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Resumen

Los defectos Gseos graves en caninos pueden resultar en complicaciones como
union retardada o no-unién, frecuentemente en huesos largos. La terapia tradicional
consta en reintervencion quirargica y/o antibioticoterapia segun el caso, pero
obteniéndose generalmente pocos resultados alentadores. Existen opciones
terapéuticas para combatir estas complicaciones como el uso de células madre
mesenquimales (CMM). Las CMM presentan caracteristicas atractivas para su uso
terapéutico, como su capacidad de promover la angiogénesis, ser
inmunomoduladoras y multipotentes. El objetivo general de este trabajo fue evaluar
el tratamiento con CMM derivadas de tejido adiposo (CMM-TA) alogénicas, en dos
casos clinicos caninos, con defectos 6seos graves. Las CMM-TA alogénicas fueron
aplicadas repetidas veces, por via percutanea sobre la zona de lesibn o sobre
xenoinjerto de hueso en los casos clinicos tratados. En ambos pacientes fue
realizado un seguimiento clinico y radiolégico, hasta un afio post tratamiento con
CMM. Al finalizar la terapia, en ambos pacientes se observé una mejoria clinica y
radiogréafica luego de la aplicacion de CMM-TA. No hubieron signos de rechazo de
dichos implantes. La conclusion es que existié un retorno funcional de los miembros
afectados en ambos casos y no se observaron efectos adversos a los aloinjertos, lo
gue nos indica que la terapia celular contribuy6 a su recuperacion y podria utilizarse
como opcion alternativa a las terapias tradicionales. Es necesaria la profundizacion

del conocimiento sobre las CMM y su efecto terapéutico in vivo.

Palabras clave: células madre mesenquimales, terapia regenerativa, ortopedia,

caninos.



Summary

Severe bone defects in dogs may show often complications like delayed union or
nonunion, in long bones. With these severe bone defects traditional treatment is
often not sufficient. But there are new therapeutic approaches to combat these
complications, as the use of mesenchymal stem cells (MSC). MSC have an attractive
feature for therapeutic use, due to their ability to promote angiogenesis, be
immunomodulatory and multipotent. The overall objective of this study was to
evaluate treatment with allogeneic MSC adipose derived (AD-MSC) in two canine
clinical cases, with severe bone defects. Allogenic AD-MSC were applied repeatedly
percutaneously over the area of injury or the bone xenogratft in clinical cases. In both
patients it was performed a clinical and radiological follow up for one year. After the
therapy, in both patients a significant clinical and radiographic improvement was
observed rapidly during the application of AD-MSC implants. There were no signs of
rejection of such implants. The conclusion is that there was a functional return of the
affected leg in both cases and no adverse effects were observed after the allografts,
which indicates that cell therapy contributed to the recovery and can be used as an
alternative option to traditional therapies. More studies are necessary to increase the

knowledge about the MSC and their in vivo therapeutic effect are necessary.

Key words: mesenchymal stem cells, regenerative therapy, orthopedics, canines.



Introduccion.

Las fracturas y sus complicaciones representan un nimero significativo de los casos
en la clinica veterinaria en general. Las causas mas habituales se relacionan con
traumatismos, principalmente de huesos largos, y enfermedades articulares (Fossum
y col, 2009).

Existen multiples tratamientos utilizados en el presente para las diferentes
afecciones Oseas, pero muchas veces éstos no tienen un resultado efectivo a largo
plazo debido a la naturaleza de la enfermedad, como ocurre frecuentemente con las
no uniones Oseas y las osteomielitis (Fossum y col, 2009). Esto motivé a estudiar
terapias alternativas para tratar estas complicaciones ortopédicas, como la medicina
regenerativa con células madre mesenquimales (CMM), la cual ha tenido resultados
prometedores en medicina veterinaria (Guercio y col., 2012; Vilar y col, 2013; Marx y
col., 2014).

Medicina ortopédica

Tejido 6seo

Es el Unico tejido del organismo capaz de regenerarse completamente posterior a un
trauma. Histolégicamente, el hueso es un tejido conjuntivo mineralizado muy
vascularizado e inervado, organizandose estructuralmente en laminillas de matriz
osteoide calcificada. La forma de disposicion de dichas laminillas es la que
determinara el tipo de tejido 6seo; esponjoso o cortical. EI hueso cortical (o
compacto) esta compuesto por los llamados conductos de Havers, recubiertos por
laminillas 6éseas de ubicacién concéntrica; por el contrario, el hueso esponjoso esta
formado por laminillas dispuestas en forma de red, entre cuyos espacios se
encuentra la medula Gsea.

En las laminillas de ambos tipos de tejido se encuentran las células Gseas, los
osteocitos, osteoblastos y osteoclastos, matriz organica y minerales.

Las células 6seas se encuentran tanto dentro de las laminillas como en el estroma
de la médula 6sea, en la que ademas se encuentran en gran cantidad células madre
multipotenciales indiferenciadas. La funcion de los osteoblastos es sintetizar matriz
organica y expresar la enzima fosfatasa alcalina que permite la mineralizacion de la
matriz. También sintetizan coladgeno y otras proteinas de la matriz, dirigen la

disposicion de las fibrillas de la matriz, median la reabsorcion 6sea (en la que
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intervienen ademas los osteoclastos), y sintetizan factores de crecimiento. Una vez
gue los osteoblastos se rodean de matriz osificada, pasan a llamarse osteocitos. A
diferencia de los osteoblastos y osteoclastos, estas son las Unicas células del hueso
gue se encuentran dentro de las laminillas éseas, las anteriores se ubican en su
periferia. Los osteocitos tienen como principal funcion la de controlar el remodelado
0seo. Por ultimo los osteoclastos son las células encargadas de la reabsorcién de
hueso, que para cumplir con su funcion deben adherirse a la superficie 6ésea diana

(Fernandez-Tresguerres y col, 2005).

