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Resumen

La ausencia de consolidacién 6sea (no-unién) se manifiesta frecuentemente
con dolor local, limitaciéon funcional, atrofia muscular, deformidad de grado
variable y presencia de fistulas en los casos que dicha no-union sea producto
de una osteomielitis. La hipotesis del presente trabajo es que las Células
Madre Mesenquimales (MSC) trasplantadas sobre un defecto 6seo podria
promover la regeneracion. El objetivo fue evaluar el tratamiento con MSC
derivadas de tejido adiposo (MSC-TA) alogénicas en un canino hembra, raza
greyhound “galgo”, 3 afios de edad, con una no-unién de radio del miembro
izquierdo, producto de una fractura expuesta, que derivd en una osteomielitis
cronica. La terapia celular consistio en 5 inyecciones percutaneas sobre el
defecto 6seo, con 2 x10° MSC-TA por implante, una vez por semana. En 5
semanas se culminé el tratamiento regenerativo con un total de 10 x10° MSC-
TA alogénicas. El paciente fue evaluado clinica y radiolégicamente durante 16
semanas. Los resultados fueron mejoria clinica con retorno a la funcionalidad
del miembro, debido a la resolucidén del proceso de osteomielitis con cese del
dolor y ganancia de masa muscular. Radiolégicamente desaparecieron los
signos de osteomielitis. Se concluye que la terapia con MSC-TA alogénicas
sobre la no-unidon contribuyd al retorno funcional del miembro afectado y fue
mitigado el proceso de osteomielitis con una terapia minimamente invasiva.
Fue segura su utilizacion, porque no existié evidencia de rechazo a los
aloimplantes. Creemos que la terapia celular para reparacion de defectos

0seos en pequenos animales es una alternativa futura muy prometedora.

Palabras clave: terapia regenerativa; células madre mesenquimales (MSC); canino.
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Summary

The absence of osseus consolidation (nonunion) bone defects occur frequently
with local pain, functional limitation, muscular atrophy and presence of fistulas
due to osteomyelitis. The hypothesis is that Mesenchymal Stem Cells (MSC)
implanted on the bone defect could improve the regeneration. The objective of
the present study was to evaluate the treatment with adipose tissue derived
allogeneic MSC (AT-MSC) in a 3 year old greyhound female, with a nonunion
defect in its left radius, as a result of an exposed fracture, which resulted in
chronic osteomyelitis. Cell therapy consisted in 5 weekly percutaneous
injections of allogeneic 2 x10° AT-MSC into the bone defect (a total of 10 x 10°).
The results were: clinical improvement with return to functionality of the forearm,
because of the resolution of the osteomyelitis process also observed
radiologically, with no pain and gain of muscular mass. The conclusion is that
allogeneic MSC-AT, a minimal invasive therapy, helped to improve the
functionality of the affected forearm, with mitigation of osteomyelitis. There is no
evidence of rejection of the aloimplants, therefore it is safe to use allogeneic
MSC. Cell therapy to repair bone defects in small animals is a very promising

future alternative.

Keywords: regenerative therapy, mesenchymal stem cells (MSC), canine.
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Introduccion
Medicina ortopédica

Se refiere a las maniobras de reduccion, clasificacion de las fracturas y su
consolidacion, y los tipos de materiales utilizados como injertos. La cirugia
ortopédica incluye varias técnicas como estabilizar los huesos fracturados,

desbridar y estabilizar la articulacion lesionada (Johnson, 2009).
Medicina regenerativa

Es un campo de investigacion emergente conocido también como “Ingenieria
de Tejidos” la cual implica el trabajo multidisciplinario en Medicina Veterinaria.
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 un soporte (natural, sintético o
mezclas de ambos). Para ello se construyen modelos equivalentes a érganos 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).

Tejido 6seo

Tejido conectivo especializado que en conjunto con el cartilago conforman el
sistema esquelético. Tiene tres funciones principales: mecanica (soporta el
cuerpo y es zona de unién de la musculatura); protectora (de los érganos
vitales y la médula espinal); y metabdlica (como reserva de iones,
especialmente calcio y fosfato) (Jingushi y col., 2002). Una de las virtudes del
el tejido 6seo es que es el unico tejido capaz de repararse a si mismo de
manera completa por medio de la reactivacidon de los procesos que tienen lugar
durante la embriogénesis. De esta manera, cuando aparece una lesion 6sea,
se ponen en marcha de inmediato los mecanismos osteoformadores con la
finalidad de restaurar el tejido 6seo en el lugar de la lesiéon. Habitualmente, la
dinamica del hueso es suficiente para reconstruir los defectos comunes, no

obstante, cuando existen pérdidas masivas de masa tisular o procesos
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infecciosos asociados puede ser necesario recurrir a nuevas terapias. Las
nuevas terapias utilizan sustitutos 6seos, aplicacion de productos bioactivos o
terapia con células madre para promover la regeneracion 6sea de defectos
graves (Abarrategui, 2008, Johnson, 2009).

Componentes celulares 6seos

Existen tres principales células en el hueso los osteoblastos, osteocitos y
osteoclastos. Los osteoblastos, son células redondas y engrosadas con
abundante reticulo endoplasmatico, generadoras de matriz 6sea (ostoide). Esta
célula se diferencia cuando estad rodeada de matriz 6sea y se transforma en
osteocito. La ultima poblacion celular son células multinucleadas con bordes
encrespados que se encuentran en la matriz mineralizada llamados

osteoclastos y son responsables de la remodelacion 6sea.
Componentes de matriz 6sea

Todos los huesos largos, planos, intramembranosos, reticulados y compactos
son formas especializadas de tejido conectivo. El mineral es el componente de
matriz extracelular del hueso que la distingue de otras matrices de tejido
conectivo y le permite realizar sus funciones unicas. El hueso esta compuesto
por una matriz 0sea, que representa alrededor de un 98% del volumen, y
células especificas, que representan el 2 % restante. Aproximadamente un 20
% de su volumen se encuentra constituido por agua y almacena casi el 99 %
del calcio del organismo. El principal mineral es la hidroxiapatita que son
cristales de pequefio tamafo. La matriz 6sea esta en constante remodelacion y

regeneracion dirigida por las presiones mecanicas.

Estructura del hueso

Las fuerzas que actuan sobre él modifican constantemente su forma, de tal
manera que la presion condiciona su reabsorcion y la tension da lugar a la
neoformacion 6sea (Liang y col., 2005). Desde un punto de vista anatomico, en
el esqueleto se pueden distinguir dos tipos de hueso: los huesos planos
(huesos craneales, escapula, mandibula e ilion) y los huesos largos (tibia,

fémur y humero).
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El esqueleto del individuo adulto esta formado por hueso cortical o compacto y
el hueso trabecular o esponjoso. El primer tipo de hueso es el principal
responsable de la integridad mecanica (80% del volumen total del hueso) y el
segundo tipo de hueso que es el responsable fundamental de las demandas
metabdlicas (20% del volumen total del hueso). El hueso cortical constituye la
mayor parte de la diafisis de los huesos largos asi como de la parte externa de
todos los huesos del cuerpo (Martini y col., 2001; Pearce y col., 2007). Tiene
una estructura de laminas o anillos concéntricos alrededor de canales centrales
llamados canales de Havers que se extienden longitudinalmente. Los canales
Haversianos estan conectados entre si por otros canales llamados canales de
Volkmann, que perforan el periostio. Ambos canales son utilizados por los
vasos sanguineos, linfaticos y nervios para extenderse por el hueso. Entre las
laminas concéntricas de matriz mineralizada hay pequefos orificios o lagunas
donde se encuentran los osteocitos. Estas células intercambian nutrientes con
el liquido intersticial a través de una serie de canaliculos por donde se
extienden prolongaciones celulares citoplasmaticas. Los canaliculos estan
conectados entre si y, eventualmente, a los canales de Havers. El canal
Harvesiano junto con las laminas concéntricas que lo rodean, las lagunas, los
canaliculos y los osteocitos recibe el nombre de osteona. Las restantes laminas
entre osteonas se llaman laminas intersticiales. Existe el hueso lamelar esta
formado por unidades concéntricas que se llaman lamelas, dejando unas
cavidades en su centro, lagunas, donde se alojan los osteocitos, conectadas
entre si por los llamados canales de Volkmann y de Havers.

