             
C (1) - FO (2) 

0.465 0.716 0.423 

Subgrupos              
C (1) - A (3) 

0.004 0.002 0.005 

Subgrupos            
FO (2) - A (3) 

0.026 0.014 0.020 

 

Tabla 23. p valores de las comparaciones entre subgrupos (control = C = 1, fractura osteoporótica = FO = 2, 

artrosis = A = 3), de los resultados de las tres clasificaciones histológicas, en el grupo de administración 

sistémica. 
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En el siguiente gráfico de puntos se representan los valores individuales y las medianas de 

cada subgrupo (figura 33). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 33. Puntuaciones histológicas según las escalas de Allen, Huo y puente óseo para el Grupo A 

(administración sistémica). Puntos con valores individuales y medianas (rombos). 

  

En el grupo de administración sistémica (Grupo A), cuando se comparan los tres subgrupos 

entre sí con el test de Kruskal-Wallis, las diferencias son significativas en las tres escalas 

histológicas (Allen p = 0.008, Huo p = 0.005, puente óseo p = 0.010). Ello es debido a que las 

MSCs cultivadas de pacientes con artrosis presentan peores puntuaciones. Cuando se 

realiza la comparación por pares con U de Mann-Whitney, las MSCs de artrosis se comparan 

desfavorablemente con el grupo control (Allen p = 0.004, Huo p = 0.002, puente óseo 

p = 0.005) y con el grupo de fracturas osteoporóticas (Allen p = 0.026, Huo p = 0.014, puente 

óseo p = 0.020). Sin embargo, no se han encontrado diferencias entre las MSCs de fracturas 

osteoporóticas y el grupo control (Allen p = 0.465, Huo p = 0.716, puente óseo p = 0.423).  

 

Grupo A: sistémico 

p = 0.008 

p = 0.005 

p = 0.010 

Allen Huo Puente óseo 

Subgrupo: 

 

 

Control Fractura 

osteoporótica 

Artrosis Fig. 33 
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6.4.3  ADMINISTRACIÓN LOCAL DE MSCs: COMPARACIÓN ENTRE 

SUBGRUPOS 1 (CONTROL), 2 (FRACTURA OSTEOPORÓTICA) Y 3 (ARTROSIS) 

Se muestran los análisis de las puntuaciones en las tres escalas histológicas, para cada 

subgrupo (control = 1, fractura osteoporótica = 2, artrosis = 3) en el grupo de administración 

local (grupo B) (tabla 24). 

 

LOCAL (B)                         Tabla 24 

 Allen     Huo                     Puente óseo 
 Media ± SD Mediana 

(IQR) 
Media ± SD Mediana 

(IQR) 
Media ± SD Mediana 

(IQR) 

Control (1) 5.91 ± 0.30 6.0  
(6.0-6.0) 

9.18 ± 0.60 9.0  
(9.0-9.5) 

1.55 ± 0.69 2.0 
(1.0-2.0) 

Fractura 
osteop. (2) 

5.89 ± 0.33 6.0 
(6.0-6.0) 

9.22 ± 0.67 9.0  
(9.0-10.0) 

1.78 ± 0.67 2.0 
(2.0-2.0) 

Artrosis (3) 4.2 ± 2.30 5.5 
(1.75-6.0) 

6.2 ± 3.71 8.5  
(2.25-9.0) 

0.6 ± 0.52 1.0 
(0.0-1.0) 

 

Tabla 24. Datos correspondientes a las escalas histológicas de Allen, Huo y puente óseo (media ± desviación 

estándar y mediana con rango intercuartílico) en el grupo de administración local. 

 

El análisis de estos resultados (p valores) mediante comparación entre los diferentes 

subgrupos (control, fractura osteoporótica y artrosis), se refleja en la tabla 25. 

 

LOCAL (B)                  Tabla 25 

 Allen                     Huo Puente óseo 

Subgrupos              
C (1) - FO (2) - A (3) 

0.033 0.015 0.001 

Subgrupos             
C (1) - FO (2) 

0.884 0.861 0.270 

Subgrupos              
C (1) - A (3) 

0.030 0.012 0.004 

Subgrupos            
FO (2) - A (3) 

0.053 0.017 0.001 

 

Tabla 25. p valores de las comparaciones entre subgrupos (control = C = 1, fractura osteoporótica = FO = 2, 

artrosis = A = 3), de los resultados de las tres clasificaciones histológicas, en el grupo de administración local. 
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En el siguiente gráfico de puntos se representan los valores individuales y las medianas de 

cada subgrupo (figura 34). 

 

 

 

 

Figura 34. Puntuaciones histológicas según las escalas de Allen, Huo y puente óseo para el Grupo B 

(administración local). Puntos con valores individuales y medianas (rombos). 

 

En el grupo de administración local (Grupo B), cuando se comparan los tres subgrupos entre 

sí, las diferencias son significativas en las tres escalas (Allen p = 0.033, Huo p = 0.015, puente 

óseo p = 0.001). Al igual que en la administración sistémica, es debido a que las MSCs 

cultivadas de pacientes con artrosis presentan peores puntuaciones. Cuando se realiza la 

comparación por pares, las MSCs de artrosis se comparan desfavorablemente con el grupo 

control (Allen p = 0.030, Huo p = 0.012, puente óseo p = 0.004) y con el grupo de fracturas 

osteoporóticas (siendo significativo en Huo p = 0.017 y puente óseo p = 0.001, pero no en 

Allen p = 0.053). Al igual que en la administración sistémica, no se han encontrado diferencias 

entre las MSCs de fracturas osteoporóticas y el grupo control (Allen p = 0.884, Huo p = 0.861, 

puente óseo p = 0.270).  

Subgrupo: Control Fractura 

osteoporótica 

Artrosis 

Grupo B: local 

Puente óseo Huo Allen 

p = 0.033 

p = 0.015 

p = 0.001 

Fig. 34 
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6.4.4  COMPARACIÓN ENTRE GRUPOS A (ADMINISTRACIÓN SISTÉMICA DE 

MSCs) Y B (ADMINISTRACIÓN LOCAL DE MSCs) 

En la tabla 26 se muestran los resultados de la comparación entre la vía de administración 

(sistémica o local), para cada subgrupo (control, fractura osteoporótica, artrosis). Es decir, se 

compara el grupo A con el grupo B.  

 

   Tabla 26 

 Allen                          Huo                  Puente óseo 

A1-B1 0.348 0.662 0.840 

A2-B2 0.194 0.459 0.061 

A3-B3 0.178 0.195 0.357 
 

Tabla 26. p valores de las comparaciones entre los grupos A y B (administración sistémica y local), dentro de 

cada subgrupo (control = 1, fractura osteoporótica = 2, artrosis = 3), para las puntuaciones en las escalas 

histológicas de Allen, Huo y puente óseo. 

 

En el análisis por pares comparando la administración sistémica y local de MSCs, no 

encontramos diferencias en ningún subgrupo (control, fractura osteoporótica, artrosis), en 

ninguna de las tres escalas histológicas (p = 0.061-0.840).   

 

6.4.5  RESUMEN DE LOS RESULTADOS HISTOLÓGICOS 

- Al comparar los tres subgrupos entre sí, las diferencias son significativas en las tres escalas 

histológicas (Allen, Huo y puente óseo), en ambos grupos de administración. Ello es 

debido a que las MSCs cultivadas de pacientes con artrosis presentan peores 

puntuaciones en la consolidación ósea histológica. 

- Cuando se realiza la comparación por pares, las MSCs cultivadas de pacientes con artrosis 

se comparan desfavorablemente con el grupo control y con el grupo de fracturas 

osteoporóticas, en ambos grupos de administración (sistémica o local).  

- Sin embargo, no se han encontrado diferencias entre las MSCs de pacientes con fractura 

osteoporótica y el grupo control, independientemente de la vía de administración. 

- Desde el punto de vista histológico, no existe diferencia entre la vía de administración 

sistémica o local, en ninguno de los tres subgrupos (control, fractura osteoporótica, 

artrosis).
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6.5  CORRELACIÓN ENTRE EL ESTUDIO RADIOLÓGICO Y EL 

ESTUDIO HISTOLÓGICO 

En conjunto, las puntuaciones de consolidación, corticalización y los tres índices histológicos 

(Allen, Huo y puente óseo) estuvieron fuertemente correlacionados entre sí, lo que 

demuestra la solidez del estudio. Para ello se ha utilizado el coeficiente de correlación de 

Spearman. Las puntuaciones BV/TV callo + cortical y BV/TV callo, presentan una baja 

correlación con el resto de los índices. Esto se representa en la figura 35.  
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Figura 35. Matriz con los coeficientes de correlación de Spearman entre los índices radiológicos e histológicos. 

** La correlación es significativa en el nivel 0.01. * La correlación es significativa en el nivel 0.05. 
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6.6  CASOS DE RATONES NOD/SCID POR GRUPO DE 

TRATAMIENTO 

En las figuras 36 a 39 se muestran ejemplos de fracturas por cada grupo de tratamiento, con 

el estudio radiológico e histológico realizado, y las puntuaciones otorgadas en las distintas 

clasificaciones. 

 

 

 

 

Figura 36 A-B. Estudio radiológico e histológico correspondiente a F-43 del grupo A2 (administración sistémica 

de MSCs cultivadas de paciente con fractura osteoporótica). (A) Micro-TC con puntuación 3-1. Se aprecian 3 

corticales consolidadas (flechas rojas) y 1 corticalizada (flecha amarilla). (B) Preparación histológica H.E. (4x) con 

puntuación Allen 6, Huo 9, puente óseo 1. Se aprecia consolidación ósea completa con hueso inmaduro en una 

de las corticales y tejido cartilaginoso en la otra. 

 

 

                                                                                                                                                                                                

Figura 37 A-B. Estudio radiológico e histológico correspondiente a F-47 del grupo A3 (administración sistémica 

de MSCs cultivadas de paciente con artrosis). (A) Micro-TC con puntuación 1-0. Se aprecia 1 cortical consolidada 

(flecha roja) y ninguna corticalizada. (B) Preparación histológica H.E. (20x) con puntuación Allen 1, Huo 1, 

puente óseo 0. Se aprecia tejido fibroso y ausencia de consolidación en ambas corticales. 

Fig. 36 A 

Fig. 36 B 

Fig. 37 B 
Fig. 37 A 
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Figura 38 A-B. Estudio radiológico e histológico correspondiente a F105 del grupo B2 (administración local de 

MSCs cultivadas de paciente con fractura osteoporótica). (A) Micro-TC con puntuación 4-2. Se aprecian 4 

corticales consolidadas (flechas rojas) y 2 corticalizadas (flechas amarillas). (B) Preparación histológica H.E. (4x) 

con puntuación Allen 6, Huo 10, puente óseo 2. Se aprecia consolidación ósea completa con hueso maduro en 

ambas corticales. 

 

 

 

 

Figura 39 A-B. Estudio radiológico e histológico correspondiente a F99 del grupo B3 (administración local de 

MSCs cultivadas de paciente con artrosis). (A) Micro-TC con puntuación 3-1. Se aprecian 3 corticales 

consolidadas (flechas rojas) y 1 corticalizada (flecha amarilla). (B) Preparación histológica H.E. (4x) con 

puntuación Allen 5, Huo 8, puente óseo 0. Se aprecia unión ósea incompleta con hueso inmaduro y menos 

proporción de cartílago. 

Fig. 38 B 

 Fig. 38 A 

Fig. 39 A 

Fig. 39 B 
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7  DISCUSIÓN 

La importancia de las terapias regeneradoras con MSCs se pone de manifiesto con el auge 

creciente de estudios experimentales y ensayos clínicos en los últimos años. Esto está 

llevando a su uso en la práctica clínica, proporcionando una alternativa de tratamiento para 

promover la consolidación cuando ésta se encuentra alterada o ante la existencia de factores 

de riesgo, entre los que podemos incluir la edad avanzada o la osteoporosis (204). 

En la discusión analizaremos el tratamiento con MSCs en nuestro modelo de 

experimentación y lo compararemos con los modelos existentes hasta la fecha. Estudiaremos 

el origen de las MSCs en función de su obtención de pacientes con fractura osteoporótica de 

cadera o coxartrosis, y cómo esto puede afectar en los resultados. Además, valoraremos si 

existen diferencias según la vía de administración, sistémica o local en el foco de fractura. 

Tanto el origen de las células como la vía de administración, los compararemos con lo 

reflejado en la literatura científica. Finalmente, se revisará la bibliografía actual valorando la 

efectividad de las terapias con MSCs para el tratamiento de la consolidación ósea en 

humanos. 

 

7.1  EL MODELO EXPERIMENTAL 

7.1.1  SELECCIÓN DEL ANIMAL DE EXPERIMENTACIÓN 

La correcta elección del modelo experimental es de vital importancia para poder extrapolar 

los resultados de cualquier investigación al ser humano. Existen unos criterios lógicos para 

esta elección que están basados en la homología, semejanza evolutiva, anatomía y procesos 

fisiológicos (154). 

Aunque sería lógico pensar en mamíferos grandes por estar más próximos en la escala 

filogenética, lo cierto es que la mayor parte de los estudios eligen roedores (ratones y ratas), 

seguidos de conejos, mientras que otros mamíferos como ovejas, perros o primates, suponen 

un pequeño porcentaje. La razón para la elección de mamíferos inferiores la podemos 

encontrar en cuanto a su coste y manejo más asequible, lo mismo por parte del personal 

encargado de los animales que de los investigadores. Mientras que el empleo de grandes 

mamíferos es más difícil de asumir para la mayoría de los proyectos de investigación (159). 

Las características anatómicas, fisiológicas y biomecánicas del tejido óseo humano hacen que 

no exista un modelo experimental perfecto. El animal que más se parece desde el punto de 

vista histológico es el perro, puesto que también presenta canales haversianos. Sin embargo, 

presenta una combinación de hueso lamelar y plexiforme que lo hacen diferente a nosotros. 

Además, el remodelado óseo y el comportamiento biomecánico también difieren (159, 205). 
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Si lo comparamos con los roedores, la ventaja que tiene es el tamaño, esto hace que sea 

técnicamente más fácil el procedimiento quirúrgico y la colocación de los implantes. 

Los roedores presentan una histología ósea muy rudimentaria que ha hecho que se 

cuestionara la validez del modelo. Pero estos pequeños animales consiguen el remodelado 

óseo a través de un sistema de cavidades de reabsorción parecidos a los canales de Havers, 

que finalmente consiguen la consolidación (163). Con lo cual, son modelos válidos y 

ampliamente utilizados. La desventaja del tamaño es que se requiere instrumental quirúrgico 

más preciso y cualificado. Además de las ventajas económicas de los roedores, los 

experimentos se pueden realizar en espacios de tiempo reducido debido a su corto ciclo 

reproductivo. Como otras ventajas tenemos que el manejo y manutención de los animales 

son sencillos y existe gran experiencia (206). 

De los roedores, los animales tradicionalmente empleados para valorar la consolidación ósea 

han sido las ratas, de hecho, en la década de los años 40 se publicaron los primeros estudios. 

El mayor tamaño de las ratas comparado con los ratones facilitaría los experimentos (157), 

aunque el desarrollo de la industria biomédica ha permitido la aparición de nuevos implantes 

e instrumental adecuados, lo que simplifica el trabajo en ambas especies. 

El número de estudios realizados con ratones ha aumentado en las últimas décadas. También 

influye el hecho de que el conocimiento de su genética está muy avanzado. Así, los modelos 

genéticos de ratón son indispensables para conocer el papel de los factores celulares, 

moleculares y mecánicos, implicados en la regeneración ósea. También pueden ayudar a 

definir las predisposiciones genéticas para el retardo de consolidación y pseudoartrosis, ya 

que muchos fenotipos de ratón imitan las condiciones humanas (207).  

Con las ventajas expuestas, el número de estudios de consolidación en ratones ha igualado, o 

incluso superado, al número de estudios en ratas (157). 

Nosotros hemos elegido el ratón por el amplio conocimiento y experiencia en estudios de 

consolidación, además de por su facilidad en el manejo. La razón de la elección de la cepa 

NOD/SCID, como ya se ha comentado en apartados previos de esta tesis, fue para evitar 

problemas de compatibilidad al implantar células humanas, debido a que inyectamos MSCs 

que provienen de cultivos de cabezas femorales de pacientes. 
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7.1.2  CREACIÓN DEL MODELO DE FRACTURA 

7.1.2.1  Elección de la región anatómica a intervenir 

En la amplia bibliografía que existe al respecto, casi siempre se escogen las extremidades 

inferiores para los estudios. Esto es debido al mayor tamaño respecto a la extremidad 

superior. También porque se ve sometida a mayor carga, pese a que son animales 

cuadrúpedos. 

Dentro de la extremidad inferior, se prefiere el fémur respecto a la tibia. De nuevo, no solo 

por su mayor tamaño, sino por su configuración diafisaria tubular, siendo más recto y de 

mayor diámetro (191, 194, 206, 208, 209). Esto reduce considerablemente la complejidad de 

los procedimientos y aumenta la reproducibilidad del modelo (169). Además, tiene una 

amplia cobertura de tejidos blandos. Normalmente se emplea el área diafisaria del hueso 

para realizar estudios de consolidación de fracturas, puesto que es la más sencilla de manejar 

quirúrgicamente y es un área común de asiento de pseudoartrosis en la clínica. Por el 

contrario, la tibia tiene una configuración triangular del eje trasverso y su eje longitudinal 

curvado, lo que dificulta la colocación de los implantes (163). Si se eligiera esta localización, 

habría que tener en cuenta la influencia del peroné en la evolución de la fractura. 

En nuestro estudio se eligió el fémur derecho del ratón, puesto que por dimensiones y 

anatomía admitía la implantación de un dispositivo intramedular. El sistema de osteosíntesis 

elegido fue una aguja de 27 G. En humanos, es habitual el implante de un clavo intramedular 

como tratamiento de las fracturas de fémur, con lo que el estudio de la consolidación 

permite su extrapolación. 

 

7.1.2.2  Tipo de osteotomía 

Para la creación de la osteotomía se han tenido en cuenta dos variables, si se realiza de 

forma abierta o cerrada, y la herramienta con la que se ejecuta. 

La fractura se puede realizar mediante métodos cerrados o abiertos. Se han publicado 

artículos empleando uno u otro método, con resultados similares. La realización de una 

fractura por métodos cerrados tiene la ventaja fundamental de que es similar a la situación 

clínica habitual, es decir, una fuerza que actúa sobre el hueso hasta vencer su resistencia. El 

desarrollo de una infección después de la realización de la fractura por este método es 

menos probable, pero tiene el inconveniente de que, si se decide fijar la fractura, será 

necesario un nuevo procedimiento quirúrgico. En segundo lugar, estos modelos son menos 

reproducibles, al ser más difícil realizar con precisión la fractura siempre en la misma 

localización segmentaria y con trazos fracturarios reproducibles. Los primeros autores en 

publicar un sistema para provocar una fractura cerrada en un modelo experimental en rata 
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fueron Einhorn y Bonnarens en 1948 (172), quienes idearon una guillotina de tres apoyos. 

Este sistema lo han empleado diferentes autores con éxito (159, 191, 210) y la mayor parte 

de las veces utilizan un dispositivo intramedular o la fijación externa, para la osteosíntesis. El 

procedimiento es menos reproducible que los modelos abiertos, ya que el fémur no está 

expuesto y se deben usar puntos de referencia externos para colocar la guillotina sobre la 

diáfisis. 

La ventaja a la hora de la elección de métodos abiertos para la realización de la osteotomía 

es que, mediante el mismo abordaje se puede implantar el dispositivo de osteosíntesis o 

realizar una resección ósea. Las desventajas son el daño de la cobertura muscular, el riesgo 

de infección o la pérdida del hematoma fracturario. 

Según lo expuesto, podemos afirmar que la utilización de métodos cerrados es más 

aconsejable para el estudio de fracturas, dado que no lesionamos las partes blandas ni 

alteramos el proceso de consolidación. Por otra parte, en modelos en los que pretendamos 

estudiar patología de la consolidación, nos decantaremos por métodos abiertos al permitir 

alterar el componente biológico. Estos últimos tienen la semejanza de que, al ser común la 

realización de abordajes quirúrgicos para el tratamiento de fracturas, estamos simulando lo 

que ocurre en la clínica. 

