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Resumen y Abstract %

Resumen

INTRODUCCION: La reconstruccion de defectos 6seos segmentarios en huesos largos
continGia siendo un reto para el cirujano ortopedista, y las técnicas quirtrgicas disponibles
tienen multiples limitaciones. La técnica de reconstrucciéon en dos tiempos a través de la
induccién de membrana descrita por el Dr. Alain Masquelet aun esta en desarrollo y una
de sus limitaciones radica en el volumen del injerto 6seo. El objetivo del presente trabajo
es evaluar mediante un modelo animal experimental la utilizacibn de medios
condicionados, productos de la secrecién paracrina de células madre mesenquimales
(MSC), como alternativa al uso de injerto 6seo en el segundo tiempo quirdrgico de la
técnica y, estudiar los aspectos bioldgicos de la expansion y diferenciacion de las células
madre mesenquimales in vivo en la busqueda de estrategias terapéuticas para el

tratamiento de defectos 6seos estructurales en huesos largos.

MATERIALES Y METODOS: Estudio experimental en modelo animal. 9 Conejos en los
cuales se reprodujo la técnica de membrana inducida posterior a la creacién de un defecto
6seo de 1 cm en la diafisis femoral. Durante la primera intervencién se realizé
estabilizacién de la osteotomia con un fijador externo disefiado para la especie animal y
colocacion de polimetilmetacrilato (PMMC) en el area del defecto éseo. Durante el
segundo tiempo quirargico se dividieron los animales en cuatro grupos para evaluar el
efecto paracrino de la MSC y su expansion y diferenciacion celular. Se realiz6 evaluacién
radiol6gica 4 semanas posterior a la intervencién y se compararon los hallazgos entre los

diferentes grupos en relacién al porcentaje de cierre del defecto 6seo.

RESULTADOS: En todos los grupos se confirmd la capacidad osteoinductora de la
membrana en ausencia de injerto 6seo; esta capacidad se aumenta mediante el uso de
medios condicionados derivados de cultivos der MSC, logrando un 98% de cierre del

defecto 6seo.
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DISCUSION: Es posible la utilizacion de medios condicionados producidos por células
madre mesenquimales, basado en su efecto paracrino, como alternativa al injerto 6seo
durante el segundo tiempo quirargico en la técnica de Masquelet en conejos, para el
tratamiento de defectos 6seos en huesos largos. De esta forma, se plantea una alternativa
para el tratamiento de defectos Gseos en huesos largos y posible modificacion de la

técnica de Masquelet.

Palabras Clave: Técnica de Masquelet, Células Madre Mesenquimales, Huesos

largos.

Abstract

INTRODUCTION: Reconstruction of segmental defects in long bones remains a challenge
for the orthopedic surgeon and surgical techniques available have many limitations. The
two times reconstruction technique through induction of membrane described by Dr. Alain
Masquelet is still in development and one of its limitations lies in the volume of bone graft.
The aim of this study is to evaluate in an experimental animal model the use of conditioned
media, products of paracrine secretion of mesenchymal stem cells (MSC) as an alternative
to bone graft in the second surgical time and study the biological aspects of the expansion
and differentiation of MSC in vivo in the search for therapeutic options for the treatment of

structural bone defects in long bones strategies.

MATERIALS AND METHODS: Experimental study on animal model. 9 rabbits in which the
technigue of induced membrane was reproduced later of a creation of a bony defect of 1
cm in the femoral shaft. During the first intervention the stabilization of the osteotomy was
performed with an external fixator designed for this animal specie and placement of
polymethylmethacrylate (PMMC) in the area of the bone defect. During the second
operation the animals were divided into four groups to evaluate the paracrine effect of the
MSC and their expansion and differentiation. Radiological evaluation was performed 4
weeks after the intervention and the findings between different groups were compared on

the percentage bone defect closure.
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RESULTS : In all groups, the osteoinductive capability of the membrane in the absence of
bone graft is confirmed; this capacity is increased by the use of conditioned media derived

from a MSC cultive , achieving a 98 % closure of the bone defect.

DISCUSSION : It is possible using conditioned media produced by mesenchymal stem
cells based on its paracrine effect, as an alternative to bone graft during the second
procedure in the Masquelet technique in rabbits, for treating bone defects in long bones .
The conditioned media are an alternative for the treatment of long bone defects and

possible modification of the Masquelet technique.