Fracturas
Se define fractura como la interrupcion completa o incompleta de la continuidad del
hueso y/o del cartilago (Piermattei D y col, 2007).
Se han establecido varios esquemas para clasificar los tipos de fractura que
describen la integridad de los tejidos blandos regionales, la geometria y niamero de
lineas de fractura, el grado de afectacion fisario-metafisario-epifisario y las demas
caracteristicas pertinentes. El tipo de fractura puede influir en el plan terapéutico, la
tasa de cicatrizacion, la apariencia del callo 6seo y la posibilidad de complicaciones
posquirdrgicas. La mayoria de las fracturas pueden clasificarse de la siguiente
manera:
1) Integridad de los tejidos blandos: los defectos en la piel alrededor de la
fractura pueden comunicar con la misma, dando lugar a contaminacion de la
herida. Segun el grado de afeccion de piel, se clasifican en — fracturas
abiertas, que tienen un defecto en la piel de la regién de la misma, y —
fracturas cerradas, las cuales no tienen alteracion de dicho tejido.
2) Descripcidén de una fractura mediante geometria y el nimero de lineas de
fractura: tenemos — fracturas completas, tienen una linea de fractura que se
extiende en todo el hueso, pudiendo su direccibn con respecto al eje
longitudinal del hueso ser de tipo transversa, oblicua, en espiral, o
longitudinal. — fracturas conminutas, que tienen mdultiples lineas de fractura
gue comunican con un unico plano o punto. — fracturas mudltiples, son
similares a las anteriores con la diferencia de que los fragmentos 0seos no
comunican con un punto comun. — fracturas incompletas, afectan una sola
cortical. Hay muchos tipos, dos de ellos mas comunes son las fracturas en

“tallo” o “vara verde” que se dan en animales jovenes, y la fracturas por
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estrés. — fracturas por impactacién, se deben a fuerzas de compresién que
acortan la longitud del hueso por aplastamiento. — fracturas por depresion,
gue se observan en el craneo y senos. — fracturas por avulsion, las cuales
suelen ser resultado de una excesiva traccion por un mduasculo, tendon,
ligamento, o capsula articular. fracturas chip, son pequefios fragmentos que
se deben por lo general a un traumatismo directo sobre el hueso o a
hiperextension. Fracturas supracondilares, condilares, y bicondilares, éstas
indican que la linea de fractura se produjo en la metafisis cerca del condilo o a
través de la region condilar y supracondilar respectivamente. — fracturas-
luxaciones, son luxaciones articulares asociadas a fractura de uno o ambos
huesos que componen la articulacion.
3) Grado de afectacion fisaria: es una clasificacion especial para fracturas en
los huesos en crecimiento, basado en el esquema Salter-Harris. Actualmente,
existen 6 tipos (nombradas tipo 1 - 6) de acuerdo con el grado de afeccién
metafisaria-fisaria-epifisaria. Las lesiones tipo 2 son las mas comunes. Las
complicaciones graves de las fracturas Salter incluyen trastornos del
crecimiento que se evidencian clinicamente y anomalias articulares.
4) Fracturas patoldgicas: son las que aparecen espontdneamente sin historia
de un traumatismo anterior, que se producen en huesos anormalmente
debilitados por una lesion preexistente. Son ejemplos frecuentes las fracturas
debidas a tumores 6seos; el hiperparatiroidismo nutricional secundario puede
generar multiples fracturas en varios huesos a la vez, debido a la disminucién
de la densidad 6sea generalizada (Thrall D, 2003; Fossum 2009).
Clinicamente, las fracturas se identifican con una cojera especifica, generalmente.
La palpacion del foco problema para detectar el defecto es esencial, pero su
facilidad de deteccion esta dada por el grado de deslizamiento de la fractura. No hay
que olvidar que la correcta anamnesis y la exploracion ortopédica completa son
infaltables (Fossum y col., 2009).
El diagndstico confirmatorio de una fractura es mediante radiografia, en la cual
pueden verse una o multiples lineas de fractura radiolicidas (de color oscuro), o
existir una linea esclerética (radiopaca, de color mas blanco que el resto del hueso)
0 zona en la que se superpongan las radiodensidades de los fragmentos 6seos
(Thrall D, 2003).



Las fracturas expuestas de radio, cubito y tibia (cubito-radio estdn menos irrigados
que los demés huesos de los miembros) son las mas frecuentes dentro de las
fracturas expuestas de los huesos largos y representan un desafio terapéutico, dada
la alta tasa de osteomielitis que se produce a causa de dichas fracturas, lo que lleva
a una union retardada o una no-union del hueso afectado (Fossum y col., 2009;
Slatter, 2006; Yaneselli 2012).

Tratamiento convencional de las fracturas

Antes de la reparacion de los tejidos dafiados, esta la preservacion de la vida del
paciente, por lo tanto se debe evaluar el individuo y tratar el posible shock,
hemorragia y heridas graves de los tejidos blandos, si es que existen (Fossum y col.,
2009).

Una vez evaluado clinicamente el paciente, se le indica la realizacién de por lo
menos dos radiografias en planos de angulos rectos del lugar a tratar, con el fin de
realizar el correcto diagnostico y seleccion del mas apto procedimiento quirargico. El
objetivo del tratamiento es la ambulacion temprana y el completo retorno de la
funcion del miembro afectado. Los principios que se siguen para el maximo retorno
de la funcion normal son la reduccion anatomica de los fragmentos 6seos, lograr una
fijacion estable, conservacion del flujo sanguineo de los fragmentos y movilizacion
activa temprana sin dolor muscular y de las articulaciones cercanas a la fractura
(Piermattei D y col, 2007).

La reduccion de una fractura se define como el proceso mediante el cual se
reconstruyen los fragmentos O0seos hasta que se consigue que recuperen su
estructura anatdmica normal. Los métodos de reduccidn son dos: reduccion abierta y
cerrada. En el método abierto los fragmentos 6seos son reducidos bajo vision
directa; es de eleccion en fracturas muy inestables, en las que tienen muchos dias
de haberse generado, y en fijacion interna. La reduccion cerrada tiene la misma
finalidad que la anterior pero con la diferencia de que los cabos 6seos se alinean sin
exposicién quirargica de los mismos (Piermattei D y col, 2007; Fossum y col., 2009).
En el cuadro | se observan los tiempos normales promedios de union ésea segun
edad, al haber utilizado la fijacion esquelética externa (FEE) y/o clavo intramedular
(IM).

El uso de la fijacion esquelética externa para la reduccion de fracturas se remonta a

principios del siglo XX y su aplicacion en Medicina Veterinaria se ha incrementado
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(Cavero F y Fernandez V, 2005). Dicho procedimiento requiere de la insercion
transcutanea de entre 2 y 4 clavos en cada uno de los fragmentos 6seos proximal y
distal de la fractura (Piermattei D y col, 2007), cuando se trata de huesos largos. Una
vez que los clavos estan fijos en los fragmentos 0seos, se conectan por medio de
una o mas barras externas (Piermattei D y col, 2007), pero también se puede
conectar por medio de acrilico dental. EI metil metacrilato (mmc) es una resina
acrilica utilizada en moldes para fabricar protesis dentales, pero puede cumplir la
funcion de barra estabilizadora-conectora en la reduccion de fracturas. El mmc tiene
la caracteristica de adaptar la barra a cualquier forma, permitiendo la colocacion de
clavos en planos multiples (Cavero F y Fernandez V, 2005).