En nuestro trabajo, como se pretendió crear un modelo de fractura con retardo de 

consolidación, realizamos la osteotomía femoral en los ratones NOD/SCID por un método 

abierto. Por esta razón, no solo perdimos el hematoma fracturario y la estabilidad de las 

partes blandas, sino que nos permitió lesionar el periostio. De esta forma, nuestro modelo es 

más parecido a lo que ocurre en el ser humano cuando existen problemas en la consolidación 

de las fracturas. En el abordaje empleado se respetó la cobertura cutánea y muscular, tal 

como se realizan los abordajes en los humanos. Para ello, se practicó un abordaje lateral a la 

diáfisis femoral, disecando de forma roma el plano muscular hasta llegar al plano óseo. Este 

mismo abordaje ha sido empleado por diferentes autores en sus estudios (179, 186, 206, 

209, 211, 212). 

La herramienta empleada para realizar la fractura varía en función del modelo experimental. 

Ya se ha comentado que en técnicas cerradas se utiliza una guillotina o sistema de flexión de 

tres puntos (Figura 9), mientras que para las técnicas abiertas existen distintas alternativas 

entre las que están las sierras manuales, sierras oscilantes o fresas. Las sierras manuales, 

como la sierra de Gigli, son más imprecisas, pero generan menor daño térmico (211). 

Mientras que sierras oscilantes o fresas generan más temperatura, lo que se traduce en una 

lesión de los tejidos circundantes (186, 190, 194, 213). 

En un principio, nuestra idea fue la de utilizar una sierra oscilante de pequeño tamaño, pero 

debido a las dimensiones reducidas de nuestro modelo experimental, no disponíamos de un 

equipo lo suficientemente sensible para la realización de una osteotomía de manera 
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estandarizada. Por este motivo optamos por un método manual, ejecutando la osteotomía 

mediante corte con un bisturí del número 15. Esta técnica es laboriosa, y aunque parezca 

más imprecisa, consiguió la realización de fracturas homogéneas. Nos permitió la realización 

de la osteotomía siempre al mismo nivel y con trazos fracturarios transversos, si bien es un 

método que no está descrito previamente en la bibliografía. 

 

7.1.2.3  Método de fijación de la fractura 

Existe una amplia variedad de métodos de fijación una vez establecida la fractura. Al igual 

que en el humano, en el modelo experimental se han probado desde fijadores externos a 

placas de osteosíntesis o fijación intramedular. Cada método puede presentar ventajas o 

inconvenientes, por lo que los diferentes autores seleccionarán el que esté más indicado para 

cada estudio. 

Los sistemas de fijación externa en los animales de experimentación han sido durante mucho 

tiempo los sistemas más utilizados (172, 209, 211, 214). La ventaja, quizá más importante, es 

que no ve se ve afectada la fisiología de la consolidación al no existir ningún material de 

osteosíntesis en el foco de fractura, también facilita el estudio radiológico. Se puede 

conseguir una estabilidad capaz de mantener un defecto óseo de forma mantenida, pero la 

infección en el trayecto de las fichas o pines con el exterior, es una realidad frecuente 

(194, 215). Otro problema es la tendencia a la destrucción del montaje por parte de los 

roedores, sobre todo, si tienen partes no metálicas. Por ello, las casas comerciales han 

diseñado fijadores más resistentes, pero que a la vez son ligeros y versátiles. El problema de 

estos implantes es el mayor coste económico.  

En la fijación interna vamos a diferenciar las placas y los dispositivos para la fijación 

intramedular. Existen diversos tipos de placas de osteosíntesis, las empleadas para humanos 

en pequeñas localizaciones como manos o pies, o bien las diseñadas específicamente para los 

animales de experimentación (163, 176, 192, 216-218). A la hora de la implantación de las 

placas, es necesaria una vía de abordaje más agresiva, lo que implica una alteración del 

hematoma fracturario (159). Además, si está previsto la realización de estudios 

biomecánicos, es necesaria su retirada y eso implica dejar zonas de debilidad cortical. 

Técnicamente es más compleja su implantación y la valoración radiológica está dificultada al 

interferir con la región de la osteotomía. Sin embargo, están indicadas en modelos con 

grandes defectos óseos, puesto que la estabilidad proporcionada es mayor que con otros 

sistemas (159, 176). Los resultados descritos en los experimentos son muy dispares, se trata 

del implante que teóricamente aportaría más estabilidad, pero biomecánicamente puede 

fracasar antes de finalizar el estudio, sobre todo en las placas no diseñadas específicamente. 

Dentro de la fijación intramedular incluimos agujas o clavos, el sistema pin-clip y tornillos 

intramedulares. La primera fijación empleada para estos modelos fue con agujas de Kirschner 
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intramedulares, éste es un método sencillo que aporta una estabilidad relativa, aunque no es 

capaz de proporcionar estabilidad rotacional al foco (195, 219). Autores como Hietaniemi y 

Kokubu publicaron modelos experimentales con agujas intramedulares, empleando modelos 

de pseudoartrosis basados en la inestabilidad del foco de fractura, por lo que la utilización de 

agujas intramedulares es un método válido para su modelo experimental (186, 191). No 

obstante, su uso no se recomienda cuando se realiza una resección de tejido óseo que se 

deba mantener, ya que no evita que el defecto se colapse (206, 216, 218). Las agujas de 

Kirschner presentan una clara ventaja frente a otras alternativas, debido a que es el implante 

más económico. Para solventar el inconveniente de la falta de estabilidad que proporcionan 

las agujas, han aparecido otros dispositivos creados específicamente para ser bloqueados a 

través de agujas o clavos modificados, de esta forma imitan los clavos intramedulares que se 

utilizan en humanos (213). 

Otro dispositivo es el denominado pin-clip, desarrollado en 2008 por Menger y colaboradores 

(181, 182). La fijación del pin-clip para defectos femorales en ratones es una combinación de 

una aguja intramedular convencional con un clip transcortical personalizado, que se asemeja 

a una grapa para agregar estabilidad. El clip generalmente está hecho de una aguja 

hipodérmica roma o un pasador de acero sólido que se dobla en forma de U. Se requiere una 

pequeña broca para crear los orificios corticales a través de los cuales pasará el clip. La 

principal ventaja del pin-clip es la rigidez axial y rotacional mejorada, en comparación con 

otros dispositivos intramedulares. El inconveniente es que no es un dispositivo empleado en 

la práctica clínica (195). 

Diferentes tipos de osteosíntesis se representan esquemáticamente en la figura 40 A. 

La evolución de estos sistemas lleva al diseño de dispositivos específicos para pequeños 

roedores, como el LockingMouseNail® o el LockingRatNail®. Los dispositivos permiten realizar 

varios bloqueos, lo que confiere mayor estabilidad, además de asegurar el mantenimiento 

del defecto deseado. Como contrapartida, presentan un elevado coste económico en 

comparación con otros sistemas (195, 206). 

Otro implante empleado para la fijación intramedular es el tornillo intramedular roscado. 

Mediante este método también se evitan problemas de colapso del defecto óseo o 

alteraciones rotacionales, puesto que la rosca del tornillo se bloquea en las corticales al 

rellenar el diámetro transverso de la diáfisis (179) (figura 40 B). 
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Figura 40 A-B. (A) Diversos tipos de osteosíntesis empleados en modelos murinos como el clavo intramedular, 

el sistema pin-clip, la placa o el fijador externo. Imagen adaptada de Gunderson 2020 (169). (B) Tornillo 

intramedular que mantiene el defecto creado. Imagen tomada de Pérez Núñez 2015 (179). 

 

En nuestro modelo, decidimos emplear como método de osteosíntesis la fijación 

intramedular (figura 41). El estándar oro del tratamiento de las fracturas femorales en el 

humano es el enclavado intramedular, por lo que la similitud de síntesis con nuestro modelo 

y su posterior valoración, permiten extrapolar los resultados al ser una práctica habitual en la 

clínica. Debido a las dimensiones de la cavidad medular del ratón NOD/SCID, solo podía 

albergar un implante de tamaño reducido, por lo que se eligió una aguja de 27 G. Otros 

dispositivos de mayor diámetro, como clavos bloqueados o tornillos intramedulares, 

quedaban descartados por el pequeño calibre de la cavidad femoral. Al no tratarse de un 

sistema bloqueado, no se planteó la creación de un defecto óseo, dado que no impediría su 

colapso. Tal como se ha comentado, la aguja intramedular permite la compresión de la 

fractura con la carga, pero no controla la estabilidad rotacional. Para minimizar este 

inconveniente, la aguja se avanzó en la región trocantérea todo lo posible para evitar su 

migración y conferir cierta estabilidad. En este sentido, autores como Holstein realizan 

pequeñas modificaciones en la aguja como el aplanamiento de la punta y de la base, para 

simular un sistema bloqueado (219). En nuestro modelo experimental, conseguimos una 

osteosíntesis con estabilidad relativa en la que la inestabilidad rotacional no tuvo 

trascendencia clínica. 
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Figura 41. Ejemplo representativo de la estabilización intramedular con aguja 27 G realizada en nuestro modelo. 

Se trata de una fijación elástica y permite compresión de la fractura con la carga. Aunque la aguja se profundiza 

hasta la región trocantérea a modo de bloqueo, el foco es inestable rotacionalmente.  

 

7.1.2.4  Métodos para alterar la consolidación 

Debido a la elevada capacidad de consolidación que tiene este modelo murino, generalmente 

es preciso añadir a la osteotomía un gesto técnico que pueda ralentizar o impedir la 

consolidación. De esta forma podremos estudiar la influencia de los diversos tratamientos.  

En la bibliografía se describen distintos métodos, el primero es la creación de un defecto 

óseo segmentario de tamaño variable, pero que básicamente se agrupan en dos tipos. Un 

defecto óseo menor (inferior a 3 mm) (220-224) y lo que se denomina un defecto óseo 

crítico, que varía de 3 a 8 mm (212, 225-227). El defecto óseo crítico puede definirse como la 

resección ósea mínima que impide que el hueso consolide de forma espontánea durante 

toda la vida del animal (228). De forma genérica, la bibliografía considera que el defecto debe 

ser de 1.5 a 3 veces el diámetro del hueso (225), oscilando de los 3 a los 8 mm en el caso de 

modelos murinos (157). Como se aprecia, este rango es amplio y los diversos autores no se 

ponen de acuerdo en dar una medida más precisa. 

Como las osteotomías aisladas o las resecciones menores de 3 mm, no suelen impedir la 

consolidación ósea, es necesario asociar un efecto agresor que la dificulte. Se han publicado 

todo tipo de técnicas, entre las que incluimos la interposición en el foco de fractura de 

tejidos blandos como músculo (189), o diversos materiales extraños como silicona (183) o 

cemento acrílico (208, 229). También se puede alterar el periostio, mediante una 

desperiostización de los márgenes de la fractura (181, 196, 228) o con la ayuda de 

electrocauterio (176, 185, 191, 194, 230). Otra lesión consiste en el daño endóstico con una 

fresa medular (178, 231) o con otros instrumentos (209, 232). Finalmente, se puede realizar 

Fig. 41 
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una eliminación del foco de fractura, que puede conseguirse con la irrigación continua del 

hematoma fracturario (157, 192) o reintervención quirúrgica para eliminar el tejido 

reparativo (159, 193). 

El elegir una técnica combinada de resección y daño del foco de fractura, o bien un defecto 

óseo crítico, es igualmente válido en función del efecto que se quiera conseguir. Por ejemplo, 

para establecer una pseudoartrosis atrófica con un gran defecto óseo, estaría indicado el 

modelo de defecto óseo crítico, en cambio, si pretendemos simular una pseudoartrosis 

postquirúrgica, estaría indicado un defecto de menor tamaño con lesión asociada del foco de 

fractura. El sistema de fijación adecuado se asocia al tipo de defecto, así, cuando se emplea 

un defecto óseo crítico, se elige un sistema de fijación más estable como son las placas. En el 

caso de los métodos combinados, la mayor parte de las veces se emplean sistemas 

intramedulares. 

Pérez Núñez y colaboradores realizaron un defecto de 2 mm en el fémur de ratas Sprague 

Dawley que fue estabilizado con un tornillo intramedular de 2 x 24 mm. Si bien no se podría 

considerar estrictamente un defecto óseo crítico por el tamaño de la osteotomía de 

sustracción, según Poser (228), lograron reproducir una pseudoartrosis atrófica porque se 

impide el colapso del defecto debido al sistema de fijación. Al ser un tornillo roscado de 

diámetro lo suficientemente ancho para bloquear el canal medular, el defecto de 2 mm se 

mantuvo hasta la conclusión del estudio, a pesar de la carga del animal (179). 

En nuestro modelo, la osteotomía se asoció a lesión del periostio mediante daño térmico por 

electrocauterización a 800º C. De esta manera, se pretendió retardar la consolidación para 

estudiar el efecto de la terapia con MSCs en la reparación de la fractura. 

 

7.1.3  DURACIÓN DEL EXPERIMENTO 

Otro tema para debatir es la duración del experimento, dado que la capacidad de curación 

del ratón es innata y difícil de cambiar experimentalmente. La consolidación en estos 

animales suele adquirirse antes de la semana 12, por lo que para el estudio de los problemas 

de consolidación, se debería tomar como punto de referencia las semanas 12 a la 15 

(157, 163). Revisando la bibliografía, podemos analizar que la duración de los estudios es 

muy variable, oscilando entre las 4 y 16 semanas (181, 182, 192, 209, 214, 233). Una vez 

sobrepasado el límite de un mes de evolución, la decisión de mantener el estudio más o 

menos tiempo depende del autor, en función de si se prefiere evaluar el efecto del 

tratamiento a corto o largo plazo. 

Nosotros decidimos acortar el tiempo de estudio de 8 semanas, que era la previsión inicial, a 

4 semanas. Observamos la rápida capacidad de consolidación del modelo, del mismo modo 

que queda reflejado previamente en diferentes estudios (157, 161). 
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7.2  TERAPIA CON MSCS Y CONSOLIDACIÓN EN MODELO 

EXPERIMENTAL 

La capacidad de reparación de las MSCs se estudia con frecuencia en trasplantes realizados a 

animales. En una primera fase, se ha demostrado que estas células son capaces de formar 

hueso en vivo mediante su implantación en el tejido subcutáneo de ratones (23-236). 

Posteriormente, se ha estudiado el potencial regenerativo en diversos defectos óseos 

practicados a los animales de experimentación, como son los defectos craneales. A este 

respecto, son numerosos los trabajos que podemos encontrar, si bien es cierto que es un 

hueso que no está sometido a carga y en el que no se suele realizar una fijación ósea (143). 

Por estos dos motivos, son menos apropiados para el objeto de estudio presente en este 

trabajo. 

Se ha revisado la bibliografía actual, seleccionando estudios experimentales similares al 

nuestro. Así, se han escogido animales murinos (ratón o rata) en los que se practicó un 

defecto óseo en la extremidad inferior, bien mediante una osteotomía completa de tamaño 

variable o un defecto óseo parcial. Posteriormente, se realizó una osteosíntesis o método de 

inmovilización variable. Elegimos los trabajos en los que se administró una terapia con MSCs, 

en algunos casos añadiendo una matriz osteoconductora, y se analizan las características y 

resultados. 

En total se han registrado 32 estudios que cumplen con estas premisas. Encontramos más 

frecuentemente el empleo de ratas que de ratones (22 estudios frente a 10), en el que la rata 

predominante fue de la cepa Wistar o Sprague Dawley, mientras que en los ratones 

encontramos cepas variables. Solo hay un estudio que, al igual que el nuestro, empleó el 

ratón NOD/SCID. En ocasiones se pretendió realizar un modelo de osteoporosis, para ello se 

utilizaron hembras ovariectomizadas (237, 238). Otras veces, un modelo de diabetes 

mediante inducción con estreptozotocina (221, 239-241). O bien, otros modelos de fractura 

con alteración en la consolidación mediante la administración de nicotina, alcohol, 

quimioterapia o la realización de una sección medular (242-245).  

Como en nuestro estudio se han empleado MSCs humanas, nos ha parecido interesante 

incluir el origen de las células. Solo en 4 de los 32 trabajos se emplearon MSCs humanas, 2 de 

ellos recolectadas tras cirugía de recambio protésico (220, 226), 1 de cresta ilíaca (241) y 1 

con adquisición externa (246). Hay que puntualizar que la extracción de MSCs procedentes 

de la cresta ilíaca asocia una morbilidad del donante humano, que en el caso de la obtención 

durante la cirugía protésica de cadera (por fractura o coxartrosis) no ocurre. En todos los 

casos se obtuvo el consentimiento informado de los donantes. Cuando las MSCs se 

obtuvieron de los propios animales utilizados en la experimentación (25 trabajos), éstas se 

extrajeron de los fémures, o de fémures y tibias. En 3 casos se realizó una adquisición externa 

de las MSCs de origen murino. 
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Generalmente, previo a su administración, las MSCs requieren un procesado en el 

laboratorio, donde se expanden en cultivo y se suele realizar una diferenciación osteogénica. 

Lo habitual es utilizar las MSCs provenientes de la médula ósea, sin embargo, Zhu y col. 

realizaron un co-cultivo de las MSCs de la médula ósea con las obtenidas del hueso cortical, 

para lo que este último se cortó en gránulos de 3 x 3 mm, previo a su procesado (247).  

A veces, se llevaron a cabo caracterizaciones celulares para expresar determinados factores 

que eran interesantes para el estudio en cuestión, como IL-10 (239), IGF-1 (223, 248), 

CXCL13 (221), Runx2 (246) o mir-21 (249).  

Este cultivo celular se puede administrar de forma aislada, pero en otras ocasiones se asocia 

a una matriz osteoconductora o scaffold. Este soporte tiene la función de retener las células, 

a la vez que pueden aportar diversos factores que estimulen la capacidad fisiológica de las 

MSCs y ayuden a la consolidación.  

En 19 de los estudios, las MSCs de administraron de forma aislada sin matriz 

osteoconductora. Generalmente se añadió suero salino fisiológico, debido a que facilita su 

inyección. En 2 de estos trabajos, el cultivo celular se realizó en forma de hoja celular 

bidimensional. Esto permitió su aplicación local en el foco de fractura de forma 

circunferencial a modo de envoltura (222, 250). En otro caso se emplearon esferoides 

celulares tridimensionales (220).  

Son 13 los estudios en los que se utilizó una matriz osteoconductora, siendo la más empleada 

el gel de fibrina (220, 237, 244, 251, 252). Otros productos son el colágeno (242, 253), 

gránulos de mineral óseo esponjoso (226), PLGA (227), chitosán (254), DBM (223) u otros 

compuestos diseñados específicamente (238, 255). 

En otras ocasiones, se emplearon tratamientos añadidos para estimular la consolidación 

como BMP-7 (226), cordicepina (256), nanopartículas de plata (253) o terapia con 

ultrasonidos tipo LIPUS (257). 

La vía de administración de las células también es otro apartado para analizar con detalle, 

sobre todo, porque uno de los objetivos de nuestro trabajo era comparar dos vías de 

administración. La administración local en el foco de fractura fue elegida mayoritariamente 

en los trabajos valorados, utilizándose en 23 de ellos como única vía de administración, 

mientras que la administración sistémica se empleó en 6 trabajos. Esta última, se puede 

realizar en forma de inyección intravenosa a través de la vena de la cola (243, 246, 248, 258), 

inyección intracardiaca (257) e inyección intraperitoneal (255). Únicamente 3 trabajos 

realizaron el diseño experimental con grupos en los que se compararon diferentes vías de 

administración. Son los estudios de Huang y col., con dos trabajos en los que compararon la 

administración local con la inyección intracardiaca (224, 259); y Tanriverdi y col., que 

compararon la inyección intravenosa con la inyección intraperitoneal (260). 
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Con relación al momento de administración de la terapia celular, observamos que, en la 

administración local, lo habitual fue la aplicación de las células en el momento de la creación 

de la fractura (17 estudios de 25). Cuando se realizó con posterioridad, el tiempo de 

administración varió de 6 horas a 4 días, según los diferentes autores. Incluso encontramos 

un caso extremo en el que Mir y col. las administraron a las 8 semanas, una vez establecida la 

pseudoartrosis (261).  

Los tiempos de administración son variables en la administración sistémica y no siguen una 

tendencia. Varían desde la inyección en el mismo día de la fractura hasta el día 14. Nos 

parece interesante comentar que Wang y col. estudiaron el momento óptimo de la inyección 

intravenosa comparando diferentes momentos de administración (día 1, día 7, día 14) (258). 