A diferencia del hueso compacto, el hueso trabecular no contiene osteonas,
sino que las laminas intersticiales estan dispuestas de forma irregular formando
unos tabiques o placas llamadas trabéculas. Estos tabiques forman una
estructura esponjosa dejando huecos que estan llenos de médula 6sea roja.
Dentro de las trabéculas estan los osteocitos que estan en sus lagunas con
canaliculos que irradian desde las mismas. En este caso, los vasos sanguineos
penetran directamente en el hueso esponjoso y permiten el intercambio de
nutrientes con los osteocitos.

El hueso esponjoso es el principal constituyente de las epifisis de los huesos

largos y del interior de la mayor parte de los huesos planos.
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Las distintas cargas que actuan sobre los huesos del esqueleto se encuentran
relacionadas con las diversas actividades del individuo, tanto compresivas,
como de traccion. El hueso esponjoso soporta principalmente fuerzas de
compresién, en cambio, el hueso cortical debe soportar fuerzas de compresion,
traccion y cizalladura. En lineas generales, la fase mineral del hueso le confiere
su resistencia a la compresion y cizalladura, mientras que el colageno le

proporciona su resistencia a la traccion (Boskey, 2006; Liang y col., 2005).

Fractura

Cuando un hueso es sometido a fuerzas que superan su resistencia mecanica
se origina una fractura, desencadenandose tras ella el proceso de
consolidacion o reparacion Osea, que tiene como objetivo restablecer la
estructura tisular y las propiedades mecanicas originales.

Es vital la resolucién de una fractura para la sobrevivencia del individuo, ya que
esta comprometida su locomocion, después de una fractura, las caracteristicas
morfoldgicas del tejido reparador depende de varios factores; dos de ellos son
entorno vascular y mecanico del sitio de fractura. Cuando se produce la
curacion de la fractura, mejoran los componentes principalmente vasculares, en
el hueso tenemos arterias nutricias, metafisiarias y peridstica. También se
provee sangre extradsea de los tejidos blandos subyacentes al hueso (Hulse y
Hyman, 2006). Aunque el sistema vascular aferente normal regresa a su
posicion dominante segun la estabilidad lo permita, la provisién de sangre
extradsea es importante en etapas iniciales de la curacién. Es importante la

llegada temprana de nutrientes a las células pluripotentes en el sitio afectado.
Resolucion de una fractura

En la etapa inicial el unico tejido que puede sobrevivir a la gran movilidad que
existe en la brecha de una fractura, es el tejido de granulacion (soporta el
100% de deformacién) que paulatinamente se transforma en tejido fibrosos
(soporta un 10% de movilidad) dandole mayor estabilidad y reduciendo el
movimiento entre los cabos. Es importante la estabilizacion de la brecha para

permitir la sobrevivencia del tejido 6seo (soporta un 2 % de movilidad).
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La unién del hueso puede darse de dos maneras: curacion directa
(reconstruccion de la masa 6sea) o curacion indirecta (formacion de callo
intermedio) (Hulse y Hyman, 2006). La reconstruccion primaria se da con el
alineamiento de los extremos de la fractura y estabilidad absoluta. Este tipo de
resolucidn es la deseada por su rapida y facil resolucion. Existen dos tipos de
reconstruccién primaria 1) curacién de contacto y 2) curacion de la brecha
(Hulse y Hyman, 2006; Johnson, 2009).

1) La curacién de contacto se da en las areas de cercania del hueso
cortical y se caracteriza por una reconstruccion de masa é6sea a
través del plano de fractura. Existen procesos de reabsorcion y
remodelacion dsea.

2) En la curacion de la brecha no existe una aposicion directa del
hueso, inicialmente el especio se llena de vasos sanguineos y tejido
conectivo laxo. Después de 2 semanas aproximadamente los
osteoblastos inician la sintesis de hueso lamelar, pero existe poca
adherencia entre hueso viejo y nuevo. Con el tiempo, el nuevo
hueso lamelar se orienta longitudinalmente y restablece la integridad

anatomica y mecanica de la corteza.

Para la remodelaciéon del callo 6seo existen diferentes técnicas de
estabilizacion como la fijacion externa e interna. En el caso de fracturas
inestables acompafadas de compromiso vascular debido a la lesién, el tejido
0seo se forma a partir de tejido fibroso o cartilaginoso (callo). Las etapas de
curacion indirecta se dividen en inflamacién, callo blando, callo duro y

remodelacion.
Etapa de inflamacién

Comienza inmediatamente después de la fractura y se mantiene hasta la
iniciacién de de la formacién de tejido fibroso o cartilago. Se rompen los vasos
sanguineos y en la zona se forma un hematoma. El proceso inflamatorio es
importante en esta etapa inicial, las células inflamatorias y las citoquinas
proinflamatorias interleucina 1 y 6, pueden ser importantes en la regulacién
temprana de la resolucion de la fractura. Los componentes de las plaquetas

son degranulados sobre el sitio, las moléculas bioactivas mas importantes son
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factor de crecimiento derivados de las plaquetas (PDGF) y el factor de
crecimiento transformante beta (TGF-B), participan en la modulacién,
proliferacion y diferenciacion de las células, ademas de favorecer los procesos
osteoinductores y de revascularizacion (Reyes y col., 2002). Los mediadores
inflamatorios, como los lipidos activos prostraglandinas E1 y E2, pueden
estimular la angiogénesis, y ademas sefializar donde esta la lesion a los
osteoclastos para promover la resorsion 6sea del tejido afectado y también
atraer a las células madre mesenquimales. Pero este proceso inflamatorio solo
contribuye en etapas iniciales. Entre las células inflamatorias que migran al
foco de fractura se encuentran leucocitos polimorfonucleares, macrofagos y
linfocitos. A medida que disminuye la reaccién inflamatoria, el tejido necrético y
el exudado plasmatico son reabsorbidos y los osteoblastos se encargan de
producir una nueva matriz ésea (Abarrategui, 2008; Hulse y Hyman, 2006;
Johnson, 2009).