Un complemento de la fijacion esquelética externa es la utilizacién de injertos 6seos.
Estos se incorporaron en la practica quirirgica general a principios del siglo XX,
manteniéndose los principios de su uso por mucho tiempo. Se trata de hueso
congelado, liofilizado e irradiado que es mantenido en bancos de hueso (Piermattei
Dy col, 2007).

Los injertos pueden tener tres origenes:

- autoinjerto o hueso autélogo, es el Unico material de injerto que posee actividad
osteo-conductiva, osteoinductiva y osteoproliferativa, por lo que representa el
material de eleccion en cirugia reconstructiva de defectos éseos maxilares. Una vez
colocado el autoinjerto, en la primera fase tiene lugar la osteogenesis; los
osteoblastos sobrevivientes del implante proliferan y depositan una matriz osteoide
inmadura, lo que se define como actividad osteoproliferativa. Semanas después de
haber colocado el injerto éseo y por un periodo que puede durar hasta dos afios,
tiene lugar por medio de los osteoclastos, un lento proceso de reabsorcion de la
matriz osteoide depositada a partir de los osteoblastos. Conjuntamente se desarrolla
la actividad osteoinductiva, mediante la estimulacion de células multipotenciales de
origen mesenquimético para transformarse en osteoblastos. Esta estimulacion se
lleva a cabo a través de proteinas de alto peso molecular, siendo las mas estudiadas
las proteinas morfogenéticas (BMP: Bone Morphogenetic Proteins). Estas sustancias
son secretadas por los osteoclastos.

La segunda fase se completa mediante la estimulacion de células ya programadas
para ser transformadas en osteoblastos por parte de sustancias osteopromotoras,
proceso que se conoce con el nombre de osteoconduccién, el cual requiere de

oxigenacion del lecho vascular y absoluta inmovilizacion del injerto.
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- aloinjerto o hueso homalogo, es un tejido 6seo tomado de la misma especie del
receptor. EI mismo se obtiene de cadaveres, es tratado y conservado bajo varias
formas y dimensiones, en bancos de hueso. Existen tres tipos: congelado,
congelado-liofilizado, y congelado-desmineralizado-liofilizado.

- xenoijerto o hueso heterélogo, por lo general de origen bovino, estd conformado
por cristales de carbonato de apatita, exento de calcio y privado de componentes
organicos mediante un delicado proceso de extraccion. La introduccion del nuevo
hueso en la estructura del injerto viene favorecida por la red porosa interna de los
cristales, ofreciendo una amplia superficie para ser colonizada por parte del hueso,
dando lugar a un nuevo tejido de densidad mayor con relacién a otros biomateriales
y al hueso autélogo. El remodelado de este tipo de hueso se presenta en tres fases:
en la fase inicial, las particulas se integran al hueso circundante; posteriormente
ocurre la reabsorcion del xenoinjerto por actividad osteocléstica, y por ultimo, tiene
lugar la neoformacion 6sea, donde los osteoblastos sustituyen las particulas del
material con hueso laminar denso (Semiglia y col. 2006; Dinatale E y Guercio E,
2007).

Entre las indicaciones de los injertos 0seos, se incluyen: mejorar la circulacion en
las uniones retardadas, no uniones, osteotomias y artrodesis de articulaciones al
estimular tempranamente el callo 6seo; para formar una conexion mas firme entre
los defectos graves de fracturas multifragmentarias al establecer una continuidad de
los segmentos 0seos (Semiglia y col. 2006); para reemplazar segmentos corticales
enteros que fueron perdidos en el momento de la fractura y por Ultimo para llenar el
espacio debido a la extirpacion de quistes y/o neoplasias (Fossum y col., 2009).
Dichas caracteristicas estimularon el estudio y uso de hueso xenogénico
desantigenizado en nuestro pais, obteniéndose buenos resultados en su aplicacion
sobre roedores y pequefios animales en Facultad de Veterinaria, UdelaR (Zunino y
col, 2004; Semiglia y col, 2006).
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Cuadro I. Tiempos promedio de unidon dsea.

Edad del animal Con FEE, clavo i/medular Placa de FEE

< 3 meses 2 — 3 semanas 4 semanas

3 — 6 meses 4 -6 semanas 6 -12 semanas
6 -12 meses 5 -8 semanas 12 -16 semanas
1 afo 7 -12 semanas 16 -30 semanas

FEE: fijacion esquelética externa
(Piermattei D y col, 2007)

Evaluacion radiografica post-quirdrgica

Luego de toda intervencion quirdrgica para corregir una fractura, se debe hacer un
seguimiento de la misma para corroborar la alineacion 0sea, el hueso, cartilago (en
articulaciones), dispositivo ortopédico y tejidos blandos.

La alineaciéon se refiere a la evaluacion de dicho caracter en los fragmentos 0seos,
con el fin de detectar cualquier cambio en la misma; el cambio en la alineacion ésea
es mas frecuente en la utilizacion de clavo intramedular como Unico método de
fijacion, debido a la inestabilidad que ésta confiere a la fractura. El hueso debe
valorarse por su progresion de la cicatrizacion ésea y la formacion de callo. Todos
los fragmentos de la fractura deben estar implicados en la cicatrizacién, sino puede
provocar secuestro 6seo (hueso muerto). También deben evaluarse la arquitectura
Osea y su opacidad para detectar cambios degenerativos por complicaciones, como
la osteomielitis o la atrofia por desuso. Se suele observar con frecuencia reacciones
periosticas excesivas en el foco de fractura o mas alla. En otros casos, no hay callo
0seo en los plazos considerados normales, o existe pero es demorado o puede
formarse un callo en plazos normales pero ser anémalo.

Es fundamental evaluar el cartilago de los espacios articulares cercanos a la
fractura. El desarrollo de efusion articular, una reaccién periostica anormal y una lisis
de hueso subcondral pueden indicar artritis séptica.

La colocacion y la posicion de los dispositivos ortopédicos deben compararse
siempre con el de las radiografias anteriores. En Facultad de Veterinaria se utiliza
principalmente la fijacién esquelética externa, en ciertos casos en conjunto con clavo
intramedular. La retirada de los clavos que penetran la cortical deja defectos en el

hueso, observandose radioliicido (oscuro) inmediatamente a la extraccion. Aun asi,
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a pesar de que estas zonas se rellenan con hueso, el hueso nuevo es menos opaco
por lo que el defecto puede observarse radiograficamente durante meses o afnos.