La inyección intracardiaca se practicó al tercer (257) o cuarto día (224, 259), mientras que la 

inyección intraperitoneal se administró el mismo día (255), o a las 36 horas y 5 días (260). 

En cuanto al método de realización de la fractura o defecto óseo, encontramos que se 

ejecutó de forma abierta en 22 trabajos y de forma cerrada en 10. El segmento óseo 

preferido fue el fémur frente a la tibia. 18 trabajos eligieron el fémur frente a 4 que eligieron 

la tibia, si el método era abierto; y 7 trabajos eligieron el fémur frente a 3 que eligieron la 

tibia, si el método era cerrado. En general, se escogió la lateralidad derecha frente a la 

izquierda y existen 4 trabajos en los que el estudio se realizó de forma bilateral 

(223, 237, 250, 260). 

En las formas abiertas, el defecto óseo para estudiar el beneficio de las MSCs puede ser 

parcial o completo. Cuando era parcial, la herramienta preferida fue una pequeña fresa y el 

defecto osciló de 2 a 5 mm (5 trabajos), pero generalmente se realizaron osteotomías 

completas del segmento óseo (17 trabajos). Éstas últimas podían ser de tamaño variable, 

predominando defectos óseos menores, de 0 a 2 mm (15 trabajos); frente a defectos óseos 

críticos, de 6 a 15 mm (2 trabajos). 

En algunos casos se añadió algún tipo de lesión para alterar la consolidación, como la 

agresión del periostio mediante su extirpación (227, 250) o cauterización (249); en otras 

ocasiones se lesionó tanto el periostio como el endostio (222, 252). Como se aprecia, son 

proporcionalmente pocos los trabajos donde se añadió este gesto adicional (5 de 32 

trabajos). 

El instrumento empleado para la ejecución de la fractura o defecto óseo fue también 

variable. En los métodos abiertos se prefirió la sierra motorizada o la fresa, frente a la sierra 

manual u otras herramientas; mientras que, en los métodos cerrados, casi siempre se 

empleó una herramienta de flexión de tres puntos similar a la ideada por Einhorn. 

En 6 estudios no se realizó inmovilización de la fractura, bien es cierto que 5 de ellos 

corresponden con la realización de defectos parciales, por lo que no sería estrictamente 

necesario. En 3 trabajos se empleó la férula o escayola.  
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Cuando el tratamiento fue la osteosíntesis, el dispositivo mayormente utilizado fue la aguja 

intramedular (16 estudios), seguido de fijador externo (4 estudios) y placa (3 estudios). 

Encontramos gran variabilidad en el tiempo de estudio, con un rango que osciló entre las 2 y 

las 16 semanas, aunque parece existir cierta preferencia por concluir los estudios entre las 

4 y 8 semanas. 

La evaluación de la consolidación se realizó mediante estudio radiológico, histológico y, en 

algunos casos, biomecánico. El estudio radiológico casi siempre se realizó mediante micro-TC 

y/o radiología simple. Para el estudio histológico, la tinción más utilizada fue la hematoxilina-

eosina. Las escalas empleadas para la valoración del estudio radiológico o histológico no son 

homogéneas. En ciertos trabajos, la consolidación también se evaluó mediante estudio 

biomecánico (11 de 32 trabajos). 

En general, los resultados son positivos a la hora de evaluar la eficacia del tratamiento con 

MSCs. No obstante, encontramos gran heterogeneidad en los estudios experimentales, lo 

que hace muy complicada su comparación. Algunos emplean la adición de una matriz 

osteoconductora que podría influir en la consolidación, otros realizan modificaciones 

celulares para la sobreexpresión de determinados factores, otros autores realizan cultivos bi 

o tridimensionales, o se añaden otras terapias. Además, el modelo animal puede variar y, en 

ciertas ocasiones, se escogen modelos de osteoporosis, diabetes u otros modelos con 

retardo de consolidación. Generalmente, en todos los estudios se realiza la comparación 

entre grupos de experimentación probando diferentes terapias, pero no siempre incluyen un 

grupo control en el que no se realice ningún tratamiento. Por todo lo anteriormente 

expuesto, resulta difícil encontrar estudios homogéneos para poder estandarizar y comparar 

los resultados, tanto de los estudios analizados entre sí como con nuestros resultados. 

De los trabajos seleccionados, únicamente dos autores no encontraron mejoría después del 

tratamiento con MSCs. Son los trabajos de Findeisen (220), que empleó MSCs humanas en 

gel de fibrina; y Watson (262), que empleó MSCs humanas sin la asociación de matriz 

osteoconductora. Este último autor, además, objetivó que el implante de MSCs humanas no 

alteraba la respuesta inmunitaria, pero habría que continuar en la investigación para ver 

cómo los fenómenos inmunitarios influyen en el trasplante de células heterólogas. 

Independientemente de estos factores, el número de trabajos que utilizaron MSCs humanas 

es muy pequeño para poder establecer conclusiones, solo 4 (220, 226, 241, 246) de los 32 

revisados. 

En la tabla 27 se resumen los 32 estudios analizados que cumplen con las características 

seleccionadas. 
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Análisis de la 
consolidación 

Resultado de la 
consolidación 

Burastero y col. 
(2010) (226) 

20 ratas 
atímicas  
macho 

Humano  
cirugía PTC 
(acetábulo)   

Gránulos de 
mineral óseo 
esponjoso 
(ORTHOS®) 

BMP-7 Local  
mismo día 

Abierta 
Fémur D 
Osteotomía de 
6 mm 

Placa PMMA 
con cerclajes de 
alambre 

16 sem Rx 
Micro-TC 
AP (azul de 
toluidina) 

Mejor 
consolidación 
MSCs + BMP-7 
que MSCs o 
BPM-7 solas 

Cassaro y col. 
(2019) (251) 

80 ratas Wistar 
macho 

Rata  
fémur y tibia 

Biopolímero de 
fibrina (CEVAP®) 

NO Local  
mismo día 

Abierta 
Fémur D 
Defecto parcial 
de 5 mm 
Fresa dental 
 

NO 60 días Micro-TC 
AP (H.E.) 

Mejor 
consolidación 
MSCs + fibrina 
que MSCs + 
fibrina + fosfato 
cálcico, fibrina 
+ fosfato 
cálcico, fosfato 
cálcico, control 

Cheung y col. 
(2013) (257) 
 

60 ratas 
Sprague 
Dawley  
hembra 

Rata  
adquiridas 
 

NO LIPUS Intracardiaca  
a los 3 días 

Cerrada 
Fémur D 
Flex. 3 puntos 
 

Aguja i.m.  
18 G 

4 sem Rx 
Micro-TC 
AP (H.E.) 
 

Mejor 
consolidación 
MSCs + LIPUS 
que MSCs o 
control 

Cui y col. 
(2020) (239) 

Ratones Balb/c 
con diabetes 
inducida 
macho 

Ratón  
fémur y tibia 

NO Sobreexpresión 
IL-10 

Local  
mismo día 

Cerrada 
Fémur 
Flex. 3 puntos 

Aguja i.m.  
30 G  

3 sem AP (azul alcián, 
naranja G) 
Biomecánico 

MSCs con 
sobreexpresión 
de IL-10 acelera 
la consolidación 

Findeisen y col. 
(2021) (220) 

26 ratones 
NOD/SCID nude 
macho 

Humano  
cirugía PTC 

Gel de fibrina 
(TISSEL®) 

Esferoides 
celulares o 
suspensiones 
celulares 
simples 

Local  
mismo día 

Abierta 
Fémur D 
Osteotomía de 
2 mm 
Sierra de Gigli 

Fijador externo 6 sem Micro-TC 
AP (H.E., 
fosfatasa 
alcalina, 
fosfatasa ácida 
tartrato 
resistente) 

Esferoides son 
comparables a 
suspensiones 
celulares (salvo 
mayor densidad 
mineral en 
esferoides). 
Ninguno de los 
dos es capaz de 
consolidar el 
defecto 

Granero-Moltó 
y col.          
(2011) (248) 

Ratón knockout  
Irs-/- 
hembra 

Ratón  
fémur y tibia 

NO MSCs que 
expresan IGF-1 

Intravenosa 
vena de la cola 
el mismo día 

Cerrada 
Tibia 
Flex. 3 puntos 

Aguja i.m. 2 sem Micro-TC 
AP (safranina O 
/ verde rápido) 
Biomecánico 

MSCs con 
expresión IGF-1 
mejora todos 
los parámetros 
de 
consolidación 
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Hao y col. 
(2016) (252) 

36 ratas Lewis 
macho 

Rata 
fémur y tibia 

Fibrina 
(LICANGRUI 
BIOTECH®) 

NO Local  
mismo día 

Abierta 
Fémur D 
Osteotomía 
Cauterización 
periostio y 
lesión endostio 
Sierra manual 

Fijador externo 8 sem Rx 
AP (H.E.) 
Biomecánico 

MSCs + fibrina 
promueven la 
consolidación 

Harada y col. 
(2014) (227) 

122 ratas 
Fischer  
macho 

Rata  
fémur y tibia 

PLGA (TAKI 
CHEMICAL®) 

NO Local  
mismo día 

Abierta 
Fémur I 
Osteotomía de 
5 mm / 15 mm 
Extirpación 
periostio 
Fresa dental 

Fijador externo 16 sem Rx 
Micro-TC 
AP (H.E., azul 
alcián, 
fosfatasa ácida 
tartrato 
resistente) 
Biomecánico 

Consolidación 
completa en 
todos los 
animales 

Hejazi y col. 
(2021) (238) 
 

24 ratas Wistar 
ovariectomiza-
das  
hembra 

Rata  
fémur 
 

3D elastina / 
policaprolacto-
na / 
hidroxiapatita 

NO Local  
mismo día 

Abierta 
Fémur D 
Defecto parcial 
Fresa dental 
 

NO 4 sem Micro-TC 
AP (H.E. y 
tricrómico 
Masson) 
 

MSCs + matriz 
mejoran la 
regeneración 
de la fractura y 
aceleran la 
consolidación 
ósea 

Huang y col. 
(2015) (224) 

30 ratones FVB  
macho 

Ratón 
fémur y tibia 

NO NO Local  
a los 4 días / 
Intracardiaca  
a los 4 días 

Abierta 
Fémur I 
Osteotomía 
Sierra manual 

Aguja i.m.  
23 G  

5 sem Micro-TC 
Biomecánico 

MSCs 
promueven la 
consolidación 
ósea, sin 
diferencias en 
la vía de 
administración 

Huang y col. 
(2015) (259) 

48 ratas 
Sprague 
Dawley  
macho 

Ratón  
fémur 

NO NO Local  
a los 4 días / 
Intracardiaca  
a los 4 días 

Cerrada  
Fémur D 
Flex. 3 puntos 

Aguja i.m.  
18 G 

5 sem Rx 
Micro-TC 
AP (H.E.) 
Biomecánico 

MSCs 
promueven la 
consolidación 
ósea, sin 
diferencias en 
la vía de 
administración 

Jiang y col. 
(2018) (221) 

72 ratas Wistar 
con diabetes 
inducida 
macho 

Rata  
fémur 

NO Sobreexpresión 
CXCL13 

Local  
a los 3 días 

Abierta 
Tibia I 
Osteotomía 
Sierra 

Férula 
 
 
 
 

6 sem Micro-TC 
AP (H.E.) 

MSCs con 
sobreexpresión 
CXCL13 
promueve la 
diferenciación y 
mejora la 
consolidación 
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Kang y col. 
(2013) (246) 

48 ratones 
Balb/c/nu/nu 
macho 

Humano  
adquiridas  

NO MSCs 
transducidas 
con Runx2 

Intravenosa 
vena de la cola 
a las 24 horas 

Abierta 
Fémur I 
Osteotomía 
Tijera 

Aguja i.m.  
23 G 

4 sem AP (H.E. y 
tricrómico de 
Masson) 

Tanto MSCs 
control como 
MSCs 
transducidas 
con Runx2 
llegan a la 
fractura, pero 
las MSCs 
transducidas 
con Runx2 
forman mejor 
callo 

Lee y col. 
(2005) (244) 

36 ratas Wistar  
tratadas con 
quimioterapia 
macho 

Rata  
fémur 

Gel de fibrina 
(TISSEL®) 

NO Local  
mismo día 

Abierta 
Fémur I 
Osteotomía de 
1.5 mm 
 
 

Fijador externo 5 sem Rx 
DEXA 
AP (azul de 
toluidina) 

Ratas tratadas 
con 
quimioterapia 
consolidan 
similar a ratas 
controles si se 
administra 
MSCs + fibrina 

Lei y col. 
(2013) (245) 
 

48 ratas 
Sprague 
Dawley 
con sección 
medular 
macho 

Rata  
fémur 
 

NO NO Local  
a los 2 días 

Abierta 
Tibia I 
Osteotomía 
Fórceps  

Aguja i.m. + 
escayola 
Descarga 

4 sem Rx 
Micro-TC 
AP (H.E. y 
fosfatasa 
alcalina) 
 

MSCs tienen un 
efecto positivo 
en la 
consolidación 
de ratas con 
sección 
medular 

Li y col. 
(2019) (255) 

20 ratas 
Sprague 
Dawley    
macho 

Rata  
fémur y tibia 

Nanocompues-
to poroso 
Se@SiO2 

NO Intraperitoneal 
el mismo día 

Abierta 
Fémur 
Osteotomía 
Sierra 

Aguja i.m.  
1.1 mm  

6 sem Rx 
Micro-TC 

MSCs + 
Se@SiO2 
mejora la 
consolidación 

Li y col. 
(2020) (256) 

Ratas  
Sprague 
Dawley 
macho 

Rata  
fémur 

NO MSCs tratadas 
con cordicepina 

Local  
a los 4 días 

Cerrada 
Fémur D 
Flex. 3 puntos 

Aguja i.m.  
1.2 mm 

4 sem DEXA 
Micro-TC 
AP (H.E.) 
Biomecánico 

Cordicepina 
promueve la 
osteogénesis y 
acelera la 
consolidación 

Mir y col. 
(2015) (261) 

20 ratas 
Sprague 
Dawley  
macho 

Rata  
fémur 

NO NO Local  
a las 8 sem 

Abierta 
Fémur 
Osteotomía 
Cauterización 
periostio 

Aguja i.m. 
1 mm 

8 sem Rx 
AP (H.E.) 

Consolidación 
completa 

 



 Discusión  

 
 

Estudio Modelo animal   Origen MSCs                       Matriz osteo- 
conductora 

Otros 
tratamientos 

Vía de 
administración 

Modelo de 
fractura 

Tipo de 
osteosíntesis 

Tiempo de 
estudio 

Análisis de la 
consolidación 

Resultado de la 
consolidación 

Nakamura y col. 
(2010) (250) 

28 ratas Fischer 
macho 

Rata  
fémur 

NO Hoja celular 
bidimensional 

Local mismo día Abierta 
Fémur bilateral 
Osteotomía 
Extirpación 
periostio 
Sierra oscilante 

Aguja i.m.  
21 G 

8 sem Rx 
Ecografía 
AP (H.E.) 
Biomecánico 

Consolidación 
96 % 

Obermeyer y 
col. 
(2012) (243) 

Ratones 
C57BL/6 con 
exposición al 
alcohol 
macho 

Ratón  
fémur 

NO NO Intravenosa 
vena de la cola 
a las 24 horas 

Cerrada 
Tibia 
Flex. 3 puntos 

Aguja i.m.  
0.2 mm 

2 sem Micro-TC 
AP (H.E.) 
Biomecánico 

MSCs mejoran 
la consolidación 

Orsi y col. 
(2017) (237) 
 

80 ratas Wistar 
ovariectomiza-
das  
hembra 

Rata  
fémur 
 

Fibrina 
heteróloga 
derivada de 
serpiente 

NO Local mismo día Abierta 
Fémur distal 
bilateral 
Defecto parcial 
de 5 mm 
Micromotor 
 

NO 4 sem Rx 
Micro-TC 
AP (H.E.) 
 

MSCs + fibrina 
mejoran la 
consolidación 
respecto a 
grupo de no 
tratamiento. 
Consolidación 
similar en ratas 
osteoporóticas 
y no 
osteoporóticas 

Rady y col. 
(2018) (254) 

36 ratas Wistar 
macho 

Rata  
fémur 

Chitosán NO Local mismo día Abierta 
Tibia 
Defecto parcial 
de 3 mm 
Fresa 

NO 3 sem SEM/EDX MSCs + 
chitosán mejor 
consolidación 
que fibrina rica 
en plaquetas 

Riahi y col. 
(2019) (242) 

24 ratas Wistar 
con 
administración 
de nicotina 
macho 

Rata 
fémur y tibia 

Colágeno tipo I 
de la cola de la 
rata 

NO Local mismo día Abierta 
Fémur D 
Defecto parcial 
de 2 mm 
Trefina  

NO 4 sem Rx 
AP (H.E.) 

La 
consolidación 
con MSCs es 
peor en las 
ratas con 
administración 
de nicotina 

Shimizu y col. 
(2015) (222) 

60 ratas inbred 
Fischer 344 
macho 

Rata  
fémur 

NO Hoja celular 
bidimensional 

Local a las 6 
horas 

Abierta 
Fémur 
Osteotomía 
Extirpación 
periostio y 
lesión endostio 
Sierra oscilante 

Aguja i.m.  
0.8 mm 

12 sem Rx 
Micro-TC 
AP (H.E. y azul 
de toluidina) 
Biomecánico 

MSCs mejoran 
la regeneración 
ósea 
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Sun y col. 
(2015) (249) 

18 ratas 
Sprague 
Dawley  
macho 

Rata  
fémur 

NO Sobreexpresión 
mir-21 

Local mismo día Cerrada 
Fémur D 
Flex. 3 puntos 

Aguja i.m.  
18 G 

5 sem Micro-TC 
AP (H.E. y 
safranina) 
Biomecánico 

MSCs con 
sobreexpresión 
mir-21 
promueve la 
osteogénesis y 
acelera la 
consolidación 
ósea 

Tanriverdi y col. 
(2019) (260) 

56 ratas Wistar 
politraumatiza-
das (extirpación 
lóbulo hepático 
± fracturas 
tibiales) 

Rata  
fémur y tibia 

NO NO Intravenosa / 
Intraperitoneal 
a las 36 horas y 
5 días 

Cerrada 
Tibia y peroné 
bilateral 
 

NO 3 sem AP (H.E.) Grupos 
tratados con 
MSCs tienen 
mejor 
consolidación 
ósea y la 
inflamación del 
hígado y hueso 
es menor 

Wang y col. 
(2018) (258) 
 

126 ratones 
C57BL/6  
macho 

Ratón 
adquiridas 
 

NO NO Intravenosa 
vena de la cola 
a los 1, 7, 14 
días 

Cerrada 
Fémur D 
Flex. 3 puntos 

Aguja i.m. 
0.5 mm 

6 sem Micro-TC 
AP (H.E. y 
tricrómico de 
Masson) 
Biomecánico 
 

La inyección al 
7 día es la 
óptima. Llegan 
más células a la 
fractura y 
permanecen 
más tiempo, 
mejor 
consolidación 

Watson y col. 
(2020) (241) 

27 ratones 
C57BL/6 con 
diabetes 
inducida 
macho 

Humano  
cresta ilíaca 

NO NO Local a los 2 
días 

Cerrada 
Fémur 
Flex. 3 puntos 

Aguja i.m.  
27 G 

8 sem Micro-TC 
Biomecánico 

El tratamiento 
con MSCs no 
aumenta la 
consolidación. 
El implante de 
MSCs humanas 
no altera la 
respuesta 
inmunitaria 

Xing y col. 
(2014) (223) 

36 ratones FVB 
hembra 

Ratón  
fémur 

DBM NO Local mismo día Abierta 
Fémur bilateral 
Osteotomía de     
2 mm 
Fresa dental 

Placa con 
cerclajes de 
alambre 

8 sem Rx 
Micro-TC 
AP (H.E.) 

MSCs + DBM 
aceleran la 
reparación ósea 

Xing y col. 
(2015) (240) 

60 ratas Wistar 
con diabetes 
inducida 
macho 

Rata  
fémur y tibia 

NO MSCs que 
expresan IGF-1 

Local mismo día Abierta 
Tibia D 
Osteotomía 
Sierra 

Escayola 7 sem AP (H.E.) MSCs con 
expresión IGF-1 
promueven la 
consolidación 
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Zhang y col. 
(2015) (253) 

Ratones 
C57BL/6 

Ratón 
adquiridas 

Colágeno con 
nanopartículas 
de plata 
encapsuladas 

NO Local mismo día Abierta 
Fémur 
Osteotomía de   
1.2 mm 
Sierra de Gigli 

Placa 3 sem Rx 
AP (H.E.) 