Etapa de reparacion

El proceso de consolidacion es estimulado por factores quimiotacticos liberados
en la fase previa y las proteinas de la matriz expuestas por la desorganizacién
tisular. La organizacién del hematoma de fractura proporciona un soporte de
fibrina que facilita la migracion celular, proliferacion y sintesis de matriz ésea.
En este estado el microambiente a nivel del foco de fractura es acido por falta
de irrigacion, pero en la medida que el proceso avanza el pH se va
alcalinizando progresivamente (en etapas iniciales el pH es acido debido al
metabolismo celular en condiciones de hipoxia). Cuando los extremos de
fractura se necrosan son reabsorbidos por los osteoclastos, lo que permite que
los vasos periosticos aporten los brotes vasculares que inician la reparacion.
En este estadio la fosfatasa alcalina alcanza su nivel de actividad maximo,
favoreciendo el inicio de la mineralizacion del callo 6seo. Las células
mesenquimales pluripotenciales del foco de fractura y del torrente sanguineo
son las responsables de la neoformacién 6sea (Abarrategui, 2008; Hulse y
Hyman, 2006). En las etapas de reparacion tenemos la formacion de a) callo

blando y luego b) callo duro.
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a) Callo blando constituido por tejido de granulacion espaciando la solucién de

continuidad o6sea para madurar en tejido fibroso o fibrocartilaginoso,
dependiendo del “microambiente”. Se empieza a formar tejido fibroso en la
periferia del callo blando, donde el suministro de sangre es abundante.
Hacia el centro del callo el suministro de sangre es limitado y se forma
fibrocartilago. La formacion del callo duro va a depender de estabilidad de la
fractura. La formacién del callo depende directamente del grado de
movimiento: a mayor inestabilidad, mayor diametro del callo interno y
externo. Ambos tejidos fibroso y fibrocartilaginoso tienen propiedades
mecanicas suficientes como para tender un puente a la fractura pero no
para disminuir la deformacion local.
La composicion del callo 6seo se modifica a medida que progresa la
consolidacion, de tal forma que las células sustituyen el coagulo de fibrina
por una matriz fibrosa que contiene colageno tipo | y lll, proteoglicanos y
glicosaminoglicanos. Posteriormente el tejido fibroso se transforma en
fibrocartilago, con un importante contenido de colageno tipo I,
proteoglicanos especificos y proteinas de unién (Abarrategui, 2008; Hulse y
Hyman, 2006; Johnson, 2009).

b) El callo duro aumenta la rigidez de la fractura y empieza el proceso de
mineralizacion, en el fibrocartilago comienza del exterior al centro de la
brecha. En el caso del tejido fibroso comienza a mineralizarse entre las
fibras de colageno para convertirse en hueso fibroso. La mineralizacion del
callo duro confiere resistencia y rigidez estructural para limitar la
deformacion del espacio para permitir la formacion de tejido 6seo. El
fibrocartilago sufre la osificacidon endocondral donde el osteoide se deposita
en el andamio cartilaginoso osificado y el hueso fibrosos. Estos tejidos
mineralizados van siendo remplazados en forma paulatina por hueso
esponjoso. La formacion de un callo esponjoso brinda rigidez y resistencia
estructural suficiente para la consolidacion una vez que se ha tendido el
puente por completo. El hueso curado tiene un diametro mayor del normal y
puede estar deformado. Finalmente, se produce la mineralizacién de la
matriz 6sea en paralelo a un aumento de la concentracion de colageno tipo

|, fosfatasa alcalina y proteinas no colagenas, proceso que concluye con la
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osificacion de la masa fusiforme del callo que envuelve los extremos de la
fractura y que contiene cantidades crecientes de hueso inmaduro
(Abarrategui, 2008; Hulse y Hyman, 2006; Johnson, 2009).

Etapa de remodelacion

El callo esponjoso no es permanente, con el pasar de remodelaciones Oseas
puede tornarse cortical, dicho proceso demanda meses o afos. El hueso
esponjoso puede cambiar a lamelar orientado en forma longitudinal, y el
contorno del hueso restablecido. Corresponde a la ultima fase del proceso de
reparacion o consolidacién en la que se sustituye el hueso inmaduro del callo
0seo por hueso laminar. Una vez que se ha reemplazado todo el hueso
neoformado, el proceso de remodelacion continia con la reabsorcion de las
trabeculas mal orientadas por parte de los osteoclastos y su sustitucion por
otras nuevas adaptadas a las lineas de fuerza. Cuando la remodelaciéon del
callo 6seo concluye completamente, se recuperan las propiedades mecanicas
originales del hueso comprometido (Abarrategui, 2008; Hulse y Hyman, 2006;
Johnson, 2009).

Complicaciones en la resolucion de una fractura

La curacion de fractura procede por lo general en forma ordenada cuando se
hallan presentes los componentes bioldgicos y mecanicos apropiados. Sin
embargo pueden surgir complicaciones en la reparacién que complican la

curacion de la fractura (Millis y Jackson, 2006).
Fracturas con unién demorada y no-unién

Una union demorada es aquella de lenta cicatrizacion comparada con una
fractura similar y método de fijacion semejante. Pero esta definicion es
imprecisa y limitada ya que es muy variable el tiempo de resolucion de una
fractura, ademas dicha resolucién es multifactorial (edad, raza, tejidos blandos
afectados, ubicaciéon y método de fijacion) (Millis y Jackson, 2006; Johnson,
2009).
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Una no unién, es una fractura en la que la progresion de la cicatrizacion
aparentemente a cesado, hay movimiento en el sitio, y la curacion es
improbable sin intervencion. La union demorada precede a la no-union. Existe
la clasificacién de la no-unién en viables o inviables (Millis y Jackson, 2006;
Johnson, 2009).

1) No-union viable: son aquellas que tienen evidencia de formacioén de callo y
de reaccion Osea. Existen tres subclases: a) no-unién hipertrofica b) no-

unién moderadamente hipertrofica ¢) no-unidn oligotrofica.

2) No-unién inviable: son poco comunes Yy tiene una interrupcion vascular
importante. Existen tres subclases a) no-union distréfica uno de los bordes
sin vascularizacion, no se llena completamente la brecha, bordes
redondeados b) no-union necrética tiene fragmentos avasculares cerca, que
permanecen en el sitio de la fractura como secuestros. Pueden aparecer en
fracturas altamente conminutas con dafo grave de tejido blando,
interrupcion de suministro sanguineo e infeccion. Radiolégicamente los
fragmentos 6seos son de bordes agudos y escleréticos. ¢) no-unién
defectuosa d) no-unién atréfica generalmente una secuela de las otras no
uniones inviables, se caracteriza por la pérdida de vascularizacion,
resorcidn y remodelacion de los extremos del fragmento, y osteoporosis.
Con el tiempo puede causar una seudoartrosis como el resultado del
movimiento en el sitio de no-union. Hay esclerosis en los extremos del
hueso, formacién de fibrocartilago y acumulo de suero en la zona de no

union.

Causas de la union demorada o no-unién

Existen diversas causas como estabilidad inadecuada de la fractura, mala
reduccion o aposiciéon de la fractura, inadecuada irrigacién, infeccion o

fragmento 6seo faltante (Millis y Jackson, 2006; Schulz, 2009).

1) Inestabilidad: es uno de los principales factores, es importante que el

meétodo de fijacion sea el adecuado y eficaz. Pero esta fijacion no
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debe ser muy rigida tampoco porque esta comprobado que retrasa la
unién ésea.