Luego del acto quirdrgico, se produce tumefacciéon normal de los tejidos blandos
correspondientes al area de fractura, pero ésta se reduce de forma significativa entre

los 7-10 dias posteriores (Fossum y col., 2009; Piermattei D y col, 2007).

Complicaciones frecuentes de una fractura sin tratar y post tratamiento quirdirgico

1) Secuestro 0seo: se trata de una pieza de hueso muerto que se ha separado del
hueso normal durante el proceso de necrosis y estd rodeado por un area de
exudado infectado o no. Debido a que el mismo no sufrié resorcién dsea ni esta
vascularizado, su densidad radiogréafica es alta, presentandose una pieza 0sea
muy blanca con bordes filosos y dentados, que pueden dafar gravemente los
tejidos blandos subyacentes. El tratamiento a seguir cuando se visualiza un
secuestro 6seo es la re intervencion quirdrgica para extirparlo.

2) Union retardada: es aquella fractura que no ha reparado en los plazos previstos
para el caso particular. La causa mas comun de unién retardada es la fijacion
inadecuada o interrumpida de los segmentos de la fractura. Al examen
radiografico la linea de fractura permanece evidente, tiene un aspecto lanoso, y
no hay esclerosis de los extremos 0seos. Hay evidencia minima de callo 6seo. El
tratamiento de fracturas con el mencionado defecto puede hacerse segun dos
principales aspectos: si la reduccion es satisfactoria, la fijacion rigida
ininterrumpida se debe asegurar y mantener por un tiempo mas prolongado. Si la
fijacion esquelética actual se considera adecuada, implica una cooperacion mayor
por parte del duefio del paciente para ejercer una disminucién de la actividad del
animal. Se debe evitar el uso de férulas o yesos en fracturas de huesos largos. Si
el dispositivo de fijacién se considera inadecuado o inestable, se debe aumentar
la estabilidad o reemplazar el dispositivo. El otro aspecto es si la fractura tiene
buen contacto entre los extremos 0seos pero con mala alineacion, el hueso se
debe enderezar y se aplica fijacion rigida ininterrumpida. Esta situacién es comdn
de observar como secuela de reducciones cerradas. Por lo general, el
enderezamiento se logra por medio de una presiéon manual cuidadosa pero con
fuerza, o aplicando presion sobre un punto de apoyo, todo ello preferible antes

gue la correccion quirdrgica abierta, debido a que se ahorran muchas semanas de
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tiempo de curacion. La fijacion esquelética externa también es de eleccion en ésta
oportunidad.

3) No unién: hay dos tipos basicos de fracturas con no unién segun el grado de
produccion de callo, hipertréficas y atréficas. En las hipertroficas el callo 6seo es
abundante y no se ha unido debido al movimiento en el lugar de fractura. A la
observacion radiologica, se detecta deposicion abundante de tejido 6seo que no
es capaz de formar un puente sobre la brecha de la fractura. En las atroficas los
extremos de los cabos de la fractura sufren resorcion y disminucién del tamafio a
consecuencia, con 0 sin osteoporosis por inactividad y cese completo de la
actividad osteogénica. Es el mas grave de los dos defectos de no unién. El
tratamiento en una no union hipertrofica trata de la compresion en el lugar de
fractura usando por ejemplo una placa de compresion, eficaz mientras la
reduccion actual de la fractura sea satisfactoria. Los fijadores externos también
son buenos para su correccion. El callo debe ser alterado lo minimo posible en
todos los casos. En una no unién atréfica, se realiza una reduccion abierta para
permitir el repliegue del periostio mas grueso y el retiro del tejido fibroso entre los
cabos 0seos. Se retira ademas el hueso esclerético de los extremos hasta que se
observe sangrado de periostio y endostio. Luego se pueden utilizar dispositivos de
fijacion interna, externa o combinacién de ambos (por ejemplo: clavo intra medular
mas fijacion esquelética externa), asi como el uso de hueso xenogénico bovino
(Piermattei D y col, 2007; Semiglia y col, 2006).

4) Osteomielitis: se define como inflamacién e infeccién del tejido 6éseo, muchas
veces afecta la cavidad medular y al periostio (Fossum y col, 2009). Las causas
MAas comunes son contaminacion bacteriana de fracturas abiertas, (principalmente
por Stafilococcus intermedius y S. aureus) debido a mordeduras, procedimientos
quirurgicos prolongados con exposicion amplia (reduccion abierta), excesivo dafio
tisular por el traumatismo primario o durante la cirugia y contacto con objetos
extrafios como suturas, gasas y hasta implantes contaminados. Otros origenes
menos comunes son la extension directa de una infeccion desde el tejido blando
adyacente; también desde la sangre por procesos como osteomielitis vertebral,
discoespondilitis por Brucella spp o Staphilococcus spp, y endocarditis bacteriana.
El diagndéstico de osteomielitis suele realizarse por la sospecha clinica antes de
gue se manifieste por rayos X (los hallazgos radioldégicos son mas tardios que los

signos clinicos). Los signos clinicos de osteomielitis aguda son fiebre, calor local,
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tumefaccion de tejidos blandos y dolor (Thrall D, 2003; Piermattei D y col, 2007).
La infeccidn cronica se caracteriza por uno o varios trayectos fistulosos, atrofia
muscular, fibrosis y contractura, claudicacion variable y cambios radiolégicos
evidentes. Dichos cambios pueden ser resorcidbn y afinamiento cortical,
osteoporosis, formacion de hueso periostico nuevo que varia ampliamente en
aspecto, formaciéon de secuestros 6seos, esclerosis y tumefaccién de tejidos
blandos adyacentes. Se define secuestro a una pieza de hueso muerto
(avascular) que se ha separado del hueso normal durante la fractura o proceso de
necrosis 0sea, y se rodea de exudado infectado. El tratamiento convencional
consta de antibidticos sistémicos (por lo menos 4 semanas) segun la sensibilidad
del agente presente en la patologia, desbridamiento de la herida, retiro de
secuestros 0seos Yy evaluacion del dispositivo de fijacion esquelética actual
(Piermattei D y col, 2007; Fossum y col, 2009).

Medicina Regenerativa

Es un campo de investigacidn emergente conocido también como “Ingenieria de
Tejidos”. El objetivo de esta disciplina es obtener tejidos vivos que puedan
reemplazar estructuras perdidas y contribuir al retorno funcional. Consiste en
estimular o suministrar tejido vivo funcional mediante la utilizacion o no de un
soporte (natural, sintético o mezclas de ambos), para ello se construyen modelos
equivalentes a oOrganos o tejidos en los que es necesario que las células se
organicen y se comporten como si formaran parte del tejido original y conseguir asi

la reconstruccion final deseada (Yuan y col., 1998).