Nanopartículas 
de plata 
inducen la 
diferenciación 
osteogénica de 
las MSCs y 
promueven la 
consolidación 

Zhu y col. 
(2019) (247) 

18 ratas 
Sprague 
Dawley  
macho 

Rata  
fémur y tibia 

NO Co-cultivo de 
hueso cortical y 
médula ósea 

Local mismo día Abierta 
Tibia 
Osteotomía 
Abrazadera de 
alambre 
 
 

Escayola 6 sem Micro-TC 
AP (H.E.) 

Co-cultivo de 
hueso y médula 
ósea mejoran la 
proliferación, 
diferenciación 
osteogénica y 
consolidación 
de la fractura, 
comparado con 
MSCs 
únicamente de 
médula ósea 

 

Tabla 27. Relación de estudios experimentales en modelos murinos en los que se emplea terapia con MSCs para el tratamiento de la consolidación ósea.  

PTC prótesis total de cadera, BMP-7 proteína morfogenética ósea-7, PMMA polimetilmetacrilato, micro-TC microtomografía computarizada, AP anatomía patológica, 

H.E. hematoxilina-eosina, LIPUS ultrasonido pulsado de baja intensidad, i.m. intramedular, Balb/c cepa de ratón, IL-10 interleuquina-10, NOD/SCID nude cepa de ratón, 

Knock out Irs-/- ratón con modificación génica del sustrato del receptor de insulina, IGF-1 factor de crecimiento similar a la insulina-1, PLGA ácido poliláctico poliglicólico, 

ratón FVB cepa de ratón albino endogámico que lleva el nombre de su susceptibilidad al virus de la leucemia B de Friend, CXCL13 ligando 13 de la quimioquina CXC que 

es quimiotáctica para linfocitos B, Runx2 gen regulador de la formación ósea, DEXA absorciometría de rayos X de energía dual, C57BL/6 cepa endogámica de ratón, 

SEM/EDX microscopio óptico de barrido / rayos X de energía dispersiva, inbred endogámico, mir-21 oncomicro-ARN, DBM matriz ósea desmineralizada.
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7.3  TERAPIA CON MSCs EN NUESTRO MODELO EXPERIMENTAL 

7.3.1  GENERALIDADES DEL TRATAMIENTO CON MSCs PARA LA 

CONSOLIDACIÓN 

Las células madre mesenquimales exhiben una alta capacidad de autorrenovación, potencial 

de diferenciación multilinaje y propiedades inmunomoduladoras. Este conjunto de 

características excepcionales las convierte en una herramienta atractiva para la investigación 

y la aplicación clínica. Sin embargo, las MSCs están lejos de ser un tipo de célula uniforme, lo 

que dificulta la estandarización de los tratamientos. Las propiedades exactas de estas células 

pueden variar mucho dependiendo de múltiples parámetros, incluida la fuente de tejido, el 

método de aislamiento o la composición del medio de cultivo. Todo ello va a influir en la 

expansión y diferenciación de las MSCs (263). 

Son varios los tejidos que pueden ser fuente de células madre mesenquimales. Aunque el 

tejido por excelencia continúa siendo la médula ósea, la morbilidad de su recolección junto 

con el bajo rendimiento de aislamiento celular de esta localización, ha fomentado la 

búsqueda de fuentes de tejido adicionales. De hecho, han ganado popularidad las células 

madre derivadas de tejido adiposo (114, 115, 264), que se pueden aislar fácilmente de la 

fracción vascular estromal del tejido hipodérmico obtenido mediante liposucción (265). Aquí, 

el rendimiento es mayor que en el aislamiento óseo, porque el porcentaje de MSCs en la 

fracción estromal es del 2 %, mientras que en la médula ósea es del 0.3 % (266). 

La diferenciación celular está regulada por diversos factores químicos, biológicos, físicos y 

ambientales. Hay unos factores de transcripción críticos para la diferenciación de 

adipocitos (267), mientras que las señales Runx2 y Osx son los reguladores maestros de la 

osteogénesis (268). Parece ser que las MSCs derivadas de médula ósea están relativamente 

predispuestas a diferenciarse hacia el fenotipo osteoblástico, de modo que la osteogénesis 

implica la activación de potenciadores preestablecidos, mientras que la adipogénesis es 

impulsada por otros cambios (269). Esto está en línea con observaciones previas sobre la 

tendencia de las MSCs cultivadas in vitro a diferenciarse espontáneamente hacia un fenotipo 

osteoblástico (270), lo que indica que, a priori, las MSCs derivadas de tejido óseo son las más 

adecuadas para la terapia de regeneración ósea. 

Es difícil comparar la efectividad de las MSCs según la fuente de obtención, ósea u otras, 

entre las que se encuentra la adiposa. En estudios de revisión, como el realizado por Fu y col. 

en 2021, no se encuentra una diferencia significativa entre las diferentes fuentes, pero este 

resultado debe tomarse con precaución debido a la alta heterogeneidad y a que el número 

de estudios es pequeño (271). 

Se ha estudiado el potencial regenerativo de las MSCs en diversos campos como la diabetes, 

enfermedad de Crohn, cicatrización de heridas, cirrosis hepática y otras enfermedades (264). 
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En lo que respecta a la regeneración ósea, se ha probado su eficacia en modelos preclínicos, 

más frecuentemente en defectos craneales y craneofaciales de tamaño crítico (272). Pero el 

estudio de la regeneración ósea en pseudoartrosis o retardo de consolidación sigue siendo 

más limitado e inconsistente, por lo que todavía existen algunos pasos críticos que dificultan 

su traslación a la clínica. 

En nuestro caso, las MSCs son de origen óseo humano, obtenidas de las cabezas femorales 

de pacientes sometidos a cirugía protésica de cadera, tanto de fracturas osteoporóticas como 

de coxartrosis. Esto no supone morbilidad añadida para el donante, como sí podría ser su 

recolección mediante aspirado de cresta ilíaca. Independientemente de ello, se obtuvo el 

consentimiento informado por escrito de todos los donantes. No nos planteamos un 

trasplante autólogo de los animales, es decir, recolección de MSCs del propio tejido óseo del 

ratón. Es una práctica habitual en nuestro grupo investigador, el empleo de las cabezas y 

cuellos femorales extirpados de estas cirugías para diversos estudios con células 

mesenquimales, ya sea para temas relacionados con la osteoporosis o de regeneración ósea, 

por lo que se dispone de gran experiencia (146, 234, 273-275). 

Debido a que las MSCs en la médula ósea se encuentran en escasa proporción, la expansión 

ex vivo es necesaria para obtener dosis clínicamente trasplantables. El número de pases de 

cultivo requiere una estandarización (236, 271) y, aunque este número es variable cuando se 

revisa la bibliografía, es recomendable utilizar las células de los primeros pases. Está 

demostrado que las MSCs con un alto número de pases entran en senescencia y comienzan a 

perder sus características de células madre, como las capacidades de proliferación y 

diferenciación (92, 276).  

En cuanto a la suplementación en medios de cultivo, se suele usar suero bovino fetal (SBF), 

aunque los suplementos de origen humano podrían superar algunas desventajas generales. 

Por una parte, superan la eficiencia de expansión de MSCs, aunque los resultados son 

contradictorios con respecto a la diferenciación celular. En otros casos se usan medios de 

cultivo libres definidos, con formulaciones que se modifican para mejorar la expresión de 

genes específicos y poder lograr un perfil óptimo (263). 

Las MSCs son consideradas un medicamento de terapia avanzada por la Comisión 

Europea (277), por tanto, deben producirse de acuerdo con las buenas prácticas de 

fabricación (GMP o good manufacture practices). Es por esta razón por la que se han 

desarrollado protocolos seguros, robustos y compatibles con estas directrices para el 

aislamiento y la expansión a gran escala de MSCs (278). 

En nuestro caso, el aislamiento de MSCs se realizó por medio de centrifugación por gradiente 

de densidad; la selección, mediante adherencia a la superficie de cultivo. Los procedimientos 

se llevaron a cabo siguiendo el protocolo establecido y optimizado de trabajos previos del 
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grupo (146, 234). El rendimiento de las MSCs obtenidas por este sistema fue similar a los 

trabajos publicados.  

También se puede emplear el trasplante alogénico de MSCs. Las células criopreservadas, 

ciertamente se pueden usar, ya que la preservación y la descongelación no influyen en el 

crecimiento y la diferenciación osteogénica (220). No obstante, se han revelado desventajas, 

como la dificultad de mantener las funciones celulares o la unión a las células huésped, su 

baja tasa de supervivencia durante el trasplante, aparte de los posibles efectos adversos de 

los crioprotectores (236). 

La dosis celular óptima aún no está clara. La mayor parte de estudios en animales utilizan 

concentraciones de 6.25 × 104 /kg a 4 × 108 /kg. Sin embargo, no en todos los trabajos queda 

reflejado el peso corporal del animal de experimentación, muchas veces solo se registra el 

número total de células trasplantadas (271). Consideramos que es necesario mostrar el peso 

de los animales para proporcionar referencias para la aplicación clínica. Si bien se podría 

esperar que un mayor número de células condujera a una mayor formación ósea, esto no se 

ha demostrado (279). La implantación de un número pequeño de células produciría una 

consolidación ósea inadecuada, mientras que la implantación de más células de las 

requeridas resultaría en un desperdicio celular y tiempos de expansión in vitro más 

prolongados. Por el momento, la dosificación celular en estudios clínicos se basa en el peso 

de los pacientes, generalmente 1 × 105 /kg y no más de 1.2 × 106 /kg (271). 

En nuestro caso, la dosis, independientemente de la vía de administración, fue de 106 células 

en 0.1 ml de suero salino. Es decir, como el peso de cada ratón NOD/SCID osciló de 24 a 28 

gramos, corresponde aproximadamente a 3.8 células x 107 /kg del animal. No se realizó un 

ajuste más exhaustivo por peso. Observamos que la dosis se encuentra dentro del rango 

óptimo que refleja la bibliografía. 

Todavía hay pocos estudios clínicos hasta la fecha y esto es llamativo a pesar de los 

esperanzadores resultados obtenidos en los estudios preclínicos. En todo esto influyen las 

limitaciones impuestas por los marcos regulatorios de cada país. 

Las células madre mesenquimales tienen un modo de acción que implica un fuerte 

componente paracrino, dado que son capaces de secretar altos niveles de factores de 

crecimiento y citoquinas, este conjunto de factores secretados se denomina secretoma. De 

esta manera, se podría usar el secretoma en vez de las MSCs, lo que conllevaría varias 

ventajas para el campo de la ingeniería de tejidos y la medicina regenerativa (143). 

El secretoma incluye las vesículas extracelulares liberadas por las MSCs. Con base en su 

biogénesis, diámetro y marcadores moleculares, las partículas liberadas por las células se han 

clasificado en: exosomas derivados de endosomas (30-150 nm), microvesículas derivadas de 

la membrana plasmática (100-1,000 nm) (también conocidas como micropartículas o 

ectosomas) y cuerpos apoptóticos (1,000-3,000 nm) (263, 280). En general, el término de 
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“vesículas extracelulares” incluye tanto a las microvesículas como a los exosomas, aunque 

muchas veces se emplea indistintamente el término “vesículas extracelulares” o “exosomas”. 

Las vesículas extracelulares contienen diferentes tipos de biomoléculas, como microARN 

(miRNA), ARN interferente corto (siRNA), ARN largo no codificante (lnRNA), proteínas, lípidos 

y otras moléculas biológicamente activas como citoquinas (280, 281). Estas nanopartículas 

estimulan la reparación ósea a través de la inducción de la diferenciación y la proliferación de 

osteoblastos, la inhibición de la apoptosis, la promoción de la angiogénesis y la regulación 

inmune (272, 282). 

Estas sustancias secretadas por las MSCs presentan ciertas ventajas y es que no precisan tan 

alta inversión de capital como las terapias celulares, con costosas técnicas de cultivo celular, 

ni tienen los complicados problemas de seguridad y gestión de calidad (118, 272, 281). 

Además, como las proteínas principales del complejo de histocompatibilidad no se expresan 

en la superficie, los exosomas se pueden usar con seguridad para la terapia de trasplante, al 

no mostrar problemas de rechazo (204, 283, 284). Una ventaja del secretoma producido por 

las MSCs del tejido adiposo, es que no se ve afectado por la edad del donante, 

contrariamente a lo que ocurre con las MSCs óseas (285). 

Yi en 2022 y Tan en 2020, realizaron sendas revisiones sistemáticas de los estudios 

preclínicos existentes en animales, demostrando la efectividad de los exosomas para la 

regeneración ósea. Los hallazgos obtenidos apoyan la base para la traducción clínica y se 

espera que la investigación generalizada de estas vesículas extracelulales, así como las 

regulaciones menos estrictas que precisarían estas terapias libres de células, impulsen su uso 

clínico en el futuro (286, 287). 

Aunque la terapia celular con MSCs o bien mediante su secretoma, tiene un futuro 

prometedor, los mecanismos exactos de acción siguen sin estar claros. Se han obtenido 

resultados clínicos alentadores, aunque el número de estudios es todavía limitado. La dosis 

exacta y la vía de aplicación aún no se han optimizado, adicionalmente, el destino de las 

células trasplantadas y sus mecanismos de acción deben controlarse mejor en ensayos 

clínicos más grandes. Sobre esta base, todavía hay que superar diversos obstáculos, como las 

preocupaciones éticas en el caso de trasplante celular, la evaluación fenotípica y molecular 

adecuada de los productos de células madre, la expansión ex vivo laboriosa y costosa, el 

posible rechazo inmunológico, aparte de otras dificultades traslacionales (116). 

 

7.3.2  ORIGEN DE LAS MSCs 

En este trabajo se emplearon células mesenquimales humanas para estudiar la consolidación 

en modelo de ratón NOD/SCID, es decir, se realizó un trasplante alogénico. La recolección de 

células humanas se realizó a partir de las cabezas y cuellos femorales extirpados de pacientes 
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sometidos a cirugía protésica de cadera, diferenciando dos patologías, fractura osteoporótica 

y artrosis de cadera. Se comparó la eficacia de la consolidación en función de este origen y si 

la osteoporosis, como enfermedad metabólica ósea, influyó negativamente en la efectividad 

de las MSCs. Se compararon con MSCs cultivadas de pacientes con artrosis, puesto que por 

cuestiones éticas no dispusimos de MSCs de individuos sanos. Constituyeron nuestro grupo 

control. En la bibliografía existen estudios experimentales en los que el origen de las MSCs 

también es humano procedente de las cabezas femorales artrósicas tras las sustitución 

protésica, reportando que tienen sus propiedades conservadas (220, 226). 

 

7.3.2.1  MSCs humanas de pacientes con fractura osteoporótica 

Se estudia la influencia de la osteoporosis en la funcionalidad de las MSCs, pero también la 

edad, como factor aislado, afecta a la cantidad y efectividad de los precursores 

mesenquimales. Generalmente, la osteoporosis y la edad avanzada o el envejecimiento del 

individuo van de la mano, aunque no siempre la edad conlleva la aparición de osteoporosis. 

Debido a esta asociación, sería difícil asignar qué papel independiente tiene cada uno de 

estos factores. Efectivamente, en nuestro trabajo, el grupo de donantes de MSCs de fractura 

osteoporótica de cadera era de mayor edad media que el grupo de donantes de MSCs de 

artrosis de cadera. También se valora la influencia que tiene el acontecimiento de la fractura 

en el inicio de la cascada de la consolidación y, por tanto, en la estimulación de las MSCs. 

Influencia de la osteoporosis en las MSCs 

La osteoporosis es un trastorno óseo prevalente que se caracteriza por una baja densidad 

mineral ósea. Esto es debido a un desequilibrio en el proceso de remodelación ósea, en el 

que predomina la actividad osteoclástica sobre la osteoblástica, lo que conduce a la pérdida 

de masa ósea. La osteoporosis es muy común en personas mayores, con mayor frecuencia en 

mujeres posmenopáusicas que en mujeres premenopáusicas o en hombres. Las células 

madre mesenquimales de la médula ósea son células preosteogénicas y tienen capacidad 

para diferenciarse en osteoblastos, como estas células están alojadas en un tejido óseo 

alterado por la osteoporosis, es de suponer que puedan verse afectadas. 

Varios investigadores han estudiado el efecto de esta enfermedad metabólica en la función 

de las MSCs. En primer lugar, la reducción de la diferenciación osteogénica es el núcleo 

principal de esta enfermedad (204, 288-291). Esto ocurriría ya en etapas tempranas de la 

reparación ósea. Por el contrario, hay una la preferencia hacia la diferenciación adipogénica, 

que concuerda con el aumento de la grasa medular frecuentemente observado con el 

envejecimiento y la osteoporosis (288, 290, 292, 293). Para revertir esta tendencia, se 

deberían trasplantar MSCs con una mejor capacidad de diferenciación osteogénica.  
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Otra alteración que ocurre en la osteoporosis es la reducción del número de MSCs en el 

tejido óseo, también disminuye la capacidad proliferativa (288, 290) y está alterada la 

respuesta a los estímulos mecánicos (294). Además, hay una producción de matriz deficiente 

en colágeno I (204, 288, 290) y menor expresión de la fosfatasa alcalina, al menos, en 

estudios in vitro (292, 295, 296). Sin embargo, no ha sido confirmado por otros autores (297).  

La migración de las células madre mesenquimales es un paso esencial para la consolidación 

de fracturas o defectos óseos localizados. Pero también para trastornos óseos difusos como 

la osteoporosis, aunque este papel es menos claro. La orientación de estas células hacia los 

tejidos diana es fundamental para la formación ósea adecuada. Esta capacidad de 

reclutamiento y migración fue estudiada por Haasters, apreciando que estaba disminuida 

significativamente en MSCs osteoporóticas en comparación con controles sanos (290). Esto 

puede deberse a una expresión diferencial de integrinas de unión a la matriz extracelular, en 

concreto, se encuentra reducida la integrina α2 de unión al colágeno (298). 

En la osteoporosis existe un aumento del estado de senescencia y apoptosis celular (299). Los 

mecanismos involucrados pueden ser múltiples, entre los que se incluyen el acortamiento en 

la longitud de los telómeros, daño en el ADN o un mayor estrés oxidativo (300). Aunque estos 

mecanismos no están aclarados por completo (301). 

La mayor parte de estudios de funcionalidad de MSCs osteoporóticas son realizados in vitro, 

apreciándose una capacidad osteogénica disminuida, pero no ha sido investigado 

suficientemente in vivo (234). Experimentos previos en nuestro laboratorio mostraron que 

las MSCs de pacientes con fractura osteoporótica de cadera mantuvieron la capacidad de 

proliferación, pero mostraron una capacidad de diferenciación disminuida in vitro (273). Por 

este motivo, era difícil predecir las consecuencias in vivo de esas características 

contrapuestas. Posteriormente, se estudió el potencial regenerativo en el tejido subcutáneo 

de ratones confirmando que, tanto los marcadores de senescencia como la capacidad 

osteogénica in vivo de las MSCs de pacientes con osteoporosis, no era inferiores a MSCs 

controles de edad similar (234). Por esta razón, consideramos que clarificar esta cuestión es 

de especial importancia antes de planificar el uso del trasplante autólogo de MSCs con fines 

regenerativos. 

Se ha visto que el deterioro de la funcionalidad de las MSCs osteoporóticas puede verse 

mejorado con el estímulo de BMPs. Estos agentes mejoran la diferenciación osteogénica de 

las MSCs, por lo que pueden ser un agente terapéutico prometedor para el tratamiento de 

fracturas en pacientes osteoporóticos (288, 290). 

Aparte de para la regeneración ósea, existe un interés creciente en el tratamiento de la 

osteoporosis mediante estas terapias regenerativas. Como el mal funcionamiento de las 

MSCs puede estar implicado en la patogénesis de la osteoporosis, la infusión de MSCs podría 

mejorar la formación ósea sistémica. Hu en 2018 y Jiang en 2021, realizaron estudios de 
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revisión sistemática de estudios preclínicos, mostrando efectos positivos y mecanismos 

reconocidos, donde las MSCs derivadas de médula ósea y de tejido adiposo eran eficaces en 

el tratamiento de la osteoporosis (204, 302). 