2) Suministro vascular: existen dos componentes vasculares que se
encuentran en el endostio y periostio. El endostio es responsable de
irrigar a 2/3 de la corteza interna, en cambio del ultimo tercio externo
el responsable es el periostio. Cuando se interrumpe la
vascularizacion por una fractura, en dicha zona inicialmente la
principal fuente de irrigacién va a ser extradsea. Es importante tener
cuidado con los tejidos blandos a la hora de “limpieza”
despellejamiento, desbridacién en la reconstruccion ésea.

3) Infeccion local: en tejidos blandos y/u 6seos puede causar necrosis
y retrasar la curacién de la fractura. Es importante destacar que una
fractura expuesta tiene mayor exposicion a patdégenos que una
cerrada, lo que conlleva a una mayor incidencia de osteomielitis. Es
importante destacar que la fractura se puede resolver igual en
presencia de una infeccién. La infeccién bacteriana induce un
proceso inflamatorio,protedlisis y altera el pH en la zona de fractura,
existiendo una hipovascularizacion que inhibe la formacion del callo y
demora o detiene la curacion de la fractura. También los dispositivos
pueden afectar negativamente la vascularizacion.

4) Alteraciones metabdlicas: hipoparatiroidismo secundario nutricional y
renal, provocan un desequilibrio en el calcio y el fosforo y retarda la
curacion. También puede afectar la curacion el hiperadreno-

corticismo, tratamiento con corticoides y hepatopatia.

Osteomielitis

Tenemos dos fuentes de osteomielitis la hematdégena y la exdgena. La fuente
hematdgena afecta frecuentemente a animales neonatos o jovenes. Tiene una
baja frecuencia y en generalmente esta asociado a una afeccién sistémica, con
gran deterioro del animal (Budenki y Smith, 2006; Schulz, 2009). En cambio, la
osteomielitis de fuentes exdgenas son las mas frecuentes en perros y las
infecciones tienen diversos origenes, las mas comunes son fracturas

expuestas, penetracion de cuerpo extraio y contaminacién durante el
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procedimiento quirurgico. Se produce la osteomielitis cuando tenemos
infecciones asociadas a dafo de tejido blando, necrosis 6sea, secuestros e
implantes rechazados (Budenki y Smith, 2006; Schulz, 2009).

Etiologia

Las infecciones de herida en cirugia ortopédica se producen por lo general por
contaminacién de fracturas expuesta o con la reparacién de la misma, como
resultado se produce osteomielitis e infeccion de tejidos blandos. La
osteomielitis es la inflamacion del hueso y sus contenidos medulares. La
etiologia de las infecciones generalmente son de origen bacteriano y existe
también de origen micdtico, y rara vez es de origen viral. (Brady y col., 2006;
Carek y col., 2001). La osteomielitis cronica puede tener un origen aséptico por
presencia de secuestros o séptico por contaminacion (Budenki y Smith, 2006;
Schulz, 2009). El principal agente causal de osteomielitis es bacteriano, se han
encontrado diferentes géneros bacterianos aerdbicos (Elasri y col., 2002;
Ghorashi y col., 2011; Zhang y col., 2011) y anaerdbicos (Backmeyer y col.,
2008; Cimolai, 2011; Lee y col., 2012; Murray y Lieberman, 2002) en este tipo
de patologia 6sea. Sin embargo, es importante conocer los agentes mas
comunes para poder optara por un tratamiento eficaz. Con mayor frecuencia
podemos encontrar el estafilococo B-lactamasa positivo, estreptoco y bacterias
aerobicas gramnegativas (Brady y col., 2006; Budenki y Smith, 2006; Carek y
col., 2001)

Osteomielitis aguda

Es una complicacién habitual de la reparacion de una fractura expuesta, los
signos clinicos aparecen a los 5-7 dias. Los animales estan febriles y
presentan leucocitosis. Las heridas quirurgicas son edematosas, eritematosas
y con calor local. Puede presentar alteraciones sistémicas dando letargia, y

alteraciones hematoldgicas.

Fisiopatologia
En el desarrollo de las infecciones Oseas existen tres factores importantes a)
integridad de los tejidos blandos, b) virulencia del agente contaminante y c)

capacidad del huésped de montar una respuesta inmune. ElI suministro
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sanguineo juega un papel clave, es esencial para distribuir nutrientes, oxigeno,
componentes celulares y humorales del sistema inmune y antibioticos (ATB). El
dafio inicial y la reparacion quirurgica disminuyen el flujo sanguineo, y la
fijacion interna suprimen aun mas la irrigaciéon. Lo que se traduce en una
disminuciéon de la capacidad para eliminar contaminantes por parte del
paciente. La colonizacién de las bacterias ocurre en hematomas, tejidos
desvitalizados y el hueso avascular. Las bacterias tienen subproductos
perjudiciales, sumado a la accién del proceso inflamatorio que debilitan la
matriz 6sea (Budenki y Smith, 2006).

Osteomielitis crénica

El proceso de osteomielitis aguda evoluciona en el tiempo y se transforma en
un proceso cronico. Como consecuencia encontramos atrofia moderada a
grave del miembro afectado (por desuso), usualmente varias vias de drenaje
(fistulas multiples), ademas existe una respuesta a los ATB buena porque
cierran las fistulas, pero al finalizar la antibioticoterapia regresan las fistulas.
Pueden acompanarse de episodios sistémicos con probable septicemia (Brady
y col., 2006; Budenki y Smith, 2006; Carek y col., 2001).

Fisiopatologia

La respuesta inmune aisla el hueso necrético con tejido de granulacién y/o
fibroso, evitando la formacién ésea y favoreciendo la formacion de los
secuestros. La presencia de infeccibn es agravada por la presencia de
implantes metalicos que proporcionan un nicho para las bacterias donde se
adhieren con su matriz extracelular (capsula) y evaden las defensas del
organismo (Brady y col., 2006; Budenki y Smith, 2006; Carek y col., 2001).

Diagnostico de osteomielitis

La osteomielitis crénica se presenta clinicamente con dolor al tacto del sitio de
fractura, claudicacion, atrofia muscular, rango de movimiento articular reducido
por encima y debajo de la fractura, en algunos casos puede detectarse

inestabilidad. En presencia de infeccion puede existir fistulas multiples
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cercanas al sitio afectado (Brady y col., 2006; Budenki y Smith, 2006; Carek y
col., 2001; Schulz, 2009). Dentro de los estudios paraclinicos se destaca el
estudio radioldgico, en la osteomielitis los patrones radiolégicos son zonas de
neoformacion 6sea (osteogénesis), zonas de lisis (ostedlisis) y presencia de
secuestros 0seos. Existen otros estudios complementarios de imagenologia
como tomografia computada, resonancia magnética, ecografia y gammagrafia
O0sea pero son utilizados con menos frecuencia para el diagnostico de
osteomielitis. Es recomendable realizar un analisis microbioldgico, la muestra
debe ser recogida directamente del tejido 6seo afectado. La toma de muestras
proveniente de las fistulas puede contener otros microorganismo como los
ambientales que falsean los resultados del real agente etioldgico. Cuando es
aislado el agente y se poseen los resultados del antibiograma, se puede
escoger un ATB especifico (Brady y col., 2006; Budenki y Smith, 2006; Carek y
col., 2001).