Clasificacion de las células madre

Las células madre (CM) se pueden clasificar en dos grandes tipos; las CM
embrionarias y las CM adultas. Dentro del tipo embrionario existen las CM
totipotentes que dan origen a un individuo completo y las pluripotentes que dan
origen a las tres capas germinales (ectodermo, mesodermo y endodermo). Las CM
adultas son multipotentes, es decir que pueden diferenciarse a tipos celulares
especificos de la capa germinal de la que provinieron, como por ejemplo las CM
mesenquimales (CMM), que dan origen a osteocitos, condrocitos y adipocitos (De

Schauwera y col, 2011).
16



Actualmente se conoce que las CMM estan presentes en muchos tejidos durante
toda la vida, sin embargo, su frecuencia y cantidad disminuye con la edad. Los
tejidos que las albergan incluyen la sangre, el tejido adiposo, piel, hueso, higado,
pulmén (Undale A, y col., 2009), masculo (Rouger K. y col, 2011) e incluso células
nerviosas (Jiang y col., 2002; Jung y col., 2009), pero los dos tejidos mas usados
para su obtencion son médula 6sea (CMM-MO) y tejido adiposo (CMM-TA), pero a
diferencia de lo que sucede con CMM-MO, la grasa es de facil acceso con técnicas
minimamente invasivas y representa una reserva abundante de CMM (Vieira y col.
2010; Zuk et al., 2001, 2002).

Caracteristicas vy propiedades de las CMM

Las CMM poseen caracteristicas prometedoras para ser utilizadas en medicina
regenerativa ortopédica, las principales son: poder inmunomodulador, angiogénesis
y poseer capacidad de diferenciarse en diversos linajes de origen mesodérmico, es
decir ser multipotenciales (Arinzeh y col., 2003; Le Blanc y col. 2003). Dichas células
se multiplican y diferencian en el tejido problema en caso de dafio tisular (Zuk et al.,
2001, 2002).

La multipotencialidad indica que las CMM pueden diferenciarse a células del linaje
mesenquimal, por ejemplo a adipocitos, condrocitos y osteocitos (Jung y col, 2009;
Riafio y Vera, 2014; Vieira y col. 2010), pero también pueden hacerlo a células que
no pertenecen a ese linaje, como el neural y muscular (Jiang y col., 2002; Jung y
col., 2009; Rouger K. y col., 2011). La propiedad inmunomoduladora evita el rechazo
de implantes alogénicos (actividad inmunosupresora) debido a la secrecion de
citocinas especificas (Riafio y Vera, 2014). Se ha estudiado ademas el efecto de las
CMM sobre la inflamacion debida a sepsis en ratones como modelo para su estudio,
resultando en disminucién de la mortalidad y de la carga bacteriana en los casos
tratados con CMM (Mei y col., 2010). Esta respuesta por parte de dichas células es
especialmente importante en el caso de osteomielitis, ya que consta de infeccion e
inflamacion. El caso especifico de dafio de tejido 6seo, gracias a la presencia de
factores inflamatorios, las CMM migran al sitio de la injuria y van a contribuir con los
procesos regenerativos por efectos paracrinos que promueven un microambiente
celular favorable para recomponer la matriz 6sea (Yamaguchi y col., 2000).

Se ha demostrado la capacidad angiogénica de las CMM en infarto de miocardio en

ratas y en ratones con lesiones de piel, al estimular la formacion de los capilares
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sanguineos y liberar factor de crecimiento de endotelio vascular (VEGF - Vascular
Endothelial Growth Factor) entre otros factores; el VEGF juega un rol importante al
estimular la proliferacion, migracion y organizacion de las células endoteliales
(Imanishi y col., 2008; Wu y col, 2007). Sin embargo, sobre lesiones 0seas son
escasos los estudios de cdmo puede afectar esta caracteristica angiogénica sobre
el proceso de reparacion 6sea, pero puede decirse que también se manifiesta la
angiogénesis ya que la reparacion 0sea esta ligada a buena vascularizacion.

Para identificar como tales a las CMM, la International Society for Cellular Therapy
(ISCT) dicté recomendaciones, en donde debe constatarse la presencia de
marcadores de superficie pertenecientes a células estromales mesenquimales y la
tridiferenciacién in vitro en los linajes: adiposo, cartilaginoso y 6seo (Bourin 2013;
Dominici 2006). Ademas las células deben poder ser aisladas y expandidas en
medio de cultivo, ser adherentes al plastico, expresar ciertos antigenos de superficie
(CD13, CD29, CD31, CD34, CD44, CD45 negativo, CD73, CD90, CD105 y CD117
en caninos). Las CMM deben tener la capacidad de autorrenovarse para mantener
asi su poblacion con el fin de dejar disponible un stock de las mismas para ser
utilizadas por el organismo, es decir una division asimétrica, renovacion del pool de
CMM o ser inducidas a comprometerse con un linaje adulto (Martinello y col., 2011,
Vieira y col., 2010).

Aislamiento, cultivo y expansion de CMM

Para almacenar las células un largo periodo de tiempo, se utiliza criopreservacioén en
nitrogeno liquido (-196°C) (Gonda y col., 2008). Las CMM provenientes de humanos
y caninos luego de ser almacenadas por un largo periodo conservan sus
caracteristicas fenotipicas y el estado indiferenciado in vitro (Gonda y col., 2008; Liu
y col., 2008; Matrtinello y col., 2011), por lo que es posible tener un banco de CMM
indiferenciadas almacenadas indefinidamente, sin perder su multipotencialidad; esta
caracteristica se demostr6 en las CMM de origen animal (Dressler y col., 2005;
Martinello y col., 2011; Yaneselli y col., 2011) y humano (Gonda y col., 2008; Liu y
col., 2008; Yin y col., 2009).

Segun un estudio realizado recientemente por Devitt y col (2015), las CMM-TA
humanas que fueron descongeladas luego de 1 - 2 afios criopreservadas en
nitrogeno liquido, desarrollaron crecimiento normal en los respectivos cultivos,

manteniendo las propiedades mencionadas anteriormente. Esto impulsa al uso de
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un banco de CMM debido a su practicidad, por la rapidez en la instalacién de la
terapia y disminucién de los intervalos del tratamiento, sin perder las propiedades

gue las hacen tan atractivas.