Keywords: Masquelet technique, Mesenchymal stem cel Is, Long bones.
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Introduccion

El manejo de los defectos 6seos continua siendo un reto para el cirujano ortopedista quien
a pesar de la introduccion de nuevas técnicas quirtrgicas para el manejo de la patologia
de origen multifactorial, aun se ve limitado en los resultados postoperatorios y funcionales

del paciente.

Diferentes técnicas se han utilizado y entre las mas utlizadas estan las de
corticodistraccion (llizarov) y la transferencia de injertos vascularizados ya que el uso de
injertos no vascularizados no se recomienda para lesiones mayores a 6 cm por la
reabsorcion del mismo.! Con la introduccion de técnicas de membrana inducida
(Masquelet) para el tratamiento de los defectos dseos, utilizando volimenes variables de
injerto éseo aut6logo no vascularizado se han descrito reconstrucciones de hasta de 20
cm, por lo que en grandes defectos en los cuales se requieren volimenes mayores de
injerto, se han venido incorporando técnicas quirirgicas para la obtencion del mismo en
diferentes localizaciones corporales, aumentando la morbilidad del paciente y el riesgo de

complicaciones®®.

El estudio de las células madre mesenquimales (MSC) ha proporcinado un mejor
entendimiento de sus funciones, efectos capacidad de diferenciacion y secrecién
paracrina por lo que se plantea la posibilidad de su utilizacién dentro del arsenal
terapéutico para el manejo de defectos 6seos segmentarios. El presente trabajo evalua de
forma experimental la utilizacion de medios condicionados producto de la secrecion
paracrina de células madre mesenquimales como alternativa al uso de injerto 6seo en el

segundo tiempo quirdrgico de la técnica de Masquelet.



1. Objetivos

1.1 Objetivo General

Evaluar de forma experimental la utilizacion de medios condicionados producto de la
secrecion paracrina de células madre mesenquimales como alternativa al uso de injerto

0seo en el segundo tiempo quirdrgico de la técnica de Masquelet.

1.2 Objetivos Especificos

= Estudiar los aspectos biologicos y moleculares de la expansién y diferenciacion de las
células madre mesenquimales in vivo (modelo animal) en la busqueda de estrategias

terapéuticas para tratamiento de defectos 6seos estructurales en huesos largos.

= Evaluar la utilidad del uso de medios condicionados producto de la actividad paracrina
de la MSC dentro del segundo tiempo quirdrgico técnica de Masquelet para manejo de

defectos 6seos criticos en huesos largos.

» Evaluar los hallazgos radioldgicos del tejido obtenido en area defecto 6seo critico
posterior a la utilizacion de medios condicionados en el segundo tiempo quirdrgico

técnica de Masquelet.

= Evaluar desde el punto de vista experimental posibles estrategias terapéuticas para
patologia osteoarticular basadas en la utilizacion de células madre y modificacion de
entornos celulares (citoquinas) y la posible combinacion de estas nuevas estrategias



Obijetivos

con las ya utilizadas actualmente en el entorno clinico para manejo de defectos

osteoarticulares (trasplante de tejido osteoarticular, banco de tejido).

Incursionar como unidad de investigaciéon en patologia ortopédica en el campo de la
biologia molecular y el uso de células madre con el fin de buscar estrategias
terapéuticas en enfermedad degenerativa osteoarticular y en el manejo de defectos
Oseos estructurales en huesos largos en los cuales las técnicas disponibles
actualmente a nivel mundial no solucionan de forma satisfactoria la patologia del

paciente.



2. Marco Teodrico

2.1 Técnica membrana inducida (Masquelet)

Diferentes publicaciones desde 1986 han aumentado el conocimiento de la técnica
propuesta por Masquelet para la reconstruccién en dos tiempos quirargicos de defectos
6seos mediante la induccién de una membrana biologica °. Técnica generalmente

utilizada en reconstrucciones traumaticas o post infecciosas.

En el primer tiempo quirargico se realiza la remocion del tejido 6seo necrético asociado a
la colocacion de un espaciador de cemento (Polimetilmetacrilato - PMMC) y la adecuada
cobertura en tejidos blandos. El segundo tiempo se realiza entre las 6 y 8 semanas
cuando los tejidos blandos tienen una mejoria de signos inflamatorios e infecciosos,
momento en el cual se realiza el retiro del espaciador preservando la membrana que lo

rodea, la cual se rellena con injerto 6seo”.