Diagnéstico diferencial

Los trastornos neurolégicos pueden confundirse con las enfermedades
ortopédicas o pueden producirse a la vez. Todas las exploraciones ortopédicas
deben incluir varias maniobras de exploracion neurolégica para descartar los
trastornos neuroldgicos (Budenki y Smith, 2006; Schulz, 2009). Otra patologia
que debe tomarse en cuenta son las afecciones infecciosas de tejidos blandos,
que solo afectan los tejidos blandos y no al 6seo. Para descartarlo se deben
utilizar técnicas de imagenologia, las cuales, confirman la necrosis 6sea,
formacion de secuestros 6seos y/o zonas de ostedlisis y ostogénesis en la
zona de la injuria 6sea (Budenki y Smith, 2006; Schulz, 2009). .

Diagndstico definitivo

Son importantes los estudios clinicos y radiolégicos, en términos generales
vamos a encontrar un animal con diferentes signos clinicos que indican un
proceso cronico de injuria. Aparece atrofia muscular del miembro afectado por
desuso, presencia de fistulas multiples que es tipico de ostemielitis crénica.
Radiolégicamente aparecen zonas de osteogénesis y osteolisis debido a la

infeccion del hueso. Cuando tenemos una no-unidn asociada a una

Yaneselli K. Tesis de grado Pagina 21



osteomielitis usualmente se presentan con atrofia muscular persistente, y
algun grado de deformidad del miembro. Generalmente existe una ausencia de

consolacion fracturaria (no-unién) por un periodo de 3 meses.

Tratamiento tradicional de osteomielitis

Existen tres objetivos independientemente al método empleado, los cuales son
fomentar la cicatrizacion, recuperar la funcionalidad del hueso y del tejido
blando circundante, y conseguir unos resultados estéticamente aceptables.
(Budenki y Smith, 2006; Schulz, 2009). En la union demorada asociada a
osteomielitis, existe un proceso infeccioso adicionado a la fractura. Es
conveniente iniciar la aplicacion de ATB de amplio espectro rapidamente y
posteriormente si es necesario cambiarlo en funcion del agente etioldgico. La
osteomielitis se trata quirurgicamente si hay un secuestro. Se debe remover el
secuestro y desbridar la herida. Si el tejido necrético no puede ser removido
debidamente, se puede solucionar con un drenaje abierto y permitir el cierre de
forma secundaria. En el caso de persistir el proceso patolégico se transforma
en una no-unién asociado a osteomielitis. La infeccién contribuye a la
interrupcién vascular local. Se debe quitar todo material de fijacion (clavo)
cercano al proceso infecciosos, fragmento 6seo avascular (secuestro), tejido
blando infectado. Es importante limpiar la zona pero no debemos desbridar
demasiado, podria ocasionar una pérdida del suministro sanguineo y menor
llegada del antibidtico. Antes de los resultados de microbiologia se suministra
antibiéticos de amplio espectro. Cuando se cuenta con resultados definitivos se
puede iniciar antibioticoterapia especifica para el patdégeno. Los clavos de
fijacion deben colocarse lejos de la no-union, ya que cerca podrian favorecer
que la infecciéon perdure por la formaciéon de capsula microbiana sobre los

clavos.
Tratamiento con células madre en medicina ortopédica
Células Madre Mesenquimales (MSC)

Las MSC fueron descubiertas por Friedenstein en la década del 70 (Gregory y

col., 2005). Tienen caracteristicas importantes como pluripotencialidad, por lo
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que son capaces de diferenciarse en distintos tipos celulares dentro del mismo
linaje germinal de origen (Enzmann y col., 2009; Jiang y col., 2002). La mayoria
de los tejidos de un individuo adulto, posee una poblacidon propia pequefia de
células madre que permiten en caso de dafio tisular, a causa de traumatismos
o enfermedades, su regeneracion. Esta particularidad permite obtener MSC de
animales adultos, mediante la extraccion de médula 6sea (MSC-MO) y tejido
adiposo (MSC-TA). Estad descripto por varios autores el aislamiento y la
expansion in vitro de MSC-TA de origen animal (de Mattos Carvalho y col.,
2009; Kisiday y col., 2008; Martinello y col., 2010). La expansién puede
realizarse manteniéndolas indiferenciadas y posteriormente ser almacenadas.
Para almacenar las células un largo periodo de tiempo, se utiliza la
criopreservacion en nitrogeno liquido (- 196 °C) (Gonda y col. 2008). Las MSC
provenientes de humanos y caninos luego de ser almacenadas por un largo
periodo conservan las caracteristicas fenotipicas y el estado indiferenciado in
vitro (Gonda y col., 2008; Liu y col., 2008; Martinello y col., 2010). Entonces es
posible tener un banco de MSC indiferenciadas almacenadas indefinidamente,
y no pierden su pluripotencialidad, esta caracteristica se demostré en las MSC
de origen animal (Dressler y col., 2005; Martinello y col., 2010; Yaneselli y col.,
2011) y humano (Gonda y col., 2008; Liu y col., 2008; Yin y col., 2009). Debido
a sus caracteristicas de pluripotencialidad, facil extraccion del animal adulto y
facil aislamiento, expansion y diferenciacion en multiples linajes de tejidos in
vitro, las convierten en una opcion prometedora para ser utilizadas como una
alternativa a las terapias tradicionales en medicina regenerativa veterinaria
(Jung y col., 2009; Mimeault y Batra, 2008; Pacini y col., 2007; Strauer y col.,
2009) .

Caracteristica de pluripotencialidad

Potencialmente las MSC pueden diferenciarse en células del linaje
mesenquimal como adipocitos, condrocitos y osteocitos (Jung y col., 2009;
Violini y col., 2009), y también en células de linaje no mesenquimal como
miocitos, hepatocitos e incluso células tipo neuronales (Jung y col., 2009;
Strem y col., 2005). La pluripotencialidad es la caracteristica en que se han

centrado la mayoria de los estudios, demostrando que las MSC son capaces
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de diferenciarse hacia el linaje mesenquimal, es decir, en adipocitos,
condrocitos y osteocitos. También son capaces de diferenciarse en células de
linaje no mesenquimal como tendocitos y miocitos (Bi y col., 2007; Krampera y
col., 2006) Para demostrar su pluripotencialidad in vitro se debe proporcionar a
las MSC indiferenciadas un microambiente determinado que conduzca su
diferenciacion hacia diversos linajes, previamente descripto (de Mattos
Carvalho y col. 2009; Ranera y col. 2011; Martinello y col., 2010). Las MSC
tiene capacidad de diferenciarse en una linea osteoprogenitora pero para eso
necesitan un determinado microambiente, este mecanismo es ampliamente
conocido, incluso antes de demostrar in vitro su pluripotencialidad, ya existian
estudios en perros segun Huggins, (1931) que células del uroepitelio
trasplantadas al tejido de la fascia rectal, fascia lata o los musculos de la pared
abdominal, daban origen a la formacion de hueso in situ. Posteriormente se
confirmd en roedores la pluripotencialidad de las MSC-MO cuando son
injertadas en un microambiente adecuado in vivo, por su capacidad
osteoprogenitora (Burwell, 1964; Friedenstein y col., 1966). Se profundizaron
los estudios de cdmo las MSC se diferenciaban en células osteoprogenitoras y
se demostré que un conjunto de estimulos extracelulares llevaban a la
diferenciacion, el principal estimulo es la presencia de proteinas
morfogenéticas 6seas (BMPs) (Urist, 1965; Wang y col., 1988; Wozney y col.,
1988). Esta descripta la ruta de activacion y diferenciacion de las células
inducida por BMPs, principalmente las BMP 2, BMP 4 y BMP 6, cuando
interaccionan con las MSC inducen la via de sefalizacion celular citoplasmatica
mediada por la familia de los Smads, que inducen la expresién del factor de
transcripcion Cbfa1, que finaliza con la diferenciacion en osteoblasto capaz de

producir matriz mineralizada 6sea (Yamaguchi y col., 2000).
Caracteristica de inmunomodulacion