Aplicacién de CMM
Debido a las caracteristicas de las CMM, multipotencialidad, facil extraccién del

animal adulto y aislamiento, expansion y diferenciacion en multiples linajes de tejidos
in vitro, las convierten en una opcidn prometedora para ser utilizadas como una
alternativa a las terapias tradicionales en medicina regenerativa tanto en medicina
humana como veterinaria (Jung y col., 2009; Mimeault y Batra, 2008; Pacini y col.,
2007; Strauer y col.,, 2009). Existen varios trabajos de aplicacion de CMM en
humanos, como por ejemplo la expansion in vitro y aplicacion de CMM en injurias
tendinosas (Shenaq y col., 2010; Maumus y col., 2013), el tratamiento de fractura
tibial con CMM-TA en conjunto con fijacién esquelética interna (Fang y col., 2013),
con resultados alentadores en todos ellos. Los reportes del uso de CMM en
osteomielitis es escaso, pero si existen trabajos varios de su uso en osteonecrosis.
Una mujer de 71 afios con osteonecrosis mandibular fue tratada, luego de mdultiples
intervenciones sin éxito, con CMM-MO autélogas en el lugar de lesién, y 6 meses
después fue comprobada una satisfactoria regeneracion ésea mediante tomografia
computada (Gonzélvez y col, 2013). En otro estudio, realizado por Zhanghua y col.
(2013), se utilizaron conejos con necrosis de cabeza femoral divididos en grupos
control sin tratar y otros tratados con CMM-MO alogénicas via intravenosa;
obteniéndose finalmente en el grupo tratado una buena recuperacion.

En cuanto a medicina veterinaria se han realizado investigaciones sobre los caninos
y otros animales como modelos para aplicacion de CMM en humanos con lesiones
periodontales y maxilares (Pourebrahim y col, 2012; De Bakker y col., 2013;
Requichia y col., 2014); en la reconstruccion facial (Liu y col., 2014); en osteoartritis
y enfermedades musculoesqueléticas (Bashir y col., 2014; Chevrier y col., 2009;
Zhanghua y col., 2013). En cuanto al estudio de dichos tratamientos en patologias
caninas especificamente, se han aplicado CMM en osteoartritis de codo y de otras
articulaciones (Black y col.,, 2008; Guercio y col.,, 2012; Vilar y col., 2013); en
displasia de cadera (Marx y col., 2014) y en la distrofia muscular en perros (Rouger
y col., 2011). Diversos autores han demostrado efectos terapéuticos beneficiosos en

dafio tisular en animales, con trasplantes de CMM autélogas (Carrade y col., 2010;
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Jung y col., 2009), como también en los aloinjertos con CMM (Jung y col., 2009), lo
que demuestra su gran potencial terapéutico.

Existen estudios sobre CMM de origen animal en el Uruguay, los cuales describen el
comportamiento in vitro de CMM derivadas de TA como de MO, provenientes de las
especies canina y equina (Semiglia y col., 2014; Yaneselli y col., 2011; Yaneselli y
col., 2012). Ademas existen reportes de su aplicacion terapéutica en caninos segun
Semiglia y col. (2014), donde usaron CMM-MO autdlogas sobre una no-union de
fémur de un canino, y otra terapia celular descrita por Yaneselli y col. (2013)
utilizando CMM-TA alogénicas sobre una no-union de radio y cubito en un canino,

con resultados muy alentadores en ambos casos.

Hipotesis
La hipotesis de este trabajo es que la aplicacion de CMM-TA alogénicas en el sitio
de lesion dsea puede generar un microambiente propicio para la regeneracion ésea,
debido al efecto angiogénico, inmunomodulador antimicrobiano y osteoprogenitor de
las CMM.

Objetivo
El objetivo de este trabajo fue evaluar el tratamiento con CMM-TA alogénicas en dos

casos clinicos caninos con defectos 6seos graves.

Materiales y métodos

Se presentaron en el Hospital de Facultad de Veterinaria, Universidad de la
Republica, Montevideo:

Paciente 1: un canino macho, raza cruza, de 5 afios. En Junio de 2012 se fracturo la
tibia y mediante cirugia se implantd hueso xenogénico en el canal medular con
fijacion esquelética externa. Se le indicd Clindamicina (a dosis 5mg/kg oral) durante
un mes. El canino se recuper6 posteriormente a la intervencién quirdrgica, pero en

Enero de 2013, posterior a la finalizacion antibioticoterapia aparecieron fistulas en la
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cara interna del miembro posterior izquierdo (MPI) (figura 1-A), resultado de la
aparicion de osteomielitis en el foco de la antigua fractura; sin embargo el paciente
nunca claudico debido a dichas fistulas. Clinicamente y en los controles radiolégicos
(figura 1-B) no se evidencié mejoria con el tratamiento convencional.

Paciente 2: se trata de un canino hembra, cruza, de 7 afios, que vino a consulta por
una fractura expuesta del antebrazo derecho (MAD), ocasionada por la mordida de
otro de los perros de la duefia hacia cinco dias (figura 1-C y 1-D). La misma se
acondiciono (tricotomia, limpieza con desinfectantes en la zona y vendajes) para
realizarle la cirugia y el implante de CMM el mismo dia de la cirugia, ademas de
recetarle un tratamiento previo con antibidticos (Cefalexina, dosis 30mg/kg via oral).

Figura 1: A. caso con multiples fistulas en cara interna de MPI. Se puede observar
la aglomeracion de los pelos debido a la excrecion de pus (indicado con circulo). B.
es la radiografia latero-lateral realizada en el dia de consulta por las fistulas,
observandose una region con reaccion periostica con pérdida de la definicion de la
corteza (flecha). C. caso de fractura de MAD, con el dispositivo de fijacion

esquelética externa (flecha). D. radiografia de radio-cubito del primer dia de consulta
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por la fractura. Se trata de una fractura conminuta de ambos huesos, detectandose
una esquirla 6sea (flecha).

Terapia celular con CMM-TA alogénicas

El protocolo de expansion celular y aplicacion de CMM fue adaptado de lo descrito

por Yaneselli y col. (2013).

Fuente de CMM-TA

Las células caninas fueron obtenidas del banco de CMM de origen animal

perteneciente al Area Inmunologia, Facultad de Veterinaria, UdelaR, las cuales
habian sido previamente caracterizadas mediante la inmunofenotipificacién y la
tridiferenciacion in vitro en el trabajo de Yaneselli (2015). EIl protocolo de extraccion
de TA fue previamente autorizado por la Comision Honoraria de Experimentacion
Animal, UdelaR (CHEAFVET-PI-13/2012).