Influencia del envejecimiento en las MSCs 

La capacidad funcional de las células madre mesenquimales puede verse comprometida en 

individuos ancianos en relación con cambios debidos a la edad avanzada y el envejecimiento. 

Esto lleva, finalmente, a una deficiencia en la formación ósea. Con la edad, se ve afectado el 

número y el tamaño de los precursores osteoblásticos en la médula ósea, así como su 

funcionamiento (303, 304). También disminuye la capacidad de migración y proliferación 

celular, a la vez que se ve alterado su secretoma. Finalmente, la alteración de la capacidad de 

diferenciación hace que disminuya la diferenciación osteogénica y aumente la diferenciación 

adipogénica (73, 305). 

Debemos tener en cuenta que las MSCs están presentes en la médula ósea, aunque también 

pueden estar presentes en la circulación sanguínea, al menos en algunas circunstancias. 

Aunque es difícil demostrar la presencia de estas MSCs circulantes en condiciones normales, 

se ha puesto de manifiesto su movilización en el contexto de fracturas o lesión tisular extensa 

(306, 307). Este número de precursores circulantes osteogénicos disminuye con el 

envejecimiento, particularmente en pacientes frágiles (308). 

No siempre el comportamiento in vitro de estas células es semejante al comportamiento 

in vivo. Hay autores que encontraron que las MSCs tenían un envejecimiento acelerado 

cuando se cultivaban in vitro, pero mantenían una capacidad normal de proliferación y 

formación ósea in vivo (297, 309, 310). Esto sugiere que los cambios asociados a la edad 

pueden depender no solo de los cambios intrínsecos celulares, sino de los cambios en el 

ambiente donde se desarrollan (301, 311, 312). En este aspecto, pueden verse influidas por 

cambios epigenéticos (73, 313). Uno de estos modificadores se ha atribuido a la metilación 

genómica del ADN, que de tener efectos funcionales asociados, sugiere que la edad de los 

donantes debería tenerse en cuenta en entornos clínicos (11, 314). Por otra parte, las 

estrategias terapéuticas basadas en la corrección de esta regulación epigenética serían muy 

interesantes para controlar el envejecimiento de las MSCs y restaurar la homeostasis, 

especialmente entre los ancianos o las personas con enfermedades óseas (315). 

El papel de la senescencia celular en los trastornos óseos relacionados con la edad está 

recibiendo gran atención en las últimas décadas. La senescencia celular es un estado en el 

que la célula permanece metabólicamente activa mientras sufre una detención irreversible 

del ciclo celular. También desarrolla diversas alteraciones que incluyen cambios en la 

expresión génica, cambios en el metabolismo y la inducción de un secretoma proinflamatorio 

o fenotipo secretor asociado a la senescencia (SASP). Esto, a su vez, impacta negativamente 

en las células vecinas (316-318). De hecho, aunque el número absoluto de células 
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senescentes sea pequeño, puede afectar a la homeostasis ósea por este mecanismo. La 

senescencia está emergiendo, recientemente, como un mecanismo importante en la 

patogénesis de varios trastornos relacionados con la edad, entre los que está incluida la 

osteoporosis (234). 

En resumen, la bibliografía actual es controvertida en cuanto a la capacidad osteogénica de 

las MSCs de pacientes con osteoporosis y de individuos con edad avanzada. Por tanto, no 

está claro que pudieran ser adecuadas como terapia regenerativa eficaz. Algunos estudios 

encontraron una disminución del número de precursores osteogénicos circulantes y una 

disminución de la actividad de las MSCs en estos pacientes, sin embargo, otros han señalado 

que la movilización y la actividad de las MSCs está preservada (319). 

Influencia de la fractura en las MSCs 

Se ha documentado que después de una lesión tisular como es una fractura, las MSCs se 

activan y se produce un reclutamiento a nivel sistémico (270, 307). Esto implica una 

potenciación de la capacidad osteogénica, en efecto, se ha encontrado una sobreexpresión 

de los factores de transcripción Runx2 y osterix que dirigen esta diferenciación 

(273, 320, 321). 

Nosotros estamos estudiando el potencial regenerativo de las MSCs aisladas de pacientes 

con fractura osteoporótica de cadera. Hemos revisado la influencia potencialmente negativa 

que podría tener la osteoporosis o la edad avanzada, pero también nos planteamos que, en 

el contexto de la fractura, se pueda estimular la capacidad reparativa de las MSCs donantes. 

La cirugía después de una fractura de cadera se realiza en nuestro hospital en las primeras 48 

horas tras el traumatismo. Además, sistemáticamente, se desechan los bordes óseos 

fracturados, pero no se puede evitar un efecto regional o incluso sistémico. Con todo, 

pensamos que el estímulo hipotéticamente positivo en las MSCs trasplantadas, por el hecho 

del acontecimiento de la fractura, sea mínimo. 

 

7.3.2.2  MSCs humanas de pacientes con fractura osteoporótica comparadas 

con MSCs humanas de pacientes con artrosis 

Debido a razones prácticas y éticas, como controles se utilizaron las MSCs aisladas de la 

médula ósea de cabezas femorales de pacientes con coxartrosis, en lugar de médula ósea 

sana. Se ha sugerido que las MSCs de pacientes con artrosis tienen una capacidad de 

proliferación y diferenciación osteogénica similar a las MSCs de donantes sanos (322). 

Aunque, teóricamente, la artrosis podría inducir alguna anormalidad en las MSCs. Es un tema 

controvertido, algunos investigadores encontraron que las células tendrían reducido el 

potencial osteogénico y condrogénico in vitro (323, 324), mientras que otros constataron una 

proliferación y capacidades osteogénicas conservadas (325, 326).  
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En el momento de la extracción de la médula ósea de las cabezas femorales artrósicas, 

también eliminamos el hueso subcondral. El objetivo fue desechar las áreas dañadas, ya que 

pueden ser más propensas a contener MSCs anómalas (324). 

Como se ha comentado previamente, no es difícil encontrar artículos en los que se estudie el 

comportamiento de las MSCs osteoporóticas in vitro, existiendo menos trabajos in vivo. Pero 

apenas hallamos estudios comparativos con poblaciones celulares sanas, por eso 

consideramos interesante nuestro trabajo, donde pretendemos evaluar la idoneidad de las 

MSCs de pacientes osteoporóticos cuando las comparamos con pacientes no osteoporóticos. 

Cabe destacar, como era de esperar por su diferente epidemiología, que hubo cierto 

desequilibrio entre la edad de los pacientes con fractura osteoporótica y los controles con 

coxartrosis. No obstante, no vimos cambios significativos relacionados con el envejecimiento 

en el comportamiento de las MSCs, posiblemente por el rango de edad relativamente 

estrecho de los sujetos incluidos en el estudio. Es poco probable que haya influido en las 

diferencias observadas. 

En estudios previos in vitro realizados por nuestro grupo se confirmó que, la capacidad de 

proliferación de las MSCs obtenidas de pacientes con fractura osteoporótica de cadera, 

estaba conservada en comparación con las MSCs obtenidas de pacientes con artrosis (273). 

Las células tendían a mostrar una regulación positiva de los genes relacionados con las vías 

de proliferación celular, en paralelo con una disminución de la metilación de sus regiones 

potenciadoras. En este estudio se refleja que, a pesar de un teórico envejecimiento 

epigenético acelerado, las MSCs de pacientes con fracturas por fragilidad, se activan y 

mantienen una buena capacidad de proliferación, lo que las hace potencialmente útiles para 

trasplantes autólogos. Las MSCs de pacientes osteoporóticos también expresaron altos 

niveles de colágeno y otros constituyentes de la matriz, aunque la actividad de la fosfatasa 

alcalina y la deposición de calcio se encontraban disminuidas. Por esta razón, su capacidad 

para formar una matriz mineralizada podría verse afectada, lo que demostraba resultados 

contradictorios. 

Con posterioridad, se comprobó in vivo que las células mesenquimales tenían una capacidad 

similar para formar hueso nuevo cuando se trasplantaban por vía subcutánea en un modelo 

de ratón inmunodeficiente (234). Cuando se estudiaron los marcadores de senescencia, 

muchos de los genes SASP se expresaron en niveles bajos y no hubo diferencias entre las 

MSCs de pacientes osteoporóticos y pacientes con artrosis. En resumen, los datos reflejaron 

que las MSCs de pacientes con fractura osteoporótica tienen un estado de senescencia y 

capacidad de formación ósea in vivo similar a las MSCs de pacientes con artrosis, que no 

suelen tener osteoporosis o baja masa ósea (327, 328). 

En nuestro trabajo experimental, hemos observado que los ratones a los que se 

administraron MSCs cultivadas de pacientes con osteoporosis, obtuvieron mejores resultados 

en la consolidación que cuando se administraron MSCs cultivadas de pacientes con artrosis. 
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En línea con los dos trabajos comentados, podemos confirmar que las MSCs obtenidas de 

pacientes con fractura osteoporótica de cadera conservan su capacidad osteogénica, siendo 

capaces de lograr la consolidación en un modelo de fractura femoral. Esto apoya el interés de 

futuros estudios para evaluar el uso potencial de MSCs autólogas de pacientes con 

osteoporosis en procedimientos de regeneración ósea, puesto que es probable que sean 

igualmente válidas cuando las comparamos con MSCs de individuos no osteoporóticos de 

edad similar.  

Lo que nos llama la atención es que, de manera sorprendente, las MSCs cultivadas de 

pacientes con artrosis consiguen una consolidación más deficiente. Es independiente de la 

vía de administración, pero más llamativa si se realiza por vía sistémica. 

 

7.3.2.3  El papel de la inmunidad en el trasplante de MSCs 

Los mecanismos que explican el deterioro de la consolidación de fracturas inducida por las 

MSCs de pacientes con artrosis no están claros. Sin embargo, dado que el efecto fue más 

marcado después de la infusión intravenosa que cuando se realizó la administración local en 

el foco de fractura, es probable que estén implicados efectos secundarios mediados por la 

liberación de factores circulantes. Posteriormente, se va a analizar el papel que tienen las 

diferentes vías de administración en la efectividad de las MSCs, pero lo que vamos a revisar 

en este apartado, es la posible influencia de los fenómenos inmunitarios en el trasplante de 

las células.  

Inicialmente, se pensó que el papel de las MSCs implantadas era su diferenciación hacia 

células osteoblásticas formadoras de hueso. No obstante, al observar al microscopio las 

lagunas de osteocitos del hueso recién formado, se aprecia que el número de células 

supervivientes del injerto es muy bajo o están completamente ausentes (236, 329, 330). Esto 

se contrapone con los resultados exitosos de los ensayos preclínicos y clínicos, lo que plantea 

que el beneficio terapéutico de las MSCs trasplantadas es, en gran medida, a través de un 

mecanismo paracrino (331). Estas observaciones contradictorias del destino de las MSCs 

trasplantadas están presentes en toda la bibliografía. Podría depender de múltiples causas 

como la dosis celular inicial, la matriz de biomaterial empleado, el sitio de implantación y la 

respuesta inmune del huésped.  

El comportamiento de las MSCs ha ganado atención debido a su inmenso potencial para la 

inmunosupresión y su papel terapéutico en los trastornos inmunes. Las funciones 

inmunológicas de las células madre resumidas en cuatro grandes apartados son las 

siguientes: la inmunomodulación, desempeñando funciones proinflamatorias o 

antiinflamatorias; el papel autocrino y paracrino, por medio de la secreción de biomoléculas; 

el mecanismo de escape del sistema inmune innato, mediante interacciones célula a célula; y 
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la protección contra la acción del sistema del complemento, previniendo su muerte 

celular (124). 

Existe una red de interacciones complejas entre las células inmunes y las MSCs, de forma que 

las respuestas inmunes juegan un papel importante en la regeneración ósea. Esto fue 

revisado recientemente por Chen y colaboradores (123). Las respuestas inmunes innatas 

proporcionan un microambiente inflamatorio adecuado para la regeneración ósea, 

iniciándose ya en la etapa temprana de la reparación de fracturas, mientras que las 

respuestas inmunes adaptativas mantienen tanto la regeneración como la remodelación 

ósea. Las MSCs y las células inmunes se regulan entre sí. Todos los tipos de células inmunes y 

citoquinas secretadas pueden regular la migración, proliferación y diferenciación osteogénica 

de las MSCs (332, 333), a su vez, las MSCs tienen una fuerte capacidad inmunomoduladora 

sobre las células inmunes. Por lo tanto, una comprensión profunda de estos principios de la 

inmunología ósea, puede proporcionar nuevos conocimientos para el desarrollo de la 

ingeniería de tejidos, además de poder aplicar estrategias de modulación.  

Vamos a explicar cómo se desarrolla esta interacción entre ambos tipos celulares. Las células 

inmunes presentan efectos osteoinductivos en las MSCs, ya que crean un microambiente 

inmune adecuado para la regeneración ósea a través de fagocitosis, degranulación y 

secreción de citoquinas, también aceleran la curación ósea. La estimulación inflamatoria 

puede reclutar MSCs, regular su proliferación y apoptosis, y promover la diferenciación 

osteogénica. Por otra parte, las MSCs tienen funciones inmunomoduladoras sobre las propias 

células inmunes y capacidades antiinflamatorias. La sintonía entre las MSCs y las células 

inmunes tiene un efecto positivo similar a la retroalimentación en la regulación de la 

regeneración ósea.  

En resumen, el papel beneficioso de las MSCs trasplantadas podría depender de su fuerte 

efecto inmunomodulador, debido a que tienen la capacidad de alterar la respuesta inmune 

innata y adaptativa, que es fundamental para facilitar la formación de hueso nuevo. A su vez, 

las células inmunes pueden promover el reclutamiento, la proliferación y la diferenciación 

osteogénica de las MSCs.  

Teniendo en cuenta la interacción entre las MSCs y las células inmunes, y aunque los 

mecanismos subyacentes involucrados aún no se han perfilado por completo, se pueden 

llevar a cabo diferentes estrategias de modulación en las terapias que administran células 

inmunes o MSCs (334, 335). Los estímulos bioquímicos y los estímulos biofísicos se pueden 

utilizar para regular las células inmunes y así promover la osteogénesis de MSCs. Por otro 

lado, las terapias con MSCs se pueden utilizar para regular a las células inmunes y que sean 

más efectivas en la regeneración ósea. Actualmente, las modulaciones de las células inmunes 

se basan, principalmente, en estimular el cambio de la polarización de macrófagos M1 (que 

son fenotipos proinflamatorios) a la polarización de macrófagos M2 (que son fenotipos 

antiinflamatorios) (122, 294, 336).  
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Parece más fácil comprender el efecto inmunomodulador de las MSCs cuando se administran 

sistémicamente, estando mejor documentado. Pero cuando se administran localmente, el 

papel en la regulación de las respuestas inmunes innatas y adaptativas, es más difícil de 

alcanzar (331). 

La supuesta capacidad para evitar el rechazo al administrar células alogénicas, sigue siendo 

controvertida. Algunos estudios muestran rechazo en entornos alogénicos y otros muestran 

tolerancia, también una pequeña selección muestra rechazo cuando las MSCs comienzan a 

diferenciarse (337, 338). 

Wu y colaboradores estudiaron el trasplante de MSCs alogénicas en un modelo animal de 

defecto mandibular crítico en perros beagle (339). Durante las primeras 2 semanas después 

de la implantación, se detectó una respuesta inmune transitoria con un aumento de las 

citoquinas proinflamatorias. Sin embargo, no hubo diferencias significativas en alcanzar la 

consolidación ósea, la densidad mineral ósea y las propiedades biomecánicas con respecto al 

grupo control. Estos hallazgos indican que las MSCs alogénicas pueden inducir una 

inmunorreacción transitoria, que puede retrasar temporalmente la osteogénesis en la etapa 

temprana de la implantación in vivo, mientras que la formación ósea a largo plazo no se vio 

afectada. También habría que tener en cuenta el modelo animal antes de aclarar las 

reacciones inmunes, puesto que éstas parecen ser más violentas en animales grandes (340). 

Otros autores como Berner, refieren que las MSCs alogénicas se pueden usar de forma 

segura, debido a que en sus estudios no encontraron rechazo o reacción a cuerpo extraño. 

Los resultados de formación ósea y estudio biomecánico son comparables entre las MSCs 

autólogas y las alogénicas (341). 

Algunos investigadores buscan estrategias para atenuar la respuesta inflamatoria. En relación 

con esto, Kim propone el trasplante de MSCs en forma de esferoides, lo que aumenta la tasa 

de supervivencia y disminuye la respuesta inflamatoria en su modelo animal (342). 

Independientemente de la vía de administración, las MSCs trasplantadas tienen una 

capacidad de migración limitada, además, desaparecen casi completamente a los 7 días del 

trasplante. Al día siguiente de su implantación, las células activan las vías de señalización de 

la hipoxia, a lo que sigue la apoptosis. Después, se continúa con el reclutamiento local de 

células inmunes y la absorción de las MSCs apoptóticas por macrófagos. A este efecto se le 

ha denominado “mecanismo de golpear y morir" de las MSCs trasplantadas (343). La 

apoptosis de las MSCs modula las respuestas inmunes innatas y adaptativas, que impactan 

finalmente en sus efectos terapéuticos. En general, la muerte celular necrótica se asocia con 

inflamación y respuestas inmunes exacerbadas, mientras que la apoptosis evita una 

respuesta inflamatoria y contribuye, más bien, a su resolución (331). La "hipótesis de las 

células madre moribundas", por la cual la apoptosis de las MSCs trasplantadas modula la 
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respuesta inmune, fue formulada por primera vez en 2005 (344) y luego reforzada 

experimentalmente por varios grupos (345-348). 

Preda y colaboradores enfatizan que la apoptosis in vivo y la activación de las respuestas 

inmunes después del trasplante de MSCs, deben considerarse en referencia a la capacidad de 

la MSCs alogénica para defenderse del rechazo, es decir, el supuesto privilegio inmune (343). 

Las MSCs alogénicas son, efectivamente, rechazadas después de la infusión (346, 349). No 

obstante, la MSC apoptótica aún conserva la actividad inmunomoduladora (345-349), lo que 

podría ser el principal mecanismo de acción. Esto también explica la gran dificultad en el 

seguimiento de estas células in vivo.  

En general, aunque tanto el trasplante autólogo como el alogénico de MSCs son 

teóricamente factibles, el rechazo inmunitario es un riesgo inevitable y debe tenerse en 

cuenta en los ensayos clínicos, por eso se suele optar por el trasplante autólogo (204). 

En nuestro trabajo investigamos la regeneración ósea en ratones NOD/SCID, que exhiben 

defectos severos en la inmunidad innata y adaptativa. Rapp y col. estudiaron cómo esta 

alteración podía influir en la consolidación de las fracturas. Constataron que el callo óseo no 

se ve afectado en los ratones durante las etapas iniciales de consolidación, mientras que se 

reduce significativamente en etapas posteriores. Además, aumenta la formación de cartílago, 

lo que indica un retraso en la osificación encondral, muy probablemente debido a la 

disminución de la actividad osteoclástica. La conclusión del estudio fue que la respuesta 

inmune inmediata, después de la fractura, no es esencial para el inicio de la formación ósea. 

No obstante, un sistema inmune intacto es importante, porque la osificación encondral se ve 

retrasada en esta cepa de ratón inmunodeficiente (162). 

Efectivamente, la razón de la elección del ratón NOD/SCID fue la de evitar el rechazo inmune, 

sin embargo, no obtuvimos problemas de consolidación. Se alcanzaron buenas puntuaciones 

de consolidación radiológica e histológica, incluso en los grupos en los que no se 

administraron MSCs. Lo que no sabemos es, si por el hecho de emplear ratones 

inmunodeficientes, nuestros resultados se puedan extrapolar a organismos con respuestas 

inmunes preservadas. Lo más sorprendente de los resultados obtenidos es que, los ratones a 

los que se inyectaron MSCs obtenidas de pacientes con coxartrosis presentaron peores tasas 

de consolidación, además, este efecto fue más acusado cuando las células se administraban 

de manera sistémica. Esto nos lleva a pensar en la posible influencia de los fenómenos 

inmunitarios en el trasplante de MSCs de pacientes con artrosis, aunque faltarían más 

investigaciones para poder confirmarlo. Tampoco lo hemos visto descrito en la bibliografía 

existente. 
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7.3.3  VÍA DE ADMINISTRACIÓN DE LAS MSCs 

Existen dos vías principales para implantar las MSCs en el organismo, mediante la 

administración sistémica o la administración local en el sitio diana. El mecanismo de acción 

de las MSCs es complejo y podría diferir en ambas administraciones. Posiblemente, la 

elección de una u otra repercutirá en el método óptimo de entrega, por este motivo 

valoramos la influencia de la vía de administración en la efectividad de las MSCs para la 

regeneración ósea.  