Tienen propiedades antiinflamatorias, pudiendo inhibir la respuesta
inmunoldgica del huésped o receptor en casos de aloinjertos. El que las MSC
alogénicas (células provenientes de individuos diferentes pero de la misma
especie) no sean rechazadas se debe a la liberacién de citoquinas propias y
ausencia de varios antigenos de superficie inmunolégicamente importantes en

el reconocimiento por parte de linfocitos By T (Le Blanc y col., 2003).
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Existen estudios in vitro que demuestran el efecto inmunosupresor de las
MSC sobre linfocitos y células de la inmunidad innata. Existen diferentes
moléculas bioactivas a las cuales se les atribuye el poder inmunosupresor pero
existen 4 principales moléculas (cuadro 1): indolamina 2,3 dioxigenasa (IDO),
antigeno leucocitario humano isoforma G (HLA-g), interleucina 10 (IL 10),

factor de crecimiento transformante beta (TGF-) (Jone y MacTaggart, 2008).

Esta propiedad se ha demostrado in vivo utilizando injertos de MSC alogénicas
en modelos de caninos, en los cuales, no existido rechazo (no hubo respuesta
inflamatoria local o sistémica) (Arinzeh y col., 2003; Wan y col., 2006). A pesar
de existir extensos estudios de esta propiedad de inmnomodulaciéon no esta
totalmente dilucidada como son las rutas y estimulos que utilizan las MSC. Sin
embargo, en ensayos in vitro e in vivo se ha logrado inhibir la alo o

xenorespuesta. (Niemeyer y col. 2009; Rasmusson y col., 2003).

Cuadro 1 Efecto inmunosupresor de las moléculas liberadas por las MSC

Molécula Efecto bioldgico Autores

IDO Decrece la proliferacion de células T y activa a su  (Jone y MacTaggart
vez a los Linfocito T reguladores. 2008)

HLA-G Inmunosupresor: inhibe proliferacion de linf. T (Jone y MacTaggart
pero a su vez estimula la expansion de T 2008)
reguladores

IL-10 Anti-inflamatorio efecto sobre células del (Jone y MacTaggart
inmunidad innata y linfocitos T. 2008)

(Rasmusson y col.
2005)

TGF-B Suprime la proliferaciéon de los Linfocitos T (ZJO%n; y MacTaggart
(Rasmusson y col.
2005)

Caracteristica de angiogénesis

Las MSC son capaces de liberar moléculas bioactivas que estimulan la
angiogeénesis. La mayoria de los trabajos sobre infartos de miocardio estudian
esta caracteristica in vivo de promocion vascular y mejorar la regeneracion del
miocardio. De las moléculas que liberan las MSC se destaca el factor de

crecimiento de endotelio vascular (VEGF) que promueven la vascularizacion
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local (Imanishi y col., 2008; Vandervelde y col., 2005). Sin embargo, sobre
lesiones ortopédicas son escaso los estudios de como puede afectar esta
caracteristica angiogénica sobre el proceso de reparacidén 6sea, pero se puede
especular que es positivo, ya que fisiolégicamente en la etapas inflamatorias y
de regeneracion es importante la vascularizacion para su correcta
consolidacion (Brady y col., 2006; Budenki y Smith 2006; Carek y col., 2001;
Schulz 2009).

Aplicacion de células madre en medicina ortopédica

En la ingenieria de tejidos se ha estudiado la reparacion 6sea, que es, un
proceso que generalmente se da de manera natural. Sin embargo, en los casos
de defectos dseos graves o proceso de osteomielitis, el hueso no se regenera
adecuadamente, para contribuir con dicho proceso, se puede utilizar terapia
celular con MSC y/o sustitutos 6seos o injertos. La incorporacion de los injertos
es un proceso dinamico simultaneo de reabsorcién de hueso necrotico y la
osteogénesis. La integracion de los injertos 6seos se puede definir como el
proceso de interdigitacion y englobamiento del hueso del donante por el nuevo
tejido 6seo que forma el receptor, y tiene muchas semejanzas con la
reparacion o consolidacion de las fracturas. Tradicionalmente los defectos
0seos se han tratado implantando tejido 6seo autélogo o heterdlogo (alogénico
0 Xenogénico). Pero surgieron nuevas terapias para aplicar sobre defectos
0seos, que consisten en el injerto de MSC autdlogas o hetétologas (alogénicas
0 xenogeénicas), en todos los reportes, en mayor o menor grado, se noté una
osteogénesis en la zona afectada. Los estudios radiograficos demuestran una
mayor osificacion en el segmento del defecto 6seo, en los animales
implantados con MSC, comparados con sus respectivos controles (Bruder y
col., 1998; Jung y col., 2009; Niemeyer y col., 2010). Cuando hablamos de
implante MSC alogénicas nos referimos a células de un donate de la misma
especie y cuando nos referimos a implante MSC xenogénicas son células de
un donante de diferente especie.

Esta descripto por Arinzhe y col., (2003) un modelo canino de defecto 6seo
inducido a nivel del fémur en 20 perros adultos, en un grupo de estos animales
fue aplicado una terapia celular con MSC-MO alogénicas sobre la sitio del

defecto. Los resultados fueron que no existié rechazo al aloimplante y luego de
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16 semanas existié una mayor cantidad de matriz ésea en la brecha del defecto
en los animales tratados. Entonces, fue demostrado in vivo el poder
osteoprogenitor de las MSC. Como antecedente de terapia celular en Uruguay
existen resultados preliminares segun Semiglia y col., (2011) sobre una no-
unién de fémur en un canino, en el cual se implantaron MSC-MO autdlogas.
Como resultado el paciente volvid utilizar el miembro afectado vy

radiologicamente evidencio la resolucion de la no-unién y no hubo rechazo.

Caso clinico

Ingreso al Centro Hospital Veterinario (Montevideo), Facultada de Veterinaria,
Universidad de la Republica. Un canino, raza greyhound “galgo”, hembra, 3
afios aproximadamente, numero de registro 0249/12. El motivo de consulta fue
“se fracturé la mano izquierda”. En cuanto a la anamnesis podemos destacar
que el propietario no sabia nada del evento anterior a la afeccién, debido a que
la recogi6 de la calle aproximadamente un mes antes y ya tenia problemas en

el miembro anterior izquierdo (MAI) con presencia de fistulas multiples.

Al examen clinico se determino que existia dolor al taco en el sitio de fractura,
claudicacion, atrofia muscular, disminucién del rango de movimiento articular
por encima y debajo de la fractura. Existian descargas de material purulento
(fistulas multiples) cerca del sitio de fractura lo que indica un proceso
infecciosos asociado (figura 1 Ay B). En las radiografias del MAI en la zona del
radio y cubito se encontré una no-union con focos de osteogénesis, ostedlisis y

la presencia de osteomielitis (figura 1 C y D).