Expansion de CMM-TA alogénicas:

Las CMM fueron descongeladas rutinariamente mediante calor de friccién con las
manos, después su resuspension en medio esencial minimo (MEM), centrifugacion,
descarte del sobrenadante y resuspension del pellet de células con MEM, 10% suero
fetal bovino y 2% antibiotico (penicilina-estreptomicina), para luego sembrarlas en
botella de cultivo T25 y posteriormente expandirlas en botellas T75. Se controla su

crecimiento a partir de las 24 hs, todos los dias.

Procesamiento de CMM-TA alogénicas para ser implantadas:

Cuando las botellas de cultivo T75 llegan a un 80-90% de confluencia celular, se
levantan con tripsina y se realiza un recuento de las mismas. Se resuspendieron las
células en solucion fisiologica estéril. Su implantacién se hizo en un lapso no mayor

de 1 hora tras su procesamiento.
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Protocolo quirlrgico de implante con CMM-TA alogénicas:

Protocolo autorizado previamente por la CHEA (111130-001527-14). Con el paciente
N° 1 se procedi6 a realizar una sedacion con acepromacina 1% (0,01 mg/kg),
posteriormente se depild y desinfectd con iodofén. La forma de aplicaciéon de las
CMM-TA fue percutanea en el area de lesion, aplicandose en total 4 implantes de 6-
9x10® CMM-TA en pases 4-5, resuspendidas en suero fisiolégico estéril. Los
implantes se realizaron cada 2 semanas.

En el paciente N°2, como premedicacion se administr0 acepromacina 1% (0,01
mg/kg), midazolam 0,5% (0,25 mg/kg) y ketamina 5% (5 mg/kg), administrandolos en
forma I/V; como analgesia se utilizé tramadol (2 mg/kQ).

Se us6 ademas de las drogas anteriores, propofol 4 mg/kg e isofluorano al 3% como
anestésicos profundos por tratarse de una cirugia, y se aplicé en forma profilactica
penicilina-estreptomicina (30000 Ul/kg, subcutaneo). Se rasurd el miembro afectado,
en toda su extensién, luego se realizé la embrocacion utilizando alcohol etilico al
70% y colocacion de campos quirurgicos aislando asi la zona de la fractura. El
primer implante se realizO mediante la aplicacion de CMM-TA sobre hueso
desantigenizado bovino, resuspendidas en suero fisiologico estéril, colocado en el
momento de la reduccion abierta. El 2° implante se realiz6 a las 17 semanas y el
tercero a las 19 semanas de la cirugia, en forma percutanea previa desinfeccion con
alcohol etilico 70%. En total consistieron en 3 implantes de entre 2-5x10° CMM-TA

en pase 2-6.

Evaluacién post-implante de CMM-TA

En ambos casos se evalud y documenté el progreso clinico post-tratamiento con
CMM-TA vy el progreso de restauracion 6sea mediante radiografias. En el caso N°1
se realiz6 1 radiografia el dia de consulta, la segunda a las 7 semanas y la tercera al
afo del ultimo implante. En el caso N°2 se realizaron 7 radiografias, separadas 2
semanas y la ultima a los 6 meses del ultimo implante.

El examen clinico se realizé segun el score de claudicaciones de Maitre y col.
(2008), basado en el analisis de la marcha, se clasifica el grado de claudicacion en
severa (sin apoyo tanto en la marcha como en la estacion), media (apoyo durante la
estacion, cojera durante la marcha) y ligera (buen apoyo en la estacién pero aun

claudica durante una marcha rapida).
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Resultados

Las CMM-TA utilizadas presentaron morfologia fibroblastica luego de ser

descongeladas y expandidas in vitro.

En el paciente N°1 a las 2 semanas de la primera aplicacion de CMM-TA se observé
una disminucion de las fistulas y de su secrecion (fig. 3-B) en comparacion al dia de
consulta; a las 4 semanas quedo solo una fistula (fig. 3-C), produciéndose el cierre
completo a las 8 semanas (fig. 3-D). A nivel del hueso, se comienza a apreciar
disminucién de los procesos osteoliticos a las 7 semanas de comenzado el
tratamiento (fig. 3-F) y a las 48 semanas (1 afio después) los signos de dafio 6seo
desaparecieron, observandose bordes 6seos lisos (fig. 3-G).

El paciente N° 2, a las 5 semanas post primer implante de CMM-TA comienza
apoyo del MAD, a las 12 semanas el canino comienza a apoyar manifestando una
claudicacion moderada-ligera, apoyando durante la estacion; a las 16 semanas es
ligera y a las 20 semanas (6 meses) post 1° implante hubo un retorno completo a la
funcionalidad del miembro afectado. En cuanto al aspecto 6seo, a las 2 semanas del
primer implante se comienza a observar procesos osteogénicos en la radiografia,
pero la esquirla 6sea observada desde el principio sigue sin unirse (fig. 4-E). En la
semana 11 post primera administracion de las CMM-TA se verifica union 6sea
retardada (fig. 4-F), y a las 24 semanas desde el comienzo de la terapia se observa
union completa de todos los cabos de fractura, incluida la esquirla Osea,
detectandose buen callo y bordes 6seos lisos (fig. 4-H).

Posteriormente al comienzo del tratamiento regenerativo, no se observaron signos

inflamatorios asociados a la implantacion de CMM-TA, indicativos de rechazo, en

ninguno de los casos.
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Figura 3: Evolucidén del caso N°1, osteomielitis de tibia.

A. Dia 0 (antes de implantar la terapia), se observan varias fistulas (flechas) en la
cara interna de MPI. B. 2 semanas post implante, se produce el cierre de la mayoria
de las fistulas. C. 4 semanas, se visualiza crecimiento de pelo y presencia de 1
fistula (flecha). D. 8 semanas, las fistulas desaparecieron y el pelo volvié a cubrir la
piel. E. Dia 0, radiografia latero-lateral; reaccion peridstica agresiva tipica de
osteomielitis (circulo). F. 7 semanas, la reaccion periostica se hace menos activa

(circulo). G. 48 semanas, bordes lisos, periostio no reaccionante (flechas).

25



S

\
a8

D

V 14
o /

Figura 4: Evolucion del caso N° 2, fractura de radio-cubito.