 

7.3.3.1  Administración sistémica de MSCs 

La administración sistémica puede realizarse mediante inyección intraarterial, intravenosa, 

intraperitoneal o intracardiaca. Esta última es un método más invasivo, pero podría 

administrar un número mayor de MSCs en el sitio de interés (271).  

El abordaje de elección es el acceso intravenoso, en concreto, en el caso de roedores suele 

realizarse a través de la vena de la cola. En nuestro trabajo, optamos por la inyección en el 

seno retroorbitario, porque debido al tamaño de los animales, los vasos de la cola eran muy 

pequeños y la posibilidad de extravasación de la infiltración, elevada.  

No obstante, las células administradas por esta vía tienen que pasar primero a través de los 

pulmones, para después distribuirse por todo el organismo. Esta detección es bastante 

precoz, pues las MSCs ya las encontramos en el pulmón a las 24 horas de su 

administración (338). Este paso presenta un problema importante que se ha denominado el 

"primer paso pulmonar", que resulta en un atrapamiento significativo de las células 

(350, 351). Ocurre porque las MSCs tienen un diámetro estimado de 20 a 30 μm, mientras 

que los capilares pulmonares miden de 5 a 10 μm (338). Los datos experimentales respaldan 

que una gran proporción de MSCs quedan atrapadas en el pulmón después de la 

administración intravenosa (201-203). La discrepancia de tamaño ejerce un factor limitante 

en la transmigración endotelial, por el contrario, la capacidad de adhesión a las células 

endoteliales y la deformación de las MSCs facilitarían su paso a través de los capilares (350). 

La persistencia de MSCs en los pulmones es variable según autores, pudiendo llegar hasta los 

8 o 9 días después del trasplante (259, 343). Esto excede la vida previamente reportada  

(352, 354). 

Las MSCs atrapadas inicialmente en la microvasculatura pulmonar, rápidamente son 

fagocitadas por macrófagos del tejido circundante. Las MSCs supervivientes pueden volver a 

recircular y albergar diferentes órganos, principalmente el hígado, debido al alto volumen de 

flujo sanguíneo; pero también los riñones, ganglios linfáticos y el bazo. Por último, un 

pequeño subconjunto celular puede redistribuirse al sitio de la lesión (271). Esto hace que el 
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número de células detectadas después del trasplante sea mucho menor que el número de 

células administradas, lo que se ha comprobado en numerosos estudios (204). Además, la 

tasa de apoptosis de las células que finalmente alcanzan el tejido diana es elevada y menos 

del 3 % permanecen en la fractura después de 5 semanas (259). Es difícil determinar en qué 

grado el atrapamiento pulmonar o la apoptosis celular son causa de la baja eficiencia del 

injerto.  

Nosotros pudimos constatarlo en los ratones NOD/SCID a los que infundimos las MSCs de 

forma sistémica, fundamentalmente se apreció en los grupos de artrosis. Este grupo obtuvo 

peor consolidación que cuando las células eran administradas localmente. Como se ha 

constatado en estudios previos del grupo, el atrapamiento pulmonar juega un papel 

importante que limita que las células puedan alcanzar el lugar de la lesión (146), si bien, 

puede que no sea la única causa y estén implicados más factores. 

La inyección intravenosa de MSCs en animales pequeños, aunque también la intraarterial, 

produce atelectasia pulmonar y trombosis. Esto es dependiente de la dosis. Al mismo tiempo, 

la mayoría de los estudios clínicos en humanos no registran efectos adversos graves en este 

aspecto. Esta contradicción es el resultado del número diferente de MSCs inyectadas en 

animales y humanos (355). Además, el efecto protrombótico en humanos es 

significativamente menor y puede ser manejado por el sistema fibrinolítico. La dosis 

promedio de MSCs en ensayos clínicos es de hasta 107 /kg de peso, mientras que se inyectan 

más de 108 /kg en experimentos con animales, lo que es necesario para una identificación 

fiable de las células o valorar sus efectos terapéuticos. Este problema de dosificación celular 

tiene una significación clínica importante, ya que en los ensayos clínicos en humanos prima la 

seguridad, con la eficacia como criterio de valoración secundario (338). 

Otras vías de administración sistémica, como la administración arterial y la intracardiaca, 

tendrían el potencial de mejorar algunas de estas limitaciones de dosificación. En teoría, 

permiten que las células eviten los pulmones, al menos una vez, por lo que evaden el efecto 

pulmonar de primer paso. Esta administración permite disminuir la dosis necesaria, 

administra un flujo más alto causando una mayor dilución y, por tanto, disminuye el riesgo 

potencial de embolia celular (338). Aunque esto último es proporcional a la dosis y a la 

velocidad de infusión (356). 

Hasta la fecha, el mecanismo de la terapia de trasplante de células madre se basa en un triple 

abordaje, el primero de ellos directo y otros dos indirectos: 1. Las MSCs todavía tienen la 

capacidad de dirigirse al sitio de la lesión, pudiendo diferenciarse en osteoblastos y 

condrocitos directamente, aunque el número de estas MSCs es limitado (357, 358); 2. Las 

MSCs ejercen efectos paracrinos secretando citoquinas, factores de crecimiento óseo, 

quimiocinas y reclutan células a los sitios diana (359, 360); 3. Por último, las MSCs modulan el 

sistema inmune (333, 361, 362). 
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Las células que alcanzan la fractura en el grupo de inyección sistémica provienen de la red 

vascular y, debido a esto, sobrevivirán y funcionarán bien. Además, posiblemente pueden 

contribuir más a la curación de la fractura por los mecanismos indirectos, es decir, los dos 

últimos. Sin embargo, la diferenciación directa de las MSCs en células progenitoras 

esqueléticas, probablemente tiene poca importancia cuando las MSCs se infunden por esta 

vía. Por lo tanto, una ventaja sobre la administración local, es debida a su papel en la 

estimulación de las MSCs autólogas y las regulaciones inmunes (259). 

Pang y col. en 2021, estudiaron que la apoptosis de las MSCs en el pulmón después de la 

administración intravenosa, tiene un papel de vital importancia (125). Ésta ocurre incluso en 

ausencia de células citotóxicas o alorreactivas del huésped. Los amplios efectos 

inmunosupresores de las MSCs administradas por esta vía podrían estar mediados por la 

respuesta del huésped a la apoptosis de las MSCs y su esferocitosis posterior, más que por 

una propiedad intrínseca de las MSCs viables. Estos datos revelan que la respuesta del 

huésped a las MSCs moribundas es clave para sus efectos terapéuticos, reforzando la teoría 

de que estos efectos persisten más allá de su supervivencia. 

Otra cuestión es el momento óptimo para la infusión de las MSCs, hecho que fue estudiado 

por Dreger. Este autor observó que las MSCs se acumulaban significativamente en el lugar de 

la fractura cuando se administraban en el día 1, pero no en el día 3. Después, las células se 

mantenían en el sitio de la lesión, al menos, 7 días. De esta investigación concluyó que, en 

ratones, una ventana óptima para la inyección intravenosa de MSCs era alrededor de 24 

horas después de la fractura (352). De esta forma se han administrado en nuestro estudio. 

Como la efectividad del trasplante en la administración sistémica es pequeña, se trata de 

mejorar el reclutamiento y la migración celular, por ello se están elaborando varias 

metodologías para dirigir las MSCs a órganos específicos. Entre estas estrategias se 

encuentra el cebado pretrasplante con hipoxia, lo que mejora la tasa de supervivencia, el 

reclutamiento y la osteogénesis de las MSCs trasplantadas (363). En otras ocasiones, se 

modifican moléculas de la superficie celular a través de técnicas químicas o genéticas in vitro, 

también se pueden encapsular MSCs con biomateriales (338, 343). La administración 

sistémica se puede combinar con otros tratamientos para promover la eficiencia de las 

células mesenquimales. Tienen efecto sobre la angiogénesis terapias como la eritropoyetina, 

LIPUS y PTH1-34. En otros casos, se estimula con IGF-I y BMP-2, que tendría efecto sobre la 

osteogénesis (271). Se espera que, en el futuro, las nuevas metodologías de focalización y 

administración mejoren el efecto terapéutico de las MSCs. 

En general, los estudios preclínicos reflejan buenos resultados con la aplicación sistémica de 

MSCs en la regeneración ósea (271).  
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7.3.3.2  Administración local de MSCs 

Tal como acabamos de ver, la administración sistémica tiene dos inconvenientes, el filtro 

pulmonar y la dosificación celular. Es por este motivo por el que se estudia la inyección 

directa de las MSCs en el mismo foco de fractura o defecto óseo, de forma que las células 

alcancen con facilidad el tejido diana. Las MSCs se han ensayado en diversos modelos 

experimentales a nivel de la lesión, con resultados variables. Sin embargo, la eficacia de la 

terapia local no aumenta demasiado, por lo que su rentabilidad continúa siendo baja. La 

razón del fracaso local de la terapia con MSCs es, probablemente, la incapacidad de las 

células para sobrevivir en el lugar de la lesión, pues se inyectan pasivamente en un entorno 

local comprometido, con pH bajo, pobre aporte sanguíneo, hipoxia o inflamación (259). Esto 

lleva a la necrosis celular y a la actividad local de las células de inmunidad innata residentes, 

como las células natural killer, que inducen la apoptosis en las células trasplantadas. Esto 

parece ser cierto, no solo para las MSCs alogénicas, sino también para las MSCs autólogas. Se 

debe a que las células inyectadas interrumpen la arquitectura normal del tejido, lo que 

resulta en estrés celular y síntesis de alarminas o también llamados patrones moleculares 

asociados a daño (DAMPs o danger associated molecular patterns) (355). 

Huang es uno de los pocos autores que realiza un estudio experimental en el que compara la 

eficacia del tratamiento local con el sistémico (259). El trabajo refleja que ambos grupos con 

administración de MSCs funcionan igualmente bien en la curación de un modelo de fractura 

en ratas. Una de las críticas podría ser el tamaño limitado de la muestra, que no permitiría 

verificar la diferencia entre las vías de administración. Además, una dosis alta de células 

inyectadas sistémicamente aseguró que suficientes células migraran al sitio de la fractura, lo 

que acortaría la diferencia entre los grupos. También, en el grupo de células inyectadas 

sistémicamente, los mecanismos indirectos como la modulación inmune, pudieron contribuir 

a la curación de la fractura. Los resultados de este estudio mostraron que las MSCs 

inyectadas local y sistémicamente estaban presentes en el callo, lo que sugiere que algunas 

MSCs alogénicas podrían sobrevivir y mantener su fenotipo, al menos, durante 5 semanas 

in vivo.  

Con los datos que tenemos a favor y en contra de la administración sistémica y la local, 

todavía nos quedan cuestiones sin resolver. En primer lugar, nos preguntamos si las distintas 

vías promueven la consolidación a través de diferentes mecanismos o ambos, directo e 

indirecto, están imbricados. Tampoco sabemos con exactitud cuáles son los procesos 

celulares y moleculares detrás de los efectos terapéuticos. Por último, no está claro si el 

número de células inyectadas a nivel sistémico debería ser mayor para contrarrestar el filtro 

pulmonar. Para resolver estas incógnitas se necesita una mayor investigación. 

La administración sistémica sería más apropiada en el contexto de una enfermedad sistémica 

ósea, entre la que podemos incluir la osteoporosis, también cuando se requiera la reparación 
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de fracturas múltiples, eliminando la necesidad del abordaje quirúrgico. Mientras que la 

administración local estaría indicada en fracturas o defectos óseos únicos (143, 259, 271). 

En nuestro trabajo, hemos comprobado que la consolidación radiológica tiende a ser mejor 

en la administración local de MSCs, pero solo llega a ser significativa en el grupo de MSCs 

obtenidas de artrosis. Esto es debido a que las MSCs cultivadas de pacientes con artrosis 

consolidan peor si se administran de forma sistémica. Sin embargo, no existe diferencia 

desde el punto de vista histológico entre ambas vías de administración. Con ello, y de forma 

global, no apreciamos una clara diferencia entre las vías de administración. 

En la bibliografía estudiada hasta la fecha, existen más trabajos en los que se utiliza la 

administración local frente a la sistémica en los estudios de consolidación (364-366). Sí que 

es cierto que muchos de ellos asocian una matriz osteoconductora, hecho que dificulta la 

comparación directa de la efectividad de las MSCs aisladas y, dado que con la administración 

sistémica no se emplean, es aún más complicado establecer conclusiones. Debido al efecto 

beneficioso que aportan las matrices osteoconductoras, nos parece interesante desarrollarlo 

en el siguiente apartado. 

 

7.3.3.3  El papel de las matrices osteoconductoras o scaffolds 

En condiciones naturales las células no se encuentran aisladas, sino que están albergadas en 

tejidos. Así, forman una estructura tridimensional que confiere una estructura de sostén en 

el que las células se encuentran adheridas. Para remedar este tejido fisiológico, se propone la 

administración de MSCs junto con el empleo de matrices osteoconductoras o scaffolds. De 

esta forma, se pretende estimular el efecto de las MSCs cuando se administran de forma 

local. Estos materiales ejercen de portadores de las células hasta las regiones deseables y 

permiten mejorar sus propiedades (367). Las técnicas basadas en biomateriales pueden 

imitar mejor la estructura nativa de tejidos y órganos, e influir en la biocompatibilidad con el 

organismo huésped. Un biomaterial ideal debe ser capaz de aumentar la tasa de 

supervivencia de las MSCs y estimular el crecimiento funcional del tejido in situ, al mismo 

tiempo de promover su propia degeneración con la finalización del tratamiento (266). Estos 

elementos son estructuras tridimensionales que proporcionan una arquitectura y entorno 

para que el tejido óseo se desarrolle y crezca, guiando el proceso espacial y temporalmente 

complejo de reparación de las fracturas (143, 349). 

La matriz osteoconductora debe cumplir ciertos requisitos biológicos, mecánicos y 

estructurales (349, 368). Desde el punto de vista biológico ha de ser biocompatible, 

biodegradable a medida que avanza el proceso de regeneración ósea y no tóxico (369). 

Además, ha de cumplir ciertos requisitos mecánicos, siendo lo más semejante a las 

propiedades mecánicas del hueso esponjoso humano, con el fin de reducir complicaciones. 

En cuanto a las características estructurales, debe presentar un grado de porosidad 
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adecuado, que es esencial para el crecimiento, migración celular y flujo de nutrientes 

(370-372). Fundamentalmente tienen propiedades osteoconductoras y, en algunos casos, 

también osteoinductoras, que ayudan a la expresión de proteínas osteogénicas y a la 

calcificación. Esto resulta útil para reparar defectos óseos amplios (368, 373). 

Con el fin de cumplir con los requisitos anteriormente citados, se han explorado diferentes 

materiales. Los podemos clasificar en cerámicas, polímeros naturales, polímeros sintéticos y 

metales. A continuación, se exponen sus principales ventajas y limitaciones. 

Los biomateriales cerámicos están compuestos generalmente por fosfato de calcio (CaP). 

Tienen la ventaja de ser biocompatibles, osteoconductores, también resistentes a la 

compresión y corrosión. El hueso humano está formado por un 70 % de este mineral, por lo 

que, en principio, serían los biomateriales de elección para curar el hueso lesionado (331). 

Las matrices osteoconductoras basadas en fosfato cálcico más comunes son hidroxiapatita 

(HA), beta-fosfato tricálcico (β-TCP) y una combinación de éstos, el fosfato de calcio bifásico 

(BCP). Los inconvenientes de los biomateriales basados en fosfato cálcico es que son 

altamente frágiles y presentan una baja osteoinductividad (143, 349). 

Otras cerámicas bioactivas disponibles incluyen cerámica de silicato de calcio, cerámica de 

sulfato de calcio y vidrios bioactivos. La cerámica de silicato de calcio ha demostrado una 

mayor resistencia mecánica y a la flexión, cuando se la compara con la cerámica de fostato 

cálcico. Los vidrios bioactivos están compuestos por óxido de calcio, pentóxido de fósforo, 

dióxido de silicio y óxido de sodio (374). Tienen propiedades que los hace únicos entre todas 

las biocerámicas. En poco tiempo, pueden hacer fuertes enlaces químicos con el tejido óseo 

que los rodea y tienen propiedades antibacterianas debida a la liberación de iones que 

alcalinizan el medio, actuando sobre las colonias bacterianas (368). 

Los biomateriales poliméricos pueden ser de origen natural o sintético, cada tipo 

proporciona propiedades únicas. Los polímeros naturales ofrecen la capacidad de imitar la 

estructura y propiedades bioquímicas de la matriz ósea natural. Los polímeros 

biodegradables naturales son el colágeno, la celulosa, el alginato, el ácido hialurónico y el 

chitosán, entre otros. Se derivan directamente de tejidos vegetales o animales. Por lo 

general, no son tóxicos, están ampliamente disponibles, tienen un bajo potencial 

inmunogénico y proporcionan un alto grado de afinidad celular (143). Sus productos de 

degradación son moléculas naturales como los aminoácidos y, por lo tanto, son fácilmente 

absorbidos por los mecanismos naturales del cuerpo humano (368). Tienen la desventaja de 

poseer poca estabilidad térmica y procesabilidad (375), además de baja resistencia 

mecánica (349). 

Los polímeros sintéticos, generalmente ofrecen un mayor grado de control sobre las 

características fisicoquímicas de la estructura, como el tamaño del poro, solubilidad, 

biocompatibilidad y respuesta inmune. Éstos incluyen los poliésteres alifáticos como el ácido 
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poliláctico (PLA), ácido poliglicólico (PGA), ácido poliláctico-co-glicólico (PLGA), 

policaprolactona (PCL) y sus copolímeros (272). La policaprolactona es, con mucho, el 

polímero más estudiado, debido a su alta permeabilidad, estabilidad térmica y alta 

biocompatibilidad (376, 377). Es importante destacar que los polímeros sintéticos también 

presentan desventajas, principalmente porque sus productos de degradación pueden 

cambiar el pH local, lo que resulta en la inhibición del crecimiento celular y la 

inflamación (143). Esto puede neutralizarse mediante la adición de materiales alcalinos o la 

construcción de materiales compuestos (378). 

Los metales incluyen titanio, oro, cobalto, hierro, magnesio, tántalo, zinc y aleaciones de 

estos metales. En comparación con los polímeros biodegradables, los metales tienen una 

mayor rigidez y resistencia, tienen un alto rendimiento mecánico y una alta resistencia a la 

fatiga y a las fracturas. Esta es una ventaja, porque proporcionan un potencial de carga 

mucho mayor que la cerámica bioactiva. En la etapa inicial de su implantación proporcionan 

soporte mecánico y, más tarde, a lo largo del crecimiento del nuevo tejido óseo, se degradan 

in vivo y liberan sus iones. Es precisamente una desventaja su rápida degradación, para 

disminuirla se han introducido técnicas de aleación y solidificación rápida (368, 373). 

En nuestro estudio experimental se ha empleado Lyostypt®, que es una lámina de fieltro de 

colágeno puro tipo I que funciona como hemostático. La finalidad fue la de contener las 

MSCs inyectadas de forma local y evitar su migración, pero no tiene propiedades 

osteoconductoras ni osteinductivas.  

Para mejorar la efectividad de las terapias con MSCs en futuras investigaciones, 

consideramos su administración junto con matrices osteoconductoras. 

 

 7.3.4  EVALUACIÓN DE LA CONSOLIDACIÓN MEDIANTE ESTUDIO 

RADIOLÓGICO 

En la práctica clínica, la prueba de imagen inicial para evaluar la consolidación de una 

fractura es la radiografía simple, que generalmente se complementará con una tomografía 

computarizada (TC) en el caso de que se sospeche alteración en la consolidación. 