El diagnostico diferencial fue realizado en primer lugar con una afeccion de
tejido blando que fuera el origen de las fistulas, pero fue descartado en este
caso con las evidencias radiograficas que mostraron zonas de ostedlisis tipico
de una proceso inflamatorio, causando la osteonecrosis y produccion de
fistulas. El segundo diferencial es por el motivo de la claudicacion, se debe
verificar que no sea asociado a afecciones neuroldgicas, pero fue descartado
porque presentaba una propiocepcion normal en el MAI. Entonces, el
diagnostico definitivo fue no-unidn del miembro anterior izquierdo asociado a un

proceso de osteomielitis.
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Figura 1. Fotografia del paciente A) de cubito lateral derecho, presenta un estado general malo
y rechaza el apoyo del MAI B) presencia de fistulas (flecha verde) en MAI en la cara lateral.
Imagenes radiologicas del MAI C) imagen de perfil se observan fragmentos dseos separados
del radio (flecha azul) y la zona de no-unidn del radio y cubito (flecha roja) D) imagen de frente

se observan zona de osteogénesis y osteolisis (flecha azul) y la zona de no-unién (flecha roja).

Hipétesis

La hipétesis del presente trabajo es que la aplicacion de MSC-TA alogénicas
en el sitio de no-unién asociado a un proceso de osteomielitis, puede generar
un microambiente adecuado para la regeneracion Osea, por su efecto

angiogénico, inmunomodulador y osteoprogenitor.

Yaneselli K. Tesis de grado Pagina 28



Objetivos

Objetivo general
Evaluar el tratamiento con MSC-TA alogénicas en un caso clinico de no-unién

de radio y cubito asociado a osteomielitis en un canino.

Objetivos particulares
1. Descongelar, expandir MSC-TA alogénicas (donante) hasta llegar a un
numero adecuado para realizar la terapia celular.

2. Realizar cinco implantes de MSC-TA alogénicas sobre la no-union ésea.
Material y Métodos
Paciente

Canino hembra, raza greyhound “galgo” de 3 afios de edad aproximadamente,
con una no-unién del radio y cubito del MAI asociado a una osteomielitis

cronica (figuras 3A, 4 Ay E).
Procesamiento de MSC-TA (aislamiento, expansion y criopreservacion)

El donante de MSC-TA alogénicas fue un canino hembra cruza de 10 afos de
edad, sometida a una ovariectomia, a la cual, le fue extraido el tejido adiposo.
La extraccion fue autorizada previamente (Pl N° 13/12) por CHEA. EIl cultivo
primario de MSC-TA fue realizado segun lo descripto por Martinello y col.
(2011) brevemente: la grasa recolectada fue trozada y sometida a una
digestion enzimatica con colagensa tipo |, 1 mg/ml (Invitrogen). Posteriormente
se centrifugé a 300 g durante 5 minutos y el pellet fue resuspendido en medio
esencial minimo (MEM) con 10% suero fetal bovino (SFB) y 2 % penicilina-
estreptomicina. Las células fueron sembradas en botellas de cultivo celular e
incubadas a 37 °C con 5% de CO,. Diariamente fueron observadas y cada 48
horas es cambiado el medio de cultivo. Cuando llegaron al 80 % de
confluencia, fueron tripsinadas, y expandidas con una siembra de 4 - 2 x10*
células/cm? (Yaneselli y col., 2012). Las MSC-TA cuando llegaron al 80% de

confluencia fueron criopreservadas en diferentes pasajes, con el protocolo
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descripto por Martinello y col. (2011) y almacenadas en nitrégeno liquido a -196
°C.

Tratamiento

Terapia Regenerativa

El protocolo de la terapia celular fue autorizado por la Comisién Honoraria de
Experimentacion Animal (CHEA). Fueron realizados cinco implantes
percutaneos con intervalos de una semana sobre la no-union désea del radio y
cubito. Cada implante consistié de 2 x10° MSC-TA alogénicas resuspendidas
en solucion buffer (PBS) Fueron aplicadas un total de 10x10° células, en un
plazo de 5 semanas. El protocolo quirdrgico consistié en una sedacion con una
mezcla de acepromacina 1% (0,01 mg/kg), midazolam 0,5% (0,25 mg/kg) y
ketamina 5% (5 mg/kg), administrando la mezcla en forma intravenosa (I/V).
Como analgesia fue utilizado el tramadol (2 mg/kg) (I/V). Se realizé tricotomia
de la zona (desde el humero al carpo), limpieza y posteriormente embrocado
utilizando alcohol etilico 70°. Fue colocado el campo quirdrgico para aislar la
zona a inyectar. El implante de MSC-TA alogénicas fue realizado por palpacion
del sitio de no-union e inyectadas en forma percutdnea con una aguja
hipodérmica de 23 Gauge (figura 2 B).

Para la antibioticoterapia fue utilizado un ATB de amplio espectro de uso
habitual en casos de ostemielitis, en este caso fue escogida la Clindamicina

con una dosis de 11 mg/Kg, via oral cada 12 horas, durante 4 semanas.

' w Figura 2. A) MSC-TA con un 80 % de

] - confluencia P,, se puede observar

. ;f--"" morfologia fusiforme caracteristica de
e este tipo celular (x 100).

B) Implante percutaneo de MSC-TA

resuspendidas en PBS en el sitio de
no-union.
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Evaluacion del paciente

Fue hecha con examenes clinicos y radiologicos, durante 16 semanas. El
examen clinico fue adaptado al score de claudicaciones de Maitre y col. (2008)
brevemente: esta basada en el analisis de la marcha, se clasifica el grado de
claudicacion en severa, media y ligera. La evaluacion del paciente fue
supervisada por la cirujana Dra. Andrea Filomeno, Centro Hospital Veterinario,

Facultad de Veterinaria, UdelaR.

Resultados

Terapia regenerativa

Fue aplicado un total de 10 x10° MSC-TA alogénicas sobre la no-unién en un
periodo de 5 semanas. Fueron aplicados 5 aloimplantes (1 vez por semana) de
manera percutanea, tanto durante el tratamiento como post-tratamiento no se
observaron signos de rechazo al implante, ausencia de respuesta inflamatoria

durante 16 semanas de observacion (figura 3).

Evolucion clinica

Evolucion del paciente fue semana 0: claudicacion severa, presencia de
fistulas (figura 3, A), semana 4: claudicacion media y libre de fistulas (figura 3,
B); semana 8: claudicacién media, libre de fistulas una vez cesada la

antibioticoterapia; semana 16: claudicacion ligera, libre de fistulas (figura 3, C)

A S .
Figura 3. Evoluciéon clinica A) MAI con presencia de fistulas multiples e inflamacion
(semanas 0). B) MAI sin presencia de fistulas y ausencia de proceso inflamatorio (semana
4 post-tratamiento). C) MAI sin presencia de fistulas y ausencia de proceso inflamatorio
(semana 16 post-tratamiento).D) Retorno funcional del miembro (semana 16 post-
tratamiento).
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Evolucién radioldgica

En la semana 0 podemos observar zonas de ostogénesis, ostedlisis y el
espacié de no-unién (figura 4 A y E). En la imagen correspondiente a la
semana 16 post-tratamiento se puede observar que se iniciaron los procesos
de reabsorcidn, regeneracion y remodelacion 6sea correspondiente a las lineas
de tension a causa del retorno funcional del MAI. Existe una consolidacion de

la fractura parcial a las 16 semanas post-tratamiento (figura 4 D y H).