Estudios realizados enfocados al entendimiento del papel de la membrana en la
inhibicion de la absorcion del injerto 6seo, han utilizado ovejas como modelo animal, en
los cuales se crearon defectos 6seos de 3cm y se simularon cuatro situaciones
experimentales para el injerto 6seo en el segundo tiempo quirdrgico: membrana + injerto,
injerto sin membrana, membrana sin injerto y defecto sin membrana y sin injerto,
evidenciando la importancia de la membrana en la viabilidad del injerto 6seo para la
reconstruccién 6sea. De forma interesante a pesar de no utilizar sustituto 6seo se
documento la formacion de hueso al interior de la membrana®.
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Estudios posteriores se han enfocado en el analisis histolégico y bioquimico de la
membrana encontrando que la membrana esta altamente vascularizada en todas sus
capas®. La parte interna (cara al cemento) es un epitelio similar a la sinovial y la parte
exterior estd hecha de colageno, fibroblastos y miofibroblastos. La membrana secreta
factores de crecimiento: alta concentracion de factor de crecimiento vascular endotelial
(VEGF) factor de crecimiento transformante 1(TGF B-1); niveles observados desde la
segunda semana. La proteina morfogénica 6sea (BMP-2) estaba en su nivel mas alto en

la cuarta semana.

Como se ha mencionado, con los resultados clinicos y de los estudios experimentales, se
puede afirmar que la membrana inducida actia como una camara biologica. La
membrana evita la reabsorcién del hueso esponjoso y promueve la vascularizacion y la
corticalizacién del hueso esponjoso. Por Ultimo, se considera un sistema de entrega in situ
para factores de crecimiento y factores osteoinductores. Los estudios realizados a la
fecha sugieren que el mejor momento para realizar el injerto es un mes después de la

colocacion del espaciador cemento.
2.2 Células madre mesenquimales (MSC)

Las células madre mesenquimales (MSC) fueron inicialmente descritas en medula 6sea
hacia 1970° y actualmente se reconoce su existencia en diferentes tejidos: cordén
umbilical, sangre, tejido adiposo, pulmon, cerebro, higado. Por sus caracteristicas son
foco de investigacion como fuente terapéutica para diferentes enfermedades. Tres
funciones principales de las células mesenquimales han sido asociadas con sus efectos
terapéuticos’: remplazo de tejidos a través de diferenciacién, inmunomodulacién y efectos
antinflamatorios; y por ultimo la secrecién de moléculas que estimulan o asisten en el

proceso de reparacion tisular (efecto paracrino) (Figura 1).

La evidencia actual demuestra su capacidad para diferenciarse hacia lineas celulares
provenientes de las tres capas germinativas: hepatocitos (endodermo), osteocitos y
miocitos (mesodermo) y neuronas (ectodermo). Sin embargo, en estudios in vivo, las

MSC son células de vida corta después de su inyeccién siendo detectables en los tejidos
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durante periodos variables entre las 48 horas hasta tres meses®. Hallazgos por los cuales
la diferenciacion hacia tejidos células especificos han tomado un segundo plano y se
estudian sus efectos paracrino e inmunomodulares como posibles fuentes dentro de la

tecnologia de tejidos.

CELULA MADRE MESENQUIMAL
SECRECION FACTORES BIOACTIVOS

o

Inmunidad/Modulacion
Inflamacion

N

Actividad
Paracrina

Efectos cooperativos

REPARACION TISULAR

Figura 1: Acciones MSC

El efecto paracrino descrito para las MSC postula que los factores de crecimiento,
factores neurotrépicos, citoquinas y moléculas de sefializacién secretadas por las MSC,
son suficientes para ejercer efectos terapéuticos al activar vias que promueven la
angiogenesis y regeneracion tisular e inhibir la fibrosis, apoptosis e inflamacién®. Gracias
a esta propiedad de las MSC, a nivel experimental se obtiene el Medio Condicionado
enriguecido con factores de crecimiento y moléculas de sefalizacién secretados por estas
células in vitro (Figura 2) '°. Dentro de las proteinas identificadas se resaltan el factor de
crecimiento de hepatocitos (Hepatocyte Growth Factor, HGF), el factor neurotréfico
derivado de cerebro (Brain Derive Neurotrophic Factor, BDNF), el factor de crecimiento
vasculoendotelial (Vascular 2 Endotelial Factor Growth Factor, VEGF) y la interleuquina 6

(Interleukin, IL6). El grupo de investigacion Biologia de Células Madre de la Universidad
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Nacional, ha demostrado la presencia de factores proangiogénicos e inmunomoduladores
como HGF, BDNF, VEGF, SDF-1, TGF-a y BFGF entre otros, que promueven la

migracion, proliferacion y supervivencia celular'.