A. cirugia de MAD; con implante de hueso xenogénico desantigenizado con CMM-
TA en el lugar de fractura (flecha), con adicion de fijacion esquelética externa. B. 5
semanas post 1° implante C. 12 semanas. D. 20 semanas. E. 2 semanas post
implante, se observan posicion de los clavos y proceso osteogénico en el lugar del
implante de hueso con CMM-TA (circulo). F. 5 semanas; la esquirla ésea sigue sin
unirse pero radio y cubito comenzaron a unirse. G. 12 semanas, radio y cubito mas
unidos, se detecta proceso de union de la esquirla al radio (flecha). H. 24 semanas,
hay una mejora en la union 6sea de los cabos de fractura, incluida la esquirla 6sea

(flechas indicando unién de la esquirla).
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Discusioén

En ambos casos clinicos del presente trabajo, la regeneracion 0sea fue satisfactoria.
En el paciente N°1 los defectos 6seos de osteomielitis desaparecieron a las 7
semanas de la primera aplicacion de CMM-TA; al compararlo con el estudio en
conejos realizado por Zhanghua y col. (2013) se observa un tiempo de mejora casi
igual, en este ultimo trabajo se vieron buenos resultados a las 6 semanas post-
implante de CMM. Las diferencias en los tiempos puede deberse a que Zhanghua y
col. (2013) utiliz6 CMM-MO en vez de TA, y utilizé para inocular las células la via
endovenosa; sin embargo hay que tener en cuenta que se trata de dos especies
diferentes. Por otro lado, segin un caso humano estudiado por Gonzalvez y col.
(2013) la recuperacién 6sea monitoreada mediante tomografia fue mas lenta, 6
meses, utilizando CMM-MO. La discrepancia en los tiempos de recuperacion puede
deberse a que se trata de dos especies diferentes; también a la edad de los
pacientes en los que se utilizo6 CMM, ya que en el caso de Gonzéalvez se implanto el
tratamiento en una paciente longeva (71 afios de edad) donde la rapidez para
regenerar hueso es mucho mas lenta. En el caso N° 1 del presente trabajo se aplicd
la terapia en un canino de 5 afios, tratdndose de un adulto joven en donde la

remodelacion 6sea es mas rapida.

En el paciente N°2 se produjo la unién Osea efectiva (todos los cabos unidos) a las
24 semanas. Segun el trabajo de Shuan-Hu y col. (2013), que trata de fracturas
tibiales inducidas en ratas y tratadas mediante reduccion cerrada con clavo
intramedular asociado a la implantacion de 1x10® CMM-MO por Unica vez
directamente sobre la fractura; el callo éseo se produjo a las 4 semanas, mientras
que en nuestro caso de estudio se evidenci6 a las 4 semanas y 5 dias. Se trata de
fracturas diferentes, porque en las ratas la lesion fue provocada asépticamente en
tibia y de forma que se produjera una sola linea de fractura, mientras que en el caso
N°2 la fractura fue por mordedura y produjo fractura en varios fragmentos 6seos, aun
asi en ambas especies se produjo un callo 6seo en tiempos casi iguales.

Otro elemento utilizado en el 2° caso fue el hueso desantigenizado bovino, en el cual
pudo observarse union del implante con el resto del hueso a las 2 semanas. En los
casos de fractura en caninos, tratados con hueso desantigenizado bovino por

Semiglia y col. (2006), se observaron signos radiolégicos de union del hueso con el
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implante a las 16 semanas; la diferencia en los tiempos probablemente radica en
que en el caso de estudio se utilizé un implante 6seo asociado a CMM-TA, las
cuales, liberan factores osteoprotectores, angiogénicos y antimicobianos y en el
caso de Semiglia y col. (2006) se aplico Unicamente injerto de hueso
desantigenizado como promotor de la regeneracidon 6sea. Lee y col. (2009) expuso
un caso de un canino de 4 afos, raza cruza, el cual present6 fractura de radio-cubito
con no-unién; se cultivaron CMM-TA autélogas y se aplicaron 3,2x10” CMM sobre
andamio de hidroxiapatita y fibra de quitosano, el cual se coloco en el sitio de
fractura previa eliminacion de los bordes necréticos de los huesos involucrados; 7
semanas después de la cirugia se observo mediante radiografia un buen callo éseo
en el puente de la fractura. En el caso N°2 del presente trabajo se obtuvo un callo
0seo a las 5 semanas, en el cual se usaron CMM-TA alogénicas en menor cantidad
(2-5 x 10 CMM-TA), aunque fueron 3 implantes. Lo que se pudo ver en estos
trabajos es que el uso de andamios, naturales o sintéticos, como complemento para
la terapia con CMM no produjeron efectos adversos en el paciente y no alteraron las
propiedades de las mismas.

Aungue se obtuvieron resultados exitosos en ambos casos clinicos, es necesaria la
realizacion de estudios comparativos de aplicacion de CMM en pacientes con las
mismas caracteristicas y enfermedades presentados en el trabajo actual, y la
realizacion de estadisticas que muestren los resultados en la terapia tradicional para
poder afirmar una real diferencia de resultados entre aplicacion de CMM vy

tratamiento tradicional.

No existio evidencia de rechazo a los implantes de CMM-TA alogénicas, es decir
gue no hubo respuesta inflamatoria local o sistémica en los pacientes tratados,
durante 12 meses de seguimiento post-tratamiento en el caso N°1 y 6 meses post-
tratamiento en el paciente N°2; estos resultados concuerdan con los obtenidos en
varios tratamientos con CMM tanto en caninos como en otras especies (Jung y col.,
2009; Lee y col., 2009; Shuan-Hu y col., 2013; Zhanghua y col., 2013).

Para los casos del presente estudio fueron utilizadas CMM-TA alogénicas
provenientes del Banco de Células Madre de Facultad de Veterinaria, Uruguay.
Existen antecedentes nacionales como los trabajos de Yaneselli y col. (2013) y

Semiglia y col. (2014), con resultado prometedores en medicina ortopédica en
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caninos. La ventaja que existe sobre el uso de CMM autblogas, es la mayor
velocidad en instaurar la terapia celular, resultando en una recuperacién mas rapida
del paciente. Esta demostrado por varios autores la conservacion de las propiedades
morfologicas y fisiolégicas de estas células (Renzi y col. 2012; Devitt y col., 2015),
ademas de que es seguro su uso al no existir rechazo en el organismo en el que se

implantan las células (Martinello y col., 2011).

Conclusiones

Los tratamientos de terapia celular aplicados a los dos casos promovieron su
osificacion y no presentaron recidivas posteriores a 6 meses y un afio de
seguimiento post tratamiento. Nuestros resultados indican que las CMM
potencialmente podrian colaborar con el proceso fisiolégico de la reparacion ésea
por sus propiedades terapéuticas y sin producir efectos adversos. La aplicacion de
CMM alogénicas es segura como terapia regenerativa en caninos, pero es necesario
realizar mayor cantidad de ensayos y compararlos con controles de tratamientos

tradicionales para demostrar objetivamente el efecto beneficioso de las CMM.
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