Semana 0 Semana 4 Semanas 8

1

Semana 16 Semana 0 Semana 4

Figura 4. Evaluacion Radioldgica
perfil (A, B, Cy D) yfrente (E,F,Gy
H) del tercio medio del radio y
cubito. A y E (flecha roja) sitio de
no-unién, (flecha azul) fragmentos
6seos separados y zonas de
ostogénesis y ostedlisis. DyH
(flecha violeta) zona donde se
iniciaron los procesos de
reabsorcién y regeneracion ésea.

Semana 8 Semana 16
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Discusion

El tratamiento tradicional de osteomielitis consiste en una antibioticoterapia de
amplio espectro acompanado de un procedimiento quirurgico de desbridaciéon
del sitio afectado, lo que significa, que se debe reavivar el sitio de fractura,
remover el tejido necrético y lacerar el tejido peridstico cercano, aumentando la
vascularizacion en dicho sitio, que estd comprometida por la infeccion
bacteriana e injuria de los tejidos. Se debe tener cuidado con este tipo de
maniobras cruentas, ya que si se remueve demasiado tejido puede llegar a ser
contraproducente para los procesos de regeneracion 6sea (Brady y col., 2006;
Budenki y Smith 2006; Carek y col., 2001; Schulz 2009). En cambio la terapia
celular realizada requiri6 un procedimiento menos cruento (inyeccion
percutanea) y ademas solo una leve sedacion, comparado con la desbridacion
para la cual se debe utilizar anestesia general. La gran ventaja con este nuevo

tratamiento es omitir el procedimiento quirurgico de desbridacion.

Fue aplicado un total de 10x10° MSC-TA alogénicas sobre el sitio de no-union
en el MAI (figura 2). La cantidad de MSC aplicada varia segun el tipo y tamafo
de lesion, en un modelo canino de defecto 6seo inducido de 21 mm de longitud
en el fémur a 20 animales adultos descripto por Arinzhe y col., (2003) aplicaron
37 x10° de MSC-MO alogénicas sobre la fractura. En otro modelo canino
descripto por Jung y col., (2009) aplicaron 10 x10° de MSC-MO alogénicas
sobre una lesion neuronal situada en la médula espinal. Sin embargo, en un
caso clinico canino con una no-unién de fémur se aplicaron 1 x10° MSC-MO
autdlogas (Semiglia y col., 2011) y existid una buena recuperacion del paciente.
Por lo tanto, no existe un consenso en cuanto a la cantidad de MSC que deben

ser aplicadas.

Los reportes del uso de MSC en patologias de osteonecrosis con curso cronico
es escaso Yy lo descrito es sobre patologias diferentes a la estudiada en este
trabajo. La aplicacion de MSC en la osteonecrosis de mandibula como
tratamiento en un modelo animal, fueron aplicadas MSC-MO alogénicas de
forma sistémica (I/V) y como resultado se detuvo el proceso de
osteonecrosis. Estos buenos resultados se atribuyen a que las células

utilizadas poseen las caracteristicas de inmunomodulacién, angiogénesis y
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osteoprogenitoras. (Handschel y Meyer 2011; Kikuiri y col., 2010). No es
comparable con la terapia realizada en el presente estudio debido a que las
células fueron aplicadas de forma percutanea y la patologia era causada por un
proceso infeccioso, pero igual se obtuvieron buenos resultados con retorno a la
utilizacién del miembro afectado. Otra patologia 6sea cronica fue tratada con
éxito con MSC-MO sobre osteonecrosis de la cabeza del fémur en humanos
(Gangji y col., 2011; Zhao y col., 2012). Por lo descripto por Zhao y col., (2012)
fueron aplicadas 2 x10° MSC-MO autdlogas localmente sobre el sitio
necrosado (cabeza de fémur), coincide con la metodologia empleada en el
presente trabajo. En estos estudios los resultados obtenidos fueron reduccion
en los sintomas, reversion de la osteonecrosis y ademas de ser segura la
aplicacion de MSC. Estos tratamientos coinciden con los resultados de la
aplicacion de MSC-TA alogénicas sobre la no-union, donde hubo una evolucion
clinica positiva del paciente y reversién de la necrosis 6sea. A pesar de las
diferencias de tratamiento en cuanto a la aplicacion, cantidad de células y el
tipo de patologias de osteonecrosis tratadas, existe un punto de convergencia
entre las hipdtesis de los distintos trabajos planteados donde el efecto de las
MSC promueve la recuperacion del paciente y lo comprueban con sus
resultados clinicos y radiolégicos. Esto coincide con la hipotesis y resultados

del presente trabajo que existié una recuperacion del paciente favorable.

No existi6 evidencia de rechazo (no hubo respuesta inflamatoria local o
sistémica) en el paciente tratado con aloinjertos de MSC-TA, en un periodo de
16 semanas post-tratamiento (figura 3 y 4). Coincidiendo con los resultados de
diversos autores que utilizaron implantes de MSC alogénicos en caninos
(Arinzeh y col., 2003; Jung y col., 2009). Por lo tanto, la aplicacion de células

alogénicas es segura como terapia regenerativa en caninos.

Existi6 una evolucion positiva del paciente con evidencias radiolégicas, si
comparamos las imagenes correspondientes a la semana 0 (figura4 Ay E) a
las de la semana 16 post-tratamiento (figura 4 D y H), donde existe un retorno
del proceso regenerativo 0Oseo. En estudios similares los resultados
significativos se ven entre las semanas 8 y 16 post-tratamiento, en fracturas
tratadas con MSC asociadas a un andamio de ceramica que tiene propiedades

osteocondutoras (su composicion es en su mayoria de calcio) (Arinzhe y col.,
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2003; Bruder y col., 1998). A diferencia, en el presente estudio no se utilizé
andamio en el sitio de no-unién, la razon fue porque en el paciente existia un
proceso patologico crénico y seguramente la brecha de la fractura estaba
ocupada por el callo fibroso o fibrocartilaginoso que no se detecta en la

radiografia hasta que comience su mineralizacion.

Para el tratamiento fueron utilizadas MSC alogénicas provenientes del Banco
de Células Madre. La gran ventaja que existe comparandolo con el uso de
MSC autdlogas, es la mayor velocidad en instaurar la terapia celular y como
consecuencia una recuperacion mas rapida del paciente, ademas de que es

seguro su uso al no existir rechazo (Martinello y col., 2011).
Conclusiones

La utilizacion de MSC-TA alogénicas son seguras en caninos porque no existio
rechazo a los repetidos aloimplantes. La terapia celular sobre la no-union
contribuyé notablemente a la mejoria del paciente, que volvio a utilizar el
miembro afectado. No se puede asegurar que el implante de MSC alogénicas
fue determinante en la recuperacion del presente caso clinico, debido a la
ausencia de controles.

Nuevas investigaciones deben ser llevadas a cabo para evidenciar la

participacion de MSC en la regeneracion 6sea en casos de osteomielitits.
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