Efecto +

Paracrino + - + 4},

e R

Medio ‘ ‘ ‘ ‘ ‘
Condicionado ﬁi‘. g}_’; ﬁ‘[’i %‘n ﬁ_}n

Figura 2. Esquema de obtencion de un medio condicio  nado. Las MSC gracias a
su efecto paracrino, secreta factores de crecimient o y moléculas de sefalizacién al
medio que utiliza para su crecimiento. De esta mane ra tras un cultivo in Vitro se
puede obtener el medio condicionado enriquecido con las proteinas secretadas
por las MSC. Tomado de: Nufiez Rios, Diana Leandra.  Evaluacion del efecto de
células madre mesenquimales derivadas de tejido adi  poso y de medios
condicionados en la recuperacion motora de ratas co n lesion medular. Maestria
tesis, Universidad Nacional de Colombia. 2010

Las MSC son candidatas ideales para la medicina regenerativa, ya que pueden ser
obtenidas facilmente de los tejidos utilizados actualmente en contextos clinicos, tales
como la médula ésea, sangre del cordon umbilical y tejido adiposo. También pueden ser
ampliados en cultivos para proporcionar un nimero suficiente para el uso clinico. Ademas,
poseen inmunogenicidad baja, probablemente debido a una falta de HLA-DR y baja
expresion de HLA-1, por lo cual no se requiere la bausqueda de HLA lo que amplia su

utilidad potencial™.



8 Modificacién experimental de la técnica de membrana inducida (Masquelet) mediante
uso de medios condicionados producidos por células madre mesenquimales

Olli-Matti de la Universidad Oulu en Finlandia, publica su articulo titulado The mechanism
of Action of Induced Membranes in Bone Repair'®, en el cual evalGan la influencia de la
membrana inducida en la diferenciacion de la célula mesenquimal hacia linea
osteoblastica recreando un ambiente libre de glucocorticoides, b-glicerofosfato vy
ascorbato los cuales son conocidos inductores in vitro de las células mesenquimales
hacia osteoblastos. Los autores refieren que al cultivar de forma conjunta la membrana
con la célula mesenquimal, puede observarse hacia las cuatro semanas en las células
cosechadas, actividad de fosfatasa alcalina especifica y concentracién de calcio en las
células mesenquimales, indicadores de la actividad formadora de hueso. En la misma
publicacion se evalta el tiempo de longevidad de la membrana como osteoinductora
refiriendo mayor capacidad para producir sefiales quimicas citotacticas a las 4 semanas
con respecto a las membranas de 8 semanas, datos en relacién a la actividad de la

fosfatasa y niveles de calcio.

2.3 El futuro de la técnica de membrana inducida

La técnica aun se encuentra en desarrollo y es evidente su impacto clinico en los
procesos de reconstruccion *.Cuando se emplea un aloinjerto u otro sustituto 6seo, el
promedio ideal de este en relacion al hueso autélogo requerido durante el segundo tiempo
quirdrgico aun no esta bien definido; por lo que se debe considerar posibles
modificaciones en el proceso de consolidacion y en las propiedades mecanicas dentro de
la membrana. Preguntas que necesitan ser respondidas incluyen cual es el mejor
elemento  osteoconductor y osteoinductor. Adicionalmente, las propiedades
osteoinductoras de la membrana pueden no ser suficientes, por lo que el injerto puede
asociarse con factores osteoinductores o células osteoprogenitoras para mejorar la

formacion del hueso™.

Con el progreso en el conocimiento de las MSC asociado a una mayor comprension de la
funcion y los efectos de la misma, de sus capacidades de diferenciacién y paracrinas, se
plantea la posibilidad de su uso dentro del arsenal terapéutico para el manejo de defectos

0seos segmentarios.