En el animal de experimentación en el que se estudia la pseudoartrosis o el efecto de 

diversas terapias para su tratamiento, se utilizan varios métodos para su valoración. Es de 

elección la realización de micro-TC, otras veces se realiza la evaluación combinada mediante 

radiología simple y micro-TC y, en el menor de los casos, únicamente mediante radiología 

simple. Es menos frecuente el empleo de DEXA (244, 256), SEM/EDX (254) o ecografía (250) 

para la valoración del callo. 
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Cuando se elige la radiología simple, se comprueba la colocación del implante y la alineación 

de la extremidad, además de evaluar la consolidación. Generalmente, se realizan dos 

proyecciones para valorar las cuatro corticales del hueso. La primera variación que se 

observa entre los diferentes autores es el momento de realización y el número de controles 

radiológicos que se llevan a cabo. Por regla general, es casi obligatorio realizar un control 

inicial para descartar complicaciones inmediatas y comprobar la colocación del implante, 

realizando otro control al finalizar el seguimiento para valorar la consolidación. Es muy 

variable el número de controles intermedios, pero generalmente se realizan radiografías 

seriadas en diferentes momentos evolutivos (253). Otra variación que existe entre los 

autores es el número de observadores que evalúan las radiografías y el grado de 

enmascaramiento.  

Para la interpretación del estudio radiológico se emplean métodos cuantitativos, cualitativos 

o bien descripciones subjetivas de la evolución del callo. Como ejemplo de escalas 

cuantitativas tenemos la de Lee y Hao (244, 252), que miden la consolidación mediante el 

porcentaje de hueso formado (244); también la escala de Cheung, que mide la anchura y el 

área del callo óseo (257). Otro criterio para valorar la consolidación es de forma cualitativa, 

así, Lei emplea una escala con puntuaciones de 0 a 3; siendo 0 la ausencia de callo, 1 callo 

apenas visible, 2 callo normal y 3 callo excesivo (245). Son menos los autores que emplean 

escalas de valoración subjetivas para analizar los resultados radiológicos. A pesar de la 

existencia de clasificaciones, la mayor parte de estudios, únicamente valoran la existencia de 

callo fracturario y la existencia de puente óseo entre ambos fragmentos (222, 250). En otras 

ocasiones, las valoraciones son meramente descriptivas de la evolución del callo en cada 

grupo de tratamiento (255). Debido a esta amalgama que existe en la evaluación radiológica, 

es difícil establecer comparaciones entre los diferentes trabajos, además, pocos autores son 

exhaustivos a la hora de detallar la metodología (257). 

La valoración mediante micro-TC permite con mayor precisión la evaluación de la 

consolidación y las características del callo de fractura, al poder realizar reconstrucciones 

tridimensionales y la medición de una serie de parámetros que son analizados por programas 

informáticos específicos. Puede variar la resolución de la prueba (con cortes de 3 a 12 µm) y 

la segmentación de la escala de grises para diferenciar el tejido mineralizado del no 

mineralizado. A pesar de esto, los protocolos son bastante homogéneos. En cuanto a los 

parámetros que se evalúan están el volumen óseo (BV o bone volume), el volumen tisular (TV 

o tissue volume) y el cociente entre ambos valores (BV/TV), que es indicativo del porcentaje 

de tejido mineralizado. Otro parámetro que se suele analizar es la densidad mineral ósea 

(BMD o bone mineral density) (193, 220, 259). Menos empleados son el volumen de hueso 

maduro (262), las dimensiones del callo (245), el número de trabéculas o el grosor 

trabecular (256). Además de estas mediciones cuantitativas, se emplean escalas cualitativas 

como la escala radiográfica de Garrett (176), Haleem o Altman (379). Al igual que ocurre con 

la radiología simple, hay autores que prefieren exclusivamente los estudios descriptivos 
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como Shimizu o Hejazi (222, 238). Generalmente, la valoración mediante micro-TC se realiza 

con la finalización del estudio, una vez sacrificado el animal. Es menos común la realización 

de un estudio evolutivo, como el que realiza Zhu, con micro-TC a las 2, 4 y 6 semanas (247). 

Tiene los inconvenientes de tener que anestesiar al animal y el encarecimiento del 

procedimiento. 

La valoración radiológica en nuestro estudio experimental se realizó, exclusivamente, 

mediante micro-TC. La metodología de obtención de las imágenes y su procesado, están en 

concordancia con los estudios publicados. El parámetro que elegimos para el análisis de los 

resultados fue el cociente BV/TV, al igual que la mayoría de los trabajos de experimentación 

de características similares al nuestro. También se emplearon dos escalas cuantitativas para 

valorar la consolidación y la corticalización. No es sistemático el uso de escalas de valoración 

radiológica cuando se elige la micro-TC, además de ser muy dispares en los distintos trabajos. 

En nuestro caso, la escala que valora la consolidación con una puntuación de 0 a 4, nos 

informa del número de corticales consolidadas en las dos proyecciones. Es una clasificación 

que comúnmente empleamos en la clínica, definiendo la consolidación cuando existen 3 de 

las 4 corticales consolidadas (45). De forma añadida a la existencia de puente óseo entre los 

fragmentos, hemos querido matizar la madurez o corticalización del callo de fractura. Es por 

este motivo que hemos ampliado la clasificación con una nueva puntuación de 0 a 4, 

especificando el número de corticales que están consolidadas y a la vez corticalizadas, es 

decir, con una radiodensidad similar a la cortical original. Esta última escala nos puede dar 

una idea de la mayor o menor densidad mineral ósea y, por consiguiente, de la madurez del 

callo de fractura. 

Nos llama la atención que no existe una correlación significativa entre el cociente BV/TV y los 

resultados de las clasificaciones de consolidación y corticalización. Posiblemente, por el 

hecho de tratarse de osteosíntesis inestable, existe mucho volumen del callo fracturario y, 

aun cuando no hay consolidación, el porcentaje BV/TV apenas se ve alterado en los 

diferentes grupos de tratamiento. En cambio, la concordancia que existe entre las 

puntuaciones de consolidación y corticalización con los resultados del estudio histológico, 

refleja que las clasificaciones de consolidación y corticalización son más representativas del 

grado de consolidación radiológica que el cociente BV/TV, al menos, en nuestro modelo. El 

estudio histológico viene a confirmar el grado de consolidación o, en su defecto, de 

pseudoartrosis. 

 

7.3.5  EVALUACIÓN DE LA CONSOLIDACIÓN MEDIANTE ESTUDIO 

HISTOLÓGICO 

El estudio histológico del foco de fractura no se utiliza en la práctica clínica para evaluar la 

consolidación. Generalmente, se obtienen muestras del foco de fractura en el contexto de 
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cirugías de rescate cuando la pseudoartrosis ya está establecida, por lo que, no solo nos sirve 

de confirmación diagnóstica, sino que nos ayuda a descartar complicaciones como la 

infección. Sin embargo, el estudio histológico se realiza con frecuencia en los estudios 

experimentales. Se emplea como método para evaluar la consolidación y diferenciar el tipo 

de tejido que aparece en el foco de fractura.  

En la técnica histológica, el grosor de los cortes del bloque de parafina es variable (de 3 a 

9 µm), aunque lo más frecuente son los cortes de 5 µm. La tinción más empleada es la 

hemotaxilina-eosina, dado que permite valorar la neoformación ósea, la existencia de 

cartílago y fibrosis. Con menos frecuencia, el estudio se complementa con tinciones como el 

azul de toluidina (162, 193, 226, 244), su afinidad para teñir el cartílago pone de manifiesto 

regiones con osificación encondral y matriz inmadura, también permite valorar los 

osteoblastos. Otras tinciones se realizan con tricrómico de Masson (193, 238), azul alcián 

(209, 227) o fosfatasa ácida tartrato resistente (162, 227), esta última sirve para valorar 

osteoclastos maduros.  

Generalmente, el estudio histológico se realiza al finalizar el seguimiento, puesto que implica 

la eutanasia del animal. 

La forma en la que los diversos autores valoran los resultados es muy variable. Dentro de las 

valoraciones cuantitativas se estudian numerosos parámetros: cantidad de tejido conectivo 

(226, 251), óseo (244, 251, 252), cartílago (239,257), celularidad (220, 238, 251), tejido 

hematopoyético (226, 251), tejido fibroso (239) o vasos (220). 

Muy pocos autores emplean escalas. De las publicaciones revisadas, únicamente se han 

encontrado dos clasificaciones, ambas son utilizadas en nuestro trabajo. La escala de Allen, 

descrita en 1980 (47) y empleada por Hietaniemi (186); y la escala de Huo, descrita en 

1991 (48) y empleada en los trabajos de Oetgen (185) y Findeisen (220). 

Es llamativo que la mayor parte de los estudios no utilizan escalas de valoración, limitándose 

a realizar un estudio descriptivo del foco de fractura (176, 193, 222, 247). En ocasiones, los 

autores son bastante detallistas de las características del tejido, otras veces, simplemente 

indican la existencia de consolidación o su ausencia. La diferente forma de valoración de los 

trabajos no facilita la comparación entre resultados ni su análisis estadístico. 

Como, de forma práctica, interesa evaluar si finalmente se produce la consolidación o la 

pseudoartrosis, hemos añadido la clasificación del puente óseo a las valoraciones de Allen y 

Huo. Es una clasificación muy sencilla que, aunque no está descrita previamente, evalúa la 

existencia de puente óseo en una o en las dos corticales que aparecen en la preparación 

histológica. Nos parece apropiada, puesto que se puede cuantificar y aporta más información 

que el estudio puramente descriptivo de la existencia de consolidación o no. 
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7.4  TERAPIA CON MSCs PARA CONSOLIDACIÓN EN HUMANOS 

Para revisar el estado de la investigación de la terapia con MSCs en humanos, se realizó una 

búsqueda de los ensayos clínicos registrados en www.clinicaltrials.gob hasta el 20 de abril de 

2024. Se seleccionaron, únicamente, estudios en los que se emplearon MSCs obtenidas de 

médula ósea, generalmente mediante aspiración de cresta ilíaca, que posteriormente fueron 

sometidas a un proceso de concentración o cultivo. Se descartaron los estudios en los que las 

MSCs fueron obtenidas de otros tejidos como el adiposo o el cordón umbilical. En algunos 

casos se añadió una matriz osteoconductora. Con estas premisas encontramos 16 ensayos 

clínicos, de los que 11 se han completado, 4 están en estado desconocido y 1 permanece 

activo. Esta terapia se probó, en la mayoría de los ensayos, para pseudoartrosis de huesos 

largos como el fémur o la tibia, encontrando uno en el que también incluye pseudoartrosis 

de húmero y otro que incluye pseudoartrosis de cuello femoral. Además de para tratamiento 

de pseudoartrosis, se han indicado para fractura de tibia (2 ensayos clínicos) y defecto óseo 

crítico (1 ensayo clínico). El número de pacientes incluidos es muy variable, con un rango de 5 

a 85 pacientes. Únicamente, en 5 de los ensayos clínicos analizados se han encontrado 

publicaciones con los resultados obtenidos. En la tabla 28 se expone un resumen de los 

ensayos analizados. 
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Título Identificador Localización                 Pacientes Indicación Intervención Inicio / estado Publicaciones 

Concentrado MSCs 

Treatment of non union of long bone fractures by autologous 
mesenchymal stem cell 

NCT01206179 Royan Institute, Tehran, 
Iran 

6 Pseudoartrosis de 
huesos largos 

Concentrado MSCs, 
inyección percutánea 

2009 / 
completado 
2011 

SI 

Percutaneous autologous bone-marrow grafting for open tibial 
shaft fracture 

NCT00512434 Angers University 
Hospital, Angers, France 

85 Fractura abierta de 
tibia 

Concentrado MSCs 2007 / 
completado 
2013 

NO 

The efficacy of mesenchymal stem cells for stimulate the union 
in treatment of non-united tibial and femoral fractures in 
Shahid Kamyab Hospital 

NCT01788059 Emdadi Kamyab Hospital, 
Khorasan, Iran 

19 Pseudoartrosis de 
tibia y fémur 

Concentrado MSCs, 
inyección percutánea 

2013 / 
completado 
2013 

NO 

Autologous BM-MSC transplantation in combination with 
platelet lysate (PL) for nonunion treatment 

NCT02448849 Royan Institute, Tehran, 
Iran 

60 Pseudoartrosis de 
tibia 

Concentrado MSCs, 
inyección percutánea / 
placebo 

2015 / 
desconocido 

NO 

Concentrado MSCs + sustituto óseo 

Autologous implantation of mesenchymal stem cells for the 
treatment of distal tibial fractures 

NCT00250302 Hadassah Medical 
Organization, Jerusalem, 
Israel 

24 Fractura de tibia 
distal 

Concentrado MSCs + 
matriz ósea 

2009 / 
completado 
2011 

NO 

Use of adult bone marrow mononuclear cells in patients with 
long bone nonunion 

NCT01581892 Hospital Universitario 
Central de Asturias, 
Oviedo, España 

7 Pseudoartrosis de 
huesos largos 

Concentrado MSCs + 
matriz ósea 

2011 / 
completado 
2013 

SI 

Clinical trial based on the use of mononuclear cells from 
autologous bone marrow in patients with pseudoarthrosis 

NCT01813188 Hospital Universitario 
Virgen de la Arrixaca, 
Murcia, España 

5 Pseudoartrosis de 
tibia 

Concentrado MSCs + 
TCP + DBM /  
injerto de cresta ilíaca 

2011 / 
completado 
2014 

NO 

Evaluation the treatment of nonunion of long bone fracture of 
lower extremities (femur and tibia) using mononuclear stem 
cells from the iliac wing within a 3-D tissue engineered scaffold 

NCT01958502 Emdadi Kamyab Hospital, 
Khorasan, Iran 

18 Pseudoartrosis de 
fémur y tibia 

Concentrado MSCs + 
BMP-2 + matriz 3D 
colágeno 

2013 / 
desconocido 

NO 

Cultivo MSCs 

Treatment of atrophic nonunion by preosteoblast cells NCT00916981 University Hospital of 
Liege, Bélgica 

15 Pseudoartrosis de 
huesos largos 

Cultivo MSCs,  
inyección percutánea 

2008 / 
completado 
2012 

NO 

Pivotal phase 2b/3 study on autologous osteoblastic cells 
implantation in hypotrophic non-union fractures 

NCT01756326 Bone Therapeutics S.A., 
Bélgica 

5 Pseudoartrosis de 
huesos largos 

Cultivo MSCs,  
inyección percutánea / 
injerto autólogo 

2012 / 
completado 
2019 

NO 
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Título Identificador Localización Pacientes Indicación Intervención Inicio /estado Publicaciones 

Cultivo MSCs + sustituto óseo 

Feasibility study of Aastrom tissue repair cells to treat non-
union fractures 

NCT00424567 Aastrom Biosciences, 
USA 

36 Pseudoartrosis de 
huesos largos 

Cultivo MSCs +  
matriz ósea 

2003 / 
completado 
2007 

NO 

Autologous stem cell therapy for fracture non-union healing NCT02177565 Robert Jones and Agnes 
Hunt Orthopaedic 
Hospital, Oswestry, 
United Kingdom 

35 Pseudoartrosis de 
tibia y fémur 

Cultivo MSCs +  
matriz ósea /  
control (sin MSCs) 

2000 / 
completado 
2011 
 

NO 

Evaluation of efficacy and safety of autologous MSCs 
combined to biomaterials to enhance bone healing 

NCT01842477 Institut National de la 
Santé et de la Recherche 
Médicale, France 

30 Pseudoartrosis de 
húmero, tibia, fémur 

Cultivo MSCs + 
biomaterial 

2013 / 
completado 
2016 

SI 

A comparative study of 2 doses of BM autologous H-MSC 
+biomaterial vs iliac crest autograft for bone healing in no-
union 

NCT03325504 Universidad Autónoma 
de Madrid, Madrid, 
España 

46 Pseudoartrosis de 
huesos largos 

Cultivo MSCs + 
biomaterial /  
injerto cresta ilíaca 

2017 / activo SI 

Mesenchymal Stem Cells; donor and role in management and 
reconstruction of nonunion fracture 

NCT01626625 Indonesia University, 
Jakarta, Indonesia 

10 Pseudoartrosis de 
fracturas 

Cultivo MSCs + HA / 
injerto cresta ilíaca 

2010 / 
desconocido 

NO 

The combined effect of Mesenchymal Stem Cell, HA-CaSO4, 
BMP-2, and implant in Inducing the healing of critical-sized 
bone defect 

NCT01725689 Indonesia University, 
Jakarta, Indonesia 

6 Defecto óseo crítico 
(˃2.5 cm) 

Cultivo MSCs +             
HA-CaSO2 + BMP-2 

2012 / 
desconocido 

SI 

 

Tabla 28. Ensayos clínicos realizados en humanos en los que se utiliza terapia con MSCs para tratamiento de pseudoartrosis. 

TCP fosfato tricálcico, DBM matriz ósea desmineralizada, BMP-2 proteína morfogenética ósea-2, HA hidroxiapatita. 
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A pesar de que existe un interés creciente por las terapias con MSCs para el tratamiento de 

diversas patologías, si acotamos nuestra búsqueda a que el origen de las células sea de 

procedencia ósea y, exclusivamente, para el tratamiento de los problemas de consolidación, 

el número de ensayos clínicos se reduce considerablemente. 

Por otra parte, como lo que nos interesa es conocer los resultados de estos tratamientos, se 

procedió a revisar los artículos publicados. Se realizó una búsqueda bibliográfica dirigida 

utilizando el índice PubMed/MEDLINE utilizando las palabras clave: "nonunion", 

"mesenchymal stem cells", "bone healing", "MSC", "stem cells" y sus términos MeSH en 

cualquier combinación posible utilizando los operadores lógicos "AND" y "OR". La búsqueda 

se reiteró hasta el 20 de abril de 2024. Los criterios para la selección de artículos fueron la 

administración intraoperatoria de MSCs para el tratamiento de pseudoartrosis de fracturas, 

estudios en humanos, artículos escritos en inglés y de texto completo. La investigación que 

dependía de los resultados de modelos animales también se omitió. Cinco de los trabajos 

corresponden a publicaciones de los resultados de ensayos clínicos anteriormente 

comentados, el resto corresponden a otros trabajos o series de casos. 

Con estos criterios, se seleccionaron 17 publicaciones que incluyeron 421 participantes de 

edades comprendidas entre 15 y 86 años (media 46 años), siendo 254 del género masculino 

(60.3 %) y 167 del género femenino (39.7 %). Las localizaciones anatómicas fueron tibia 

(n = 229; 54.4 %), tobillo (n = 86; 20.4 %), fémur (n = 61; 14.5 %), húmero (n = 22; 5.2 %), 

radio/cúbito (n = 18; 4.3 %), sacro (n = 1; 0.2 %), isquion (n = 1; 0.2 %), peroné (n = 1; 0.2 %), 

metatarsiano (n = 1; 0.2 %), metacarpiano (n = 1; 0.2 %). Todos utilizaron la cresta ilíaca para 

la extracción de aspirado de médula ósea. Los investigadores utilizaron varios métodos de 

preparación de las MSCs incluyendo, mayormente, concentración y/o cultivo (concentrado 

en 9 estudios, cultivo en 7 y aspirado en 1). Se emplearon matrices osteoconductoras 

biológicas o sintéticas en 10 de los 17 estudios analizados, siendo la más frecuente la 

hidroxiapatita. La consolidación ósea se evaluó utilizando, principalmente, radiografías 

ortogonales simples. La ausencia de dolor durante la carga de peso es otro descriptor clínico 

utilizado para valorar la consolidación de la fractura. Se identificaron el porcentaje de 

consolidación y el tiempo de consolidación después de la administración de MSCs en el sitio 

de fractura. Aunque los criterios de valoración no se miden de manera estandarizada en 

todos los trabajos, los resultados revelados son prometedores, con la mayoría de los 

pacientes consiguiendo la consolidación ósea con éxito (346 de 407 pacientes, 85 %). Los 

resultados y las principales características de los artículos analizados se resumen en la 

tabla 29. 
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Autor Pacientes Diagnóstico                    Procedimiento Matriz osteoconductora MSCs/Volumen inyectado Resultados 

Centeno y col. 
(2011) (380) 

6 Pseudoartrosis de tibia, 
húmero, sacro, isquion, 
metatarso 

Cultivo MSCs NO Desconocido Consolidación n = 4; 66 % 

Cevolani y col. 
(2021) (381) 

38 Pseudoartrosis de fémur, 
tibia 

Concentrado MSCs Matriz ósea 
desmineralizada y  
fibrina rica en plaquetas 

5-6 ml Consolidación n = 30; 79 % 
7 meses 

Dilogo y col.  
(2019) (382) 

6 Pseudoartrosis de fémur, 
tibia, húmero 

Cultivo MSCs Hidroxiapatita-CaSO2 + 
BMP-2 

50.106 

10 ml 
Consolidación n = 6; 100 % 

Emadedin y col. 
(2017) (383) 

5 Pseudoartrosis de fémur, 
tibia 

Concentrado MSCs  NO 20-50.106 Consolidación n = 3; 60 % 

Fernández-Bances y col. 
(2013) (384) 

7 Pseudoartrosis de fémur, 
tibia, cúbito 

Concentrado MSCs Injerto óseo alogénico 10 ml Consolidación n = 7; 100 % 
5 meses 

Flouzhat-Lachaniette y col. 
(2016) (385) 

108 Pseudoartrosis de tibia Concentrado MSCs NO 150 ml antes de la 
concentración 
Después desconocido 

Grupo diabetes: 
Consolidación n = 41; 76 % 
Grupo no diabetes: 
Consolidación n = 49; 91 % 
en menos tiempo y con 
mayor volumen del callo 

Giannotti y col. 
(2013) (386) 
 

8 Pseudoartrosis de húmero, 
radio, cúbito 
 

Cultivo MSCs en suero 
autólogo 

Coágulo de fibrina + 
Injerto autólogo / 
homólogo / sintético 

0.5-2.106 MSCs 
2 ml 

Consolidación n = 8, 100 % 
10 meses 

Gómez Barrena y col. 
(2020) 

28 Pseudoartrosis de fémur, 
tibia, húmero 

Cultivo MSCs Hidroxiapatita +  
fosfato tricálcico 

100-200.106 MSCs 
10 ml 

Consolidación n = 26, 93 % 
12 meses 

Hernigou y col. 
(2005) (387) 

60 Pseudoartrosis de tibia Concentrado MSCs NO 20 ml Consolidación n = 53; 83 % 

Hernigou y col. 
(2015) (388) 

86 Pseudoartrosis de tobillo Concentrado MSCs NO 150 ml antes de la 
concentración 
Después desconocido 

Consolidación n = 70; 81 % 

Ismail y col. 
(2016) (389) 

10 Pseudoartrosis de fémur, 
tibia, húmero 

Cultivo MSCs Grupo tratamiento:  
MSCs + gránulos de 
hidroxiapatita (n = 5) 
Grupo control:  
injerto cresta ilíaca + 
gránulos de hidroxiapatita 
(n = 5) 

14-18.106 MSCs 
10 ml 

Consolidación n = 10; 
100 % 
3 meses antes en el grupo 
de tratamiento que en 
grupo control 

Labibzadeh y col. 
(2016) (390) 

7 Pseudoartrosis de fémur, 
tibia, peroné 

Concentrado MSCs, lisado 
plaquetario 

NO 20.106 

 
Consolidación n = 4; 57 % 
 

Le Thua y col. 
(2015) (391) 

27 Pseudoartrosis de fémur, 
tibia, húmero, cúbito 

Concentrado MSCs Grupo tratamiento:  
MSCs + chips de hueso 
alogénico (n = 18) 
Grupo control:  
injerto cresta ilíaca (n = 9) 

8 ml Grupo tratamiento: 
Consolidación n = 17; 94 % 
5 meses 
Grupo control: 
Consolidación n = 7; 78 % 

Marcacci y col. 
(2007) (392) 

4 Defecto óseo de tibia, 
húmero, cúbito 

Cultivo MSCs Hidroxiapatita 2.107 MSCs / ml Consolidación n = 4; 100 % 
8 meses 
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Autor Pacientes Diagnóstico Procedimiento Matriz osteoconductora MSCs/Volumen inyectado Resultados 

Singh y col. 
(2013) (393) 

12 Pseudoartrosis-retardo de 
consolidación de fémur, 
húmero, cúbito, 
metacarpo 

Aspirado MSCs, 2-3 
inyecciones con intervalo 
de 6-8 sem. 

NO 20-40 ml Consolidación n = 10; 83 % 
4 meses 

Toro y col. (2019) (394) 6 Pseudoartrosis de húmero Concentrado MSCs Injerto cortical / esponjoso Desconocido Consolidación n = 6; 100 % 
3 meses 

Wittig y col. (2016) (395) 3 Pseudoartrosis de fémur, 
tibia 

Cultivo MSCs Microesferas de colágeno 
y plasma rico en plaquetas 

Desconocido Consolidación n = 3; 100 % 
 

 

Tabla 29. Artículos publicados en los que utiliza terapia con MSCs para tratamiento de pseudoartrosis de fracturas en humanos. 

BMP-2 proteína morfogenética ósea-2. 
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La ejecución de los ensayos clínicos que posteriormente llevará a la aprobación de la terapia 

celular en humanos es compleja no solo por su diseño, estando también presentes 

cuestiones éticas y regulatorias específicas. En este contexto, la terapia celular se considera 

una terapia avanzada por la legislación europea, donde las células o tejidos se consideran 

diseñados o modificados si han sido sometidos a una manipulación sustancial y no están 

destinados a ser utilizados para la misma función esencial en el receptor que en el donante 

(Directive 2001/83/EC of the European Parliament and of the Council of 6 November 2001 on 

the Community code relating to medicinal products for human use. Consolidated version: 

26/07/2019). La fabricación de estos productos requiere la autorización de la autoridad 

competente del estado miembro que garantice los requisitos nacionales de trazabilidad y 

farmacovigilancia, así como normas de calidad específicas.  

En la actualidad, solo se utilizan MSCs autólogas para la terapia celular de reparación ósea. La 

concentración intraoperatoria de médula ósea en el quirófano utilizando pequeñas 

centrífugas y kits con marcado CE, no requiere autorización y se realiza bajo la 

responsabilidad del cirujano. La seguridad de este procedimiento ya fue confirmada por 

Hernigou y después por otros autores (396). Para las MSCs cultivadas, no se ha encontrado 

evidencia de alteraciones perjudiciales o transformación maligna (397). Sin embargo, los 

efectos inmunomoduladores de las MSCs y su capacidad para mantener la supervivencia de 

las células asociadas merecen precaución y podría ser una barrera para la realización de 

ensayos clínicos (364). 

Analizando la información de los ensayos clínicos y la bibliografía, se aprecia una 

heterogeneidad en cuanto a población, metodología y resultados. Lo que dificulta la 

elaboración de conclusiones. 

Desde los estudios de Connolly en 1986 ya se había observado que la cantidad de MSCs 

inyectadas se correlacionaba positivamente con la calidad de la consolidación, lo cual 

demostraba una relación dosis-respuesta (398). Posteriormente Quarto, pionero en las 

terapias con MSCs y la pseudoartrosis, también estudió la concentración adecuada para que 

los pacientes inyectados con médula ósea experimentaran una consolidación rápida (399). 

Otro autor, Hernigou, apreció una correlación positiva entre el volumen del callo 

mineralizado y la concentración de MSCs en el injerto (387). 

La dosis de células administradas en los estudios publicados es muy variable y, actualmente, 

no existe un consenso sobre la concentración óptima para inducir el crecimiento óseo. En tal 

sentido, cabe destacar la investigación realizada por el equipo de Gómez Barrena, donde la 

dosis de MSCs fue más alta que la mayoría de estudios previos, siendo de 200 millones de 

células (400). Ésta fue una decisión estratégica para evitar una dosificación subterapéutica, al 

tiempo que permitía la evaluación de seguridad para las MSCs. 
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La metodología para evaluar los resultados también debe ser rigurosa, empleando criterios 

tanto clínicos como radiológicos. Desde el punto radiológico, se establece la consolidación 

cuando hay formación de callo óseo en tres de las cuatro corticales del hueso afectado (4). 

Las escalas radiológicas, mayormente están orientadas y validadas para la evaluación de 

fracturas (401), pero muy raramente se aplican escalas en la pseudoartrosis. Además, existen 

dificultades para interpretar la progresión hacia la consolidación, especialmente en las fases 

intermedias. De nuevo, Gómez Barrena ha definido y validado la escala REBORNE para la 

consolidación en pseudoartrosis de tibia, húmero y fémur (45). Establece un umbral para 

definir la consolidación y obtiene una puntuación comparable en TC y radiografías. La 

puntuación se puede aplicar ante diferentes métodos de osteosíntesis, particularmente con 

biomateriales incorporados, donde la interpretación de la imagen puede verse dificultada.  

Dado que la falta de consolidación suele ir acompañada de inestabilidad en el sitio de la 

fractura, el examen clínico es tan crítico para la evaluación como los resultados 

radiológicos (365). Consideramos que es un parámetro que debe ser incluido. 

Hemos encontrado gran variabilidad en los estudios, tanto en los criterios para evaluar la 

consolidación como en la manera de reflejar los resultados. Todo ello dificulta la 

comparación entre los trabajos y la elaboración de conclusiones. 

Se aprecia negativamente que la mayor parte de los estudios no cuentan con un grupo 

control. Un desafío para cualquier propuesta de terapia celular, asociada o no a biomaterial, 

sería someterse a ensayos clínicos comparativos para demostrar la superioridad sobre el 

estándar oro actual que es el autoinjerto óseo. Teniendo como referencia que la eficacia del 

autoinjerto se estableció en una consolidación del 74 % a los 9 meses (402). 

Para concluir, podemos afirmar que los resultados de estudios sobre aplicaciones clínicas de 

células madre mesenquimales son prometedores. El conjunto actual de pruebas muestra un 

nivel moderado de éxito y bajas tasas de complicaciones, pero todavía no presentan un alto 

nivel de evidencia científica para el tratamiento estandarizado de la pseudoartrosis. Es decir, 

hasta la fecha, los datos son insuficientes y se requiere más información para establecer las 

indicaciones de tratamiento.  

Todo ello, sin perder de vista que el crecimiento óseo requiere algo más que células madre. 

El apoyo de un entorno osteoinductivo es esencial y la reparación ósea puede estar 

influenciada por otros factores, como la vascularización local y la edad del paciente. El 

empleo de matrices osteoconductoras asociadas al tratamiento con MSCs, también 

requiriere más investigación.  
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7.5  LIMITACIONES DEL ESTUDIO 

Este estudio tiene varias limitaciones. Una de las más importantes fue la particularidad de 

trabajar con ratones inmunodeficientes para prevenir el rechazo de las MSCs humanas. Se ha 

comentado que las células del sistema inmune juegan un papel importante en la 

consolidación de fracturas y modulan la actividad de las MSCs. Debido a esta interacción, no 

está claro si los resultados obtenidos puedan extrapolarse a organismos con respuestas 

inmunes preservadas, incluidos los pacientes con retardo de consolidación y pseudoartrosis.  

Debido a razones éticas y prácticas, no utilizamos MSCs de individuos sanos, sino que 

comparamos células de pacientes con fractura osteoporótica y artrosis. Esto es una 

limitación, puesto que la osteoporosis y la artrosis tienden a mostrar cambios en la masa 

ósea en dirección contrapuesta. Además, en la artrosis, la capacidad osteogénica de las MSCs 

parece estar conservada, aunque podría depender del entorno inflamatorio local in vivo. Para 

la recolección de MSCs se extrajeron cilindros óseos de la región central de las cabezas 

femorales en las cirugías de sustitución protésica. En todos los casos se desechó el borde 

fracturario y/o el hueso subcondral. En el caso de fractura osteoporótica, para despreciar la 

posible influencia local de la fractura; en el caso de artrosis, para evitar áreas dañadas que 

pueden ser más propensas a contener MSCs anómalas. Lo idóneo hubiera sido comparar el 

efecto de las MSCs osteoporóticas con MSCs controles de individuos sanos, pero supondría 

someter a estos pacientes a un procedimiento invasivo. Por ello, nuestro grupo control 

fueron las MSCs de pacientes con artrosis, dado que se estima que tienen las capacidades 

regenerativas conservadas, aunque no todos los autores están de acuerdo.  

Se han empleado animales filogenéticamente alejados de la especie humana y con buena 

capacidad de regeneración ósea. Además, siguiendo los requisitos para limitar el número de 

animales utilizados para experimentos, el tamaño de la muestra de cada grupo fue 

relativamente limitado. Esto comprometió el poder en las comparaciones estadísticas, 

particularmente en el contexto de una amplia varianza interindividual de las puntuaciones de 

consolidación.  

Por otra parte, la expansión en cultivo de las MSCs puede causar algunas modificaciones 

epigenéticas y fenotípicas. Sin embargo, el cultivo es necesario cuando se considera el 

trasplante de MSCs, porque su número representa un pequeñísimo porcentaje de las células 

nucleadas de la médula. Por este motivo, limitamos a dos el número de pases in vitro con el 

fin de evitar los cambios, en lo posible.  

Debido a que nuestros resultados no reflejan una mejoría evidente para la consolidación 

ósea, consideramos que son necesarios más experimentos para establecer si esto puede ser 

debido a la falta de idoneidad del modelo experimental o realmente se debe a una falta de 

efecto de las MSCs. 
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7.6  APORTACIONES DE ESTA TESIS Y PERSPECTIVAS FUTURAS 

Los problemas de consolidación de las fracturas, como el retardo de consolidación y la 

pseudoartrosis, suponen un reto terapéutico para pacientes y traumatólogos. Presentan una 

complejidad en su abordaje terapéutico, además de haber aumentado su frecuencia en los 

últimos años. Por estos motivos, se buscan alternativas que ayuden a superar la limitación 

actual de los injertos óseos o de los nuevos biomateriales. Entre estas alternativas surgen las 

MSCs como un futuro prometedor, porque debido a sus capacidades de diferenciación 

osteogénica, presentan propiedades idóneas en las terapias de regeneración. 

Tanto los estudios preclínicos como algunos clínicos han demostrado efectos beneficiosos, si 

bien, los mecanismos exactos de acción siguen sin estar claros. Son necesarias más 

investigaciones que aporten información sobre la dosis celular idónea para implantar y 

optimizar la vía de administración. En esta línea, se investiga mejorar la supervivencia de las 

células implantadas y el desarrollo de innovadores materiales con combinaciones celulares. 

Además, el procedimiento de expansión in vitro de las MSCs presenta algunas limitaciones y 

no está completamente estandarizado. 

Aunque mayormente se estudia el trasplante de MSCs autólogas, las propiedades 

inmunosupresoras de estas células permiten el trasplante de MSCs alogénicas, por lo que se 

podrían establecer bancos celulares para la medicina regenerativa. 

Con la evidencia que existe hasta la fecha, se sugiere que la aplicación de MSCs es una 

alternativa terapéutica con un gran potencial para el tratamiento de fracturas, sus 

complicaciones o defectos óseos de diversa etiología. 

Lo idóneo sería el trasplante de MSCs de individuos sanos, si bien, en nuestro trabajo se 

estudia la capacidad regenerativa de MSCs de individuos osteoporóticos. Se ha valorado que 

estas células puedan tener las propiedades de formación ósea disminuida, aunque otros 

estudios afirman que las mantienen. Nuestros resultados aportan que la capacidad 

regenerativa de las MSCs de individuos con osteoporosis, se mantiene conservada con 

respecto a las MSCs controles de individuos con artrosis. Por este motivo podrían ser 

igualmente válidas, no obstante, hacen falta más estudios para evaluar su uso potencial en la 

regeneración ósea. 
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8  CONCLUSIONES 

1. Hemos diseñado un modelo experimental de fractura femoral en el ratón NOD/SCID 

estabilizado con aguja intramedular que es apropiado para la valoración del tratamiento 

con MSCs humanas. 

2. Desde el punto de vista radiológico por micro-TC (parámetros consolidación y 

corticalización), no se observa mejor consolidación en los grupos en los que se 

administran MSCs, respecto a los grupos control en los que no se administran células. Sin 

embargo, encontramos que los grupos en los que se administran MSCs cultivadas de 

pacientes con artrosis consolidan peor, particularmente si se administran de forma 

sistémica. 

3. Desde el punto de vista histológico (escalas de Allen, Huo y puente óseo), no se observa 

mejor consolidación en los grupos en los que se administran MSCs, respecto a los grupos 

control en los que no se administran células. Sin embargo, encontramos que los grupos 

en los que se administran MSCs cultivadas de pacientes con artrosis consolidan peor. No 

observamos diferencias de consolidación según la vía de administración. 

4. Los resultados de las puntuaciones radiológicas estuvieron fuertemente correlacionados 

con los resultados de las puntuaciones histológicas, lo que no solo demuestra la solidez 

del estudio, sino que la valoración histológica confirma el grado de consolidación ósea 

evaluado por micro-TC. 

5. En nuestro modelo experimental no hemos demostrado una clara mejoría en la 

consolidación ósea mediada por MSCs, independientemente de su origen (MSCs 

cultivadas de pacientes con fractura osteoporótica o de artrosis), cuando se las compara 

con el grupo control en el que no se administran MSCs.  

6. Respecto a la vía de administración, no observamos una mejoría significativa en la 

consolidación ósea, en función de si las MSCs son administradas de forma sistémica o 

local en el foco de fractura. 

7. En cuanto al origen, las MSCs cultivadas in vitro de pacientes con fractura osteoporótica 

de cadera conservan las capacidades de regeneración ósea cuando se las compara con 

MSCs de pacientes con artrosis, por lo que pueden ser válidas para las terapias 

regenerativas. 
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ANEXO I 

CERTIFICADO DEL PROYECTO DE INVESTIGACIÓN FINANCIADO MEDIANTE UNA BECA DEL INSTITUTO 

DE SALUD CARLOS III (PI16/00915) 
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ANEXO II 

INFORME DEL COMITÉ DE BIOÉTICA PARA EL ESTUDIO DE EXPERIMENTACIÓN ANIMAL  
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ANEXO III 

CONSENTIMIENTO INFORMADO PARA LA EXTRACCIÓN DE MSCs 

 

CONSENTIMIENTO INFORMADO ESTUDIO GENETICO OSTEOPOROSIS-ARTROSIS 
 
D..................................................................................... 
He sido informado por el Dr........................................................................... de que se está realizando 
un estudio de investigación sobre las causas y los mecanismos que favorecen la aparición de 
enfermedades de los huesos, como la artrosis y la osteoporosis, y en particular el papel de la 
herencia. 
 

    Por ello, doy el consentimiento para participar en dicho estudio, que supone recoger datos sobre 
mis hábitos y enfermedades (o de mi familiar…………………………………..) y efectuar un 
análisis de sangre.   

 

   Por ello, doy el consentimiento para que los facultativos del Hospital Universitario Marqués de 
Valdecilla recojan con fines de investigación los fragmentos de hueso desechados durante la 
operación de colocación de prótesis de cadera o rodilla que se me va a realizar, a fin de que 
puedan ser utilizados para dicho estudio. 

 
Entiendo que: 
- Estos procedimientos no tienen riesgos significativos, aunque la extracción de sangre puede 

producir algunas molestias en el brazo. 
- Ello no supone ninguna modificación del procedimiento a emplear en mi durante la intervención 

quirúrgica. 
- No tiene ninguna repercusión negativa en el diagnóstico, el tratamiento o cualquier aspecto de la 

evolución de la enfermedad. 
- El hueso se utilizará únicamente con fines de investigación científica, descartando cualquier uso 

comercial del mismo. 
- Los datos se manejarán de forma privada, confidencial y genérica, sin nombres que puedan 

asociar mi persona con los resultados. 
- Mi participación es voluntaria, tengo derecho al acceso a todos mis datos y podré modificar este 

consentimiento cuando lo desee. 
 
 
 

 
 
 
 
Firma, fecha 
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ANEXO IV 

INFORME DEL COMITÉ DE ÉTICA EN INVESTIGACIÓN CLÍNICA DE CANTABRIA PARA EL 

ESTUDIO DE EXPERIMENTACIÓN EN HUMANOS 
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ANEXO V 

PUBLICACIÓN 

Effects of systemic or local administration of mesenchymal stem cells from patients with 

osteoporosis or osteoarthritis on femoral fracture healing in a mouse model. 

Laguna E, Pérez-Núñez MI, Del Real Á, Menéndez G, Sáinz-Aja JA, López-Delgado L, Sañudo C, 

Martín A, Mazorra R, Ferreño D, García-Montesinos B, Riancho JA.  

   

Biomolecules 2022, Vol. 12 (5), 722. 

https://doi.org/10.3390/biom12050722 
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