3. Metodologia

3.1 Estudios previos:

Se adelant6 una busqueda en diferentes bases de datos electrénicas (EMbase, PubMed,
Science Direct, Scielo) utilizando los términos: Masquelet, Induced Membrane,
Mesenchymal Stem Cell y el términos MESH: cell, mesenchymal stem, unidos por
conectores boleanos AND, OR sin encontrar ninguna referencia bibliografica en el cual se
combinaran las dos técnicas para la reconstruccion ésea en huesos largos tanto en

modelo animal como en experimentacién clinica.

3.2 Disefo del estudio

3.2.1 Tipo de Estudio:

Estudio experimental en modelo animal.

3.2.2 Especie animal:

Conejos de raza nueva Zelanda peso entre 2000 y 3000 gramos. La seleccion de la
especie, raza y peso se fundamentan en trabajos previos, donde se ha demostrado la
posibilidad de induccion de membrana y se ha evaluado las caracteristicas histoldgicas de

la misma, resultados que han sido similares a los observados en estudios humanos™,*°.

En simulaciones experimentales previas por dos del autor aun sin publicar, donde se
evaluaron los tamafios de fémur y tibia de conejo con el fin de determinar que pieza
anatomica permitiria dos puntos importantes para la realizacion del modelo experimental:
facilidad técnica para la realizacién de la osteotomia y facilidad técnica para la colocacion

de un fijador externo, se escogi6 al fémur como pieza anatémica. Asimismo, teniendo en
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cuenta como referencia estudios previos sobre fijacion externa en modelos animales'’*8%

y los datos obtenidos del estudio anatémico de las piezas de conejo se realizaron el
disefio y pruebas del fijador externo para investigacion animal en conejos (proceso actual

de patente). (Figura 3).

Senifll® € mwur

Figura 3: Pieza anatémica fémur de conejo. Fijador Externo para investigacion
animal en conejos.

3.2.3 Tamano de la muestra

Se plantearon cuatro grupos de comparacion para lo cual se define una muestra de 10

conejos.

3.3 Fases del proyecto

Se realizé un proceso de investigacion de tres fases, las dos iniciales correspondientes a
la intervencién experimental en el modelo animal propuesto y una tercera fase de
evaluacion, la cual finaliz6 con la ejecucion de los documentos para publicacion y
divulgacion ante sociedades cientificas en el ambito nacional e internacional.
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3.3.1 Fase I: Primer tiempo quirargico.

Durante esta fase todos los conejos fueron llevados a un primer tiempo quirargico con las

siguientes caracteristicas (Figura 4, 5, 6).

w'f

| rl Band -

|

I

e T
-

Figura 4. Procedimiento quirdrgico fase |

1. Neuroleptoanestesia (Xilacina, Rompun BAYERe 6 mg/kg y Ketamina

IMALGENE® 70 mg/kg por cada animal).

2. Preparacion de la extremidad inferior derecha para realizacién de procedimiento

quirargico (Rasurado).

3. Asepsia y antisepsia de campo operatorio con clorhexidina. Colocacién de campos

quirdrgicos estériles
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4. Incisién longitudinal sobre cara lateral sobre muslo, diseccion tejido celular
subcutaneo, apertura de fascias y musculatura hasta exposicion del fémur.
5. Colocacioén de 4 clavos de Steinmann de 1.8 mm roscados bicorticales.
6. Montaje de fijador externo.
7. Realizacion de defecto 6seo de 1 cm (defecto 6seo critico) y reseccion de periostio
en area 6sea expuesta
8. Colocacion de espaciador de cemento PMMC. Preparacion intraquirirgica bajo
técnica estéril sobre area de defecto 6seo.
9. Lavado de campo quirdrgico con solucién salina.
10. Cierre de fascia y piel. Colocacién de gasas alcoholadas sobre heridas quirlrgicas.
11. Toma de radiografia posoperatoria de cada uno de los especimenes operados.
12. Posoperatorio inmediato con esquema de antibiético durante 5 dias con cefalexina
y analgesia con ketoprofeno.
13. Seguimiento de cada uno de los animales hasta completar el dia 30, registrando

posibles complicaciones como infeccién, aflojamiento del fijador externo o muerte

de los especimenes.
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Figura 5: Resultado Radiol6gico Post operatorio.

LTI

Figura 6 : Recuperacién y deambulacién del animal con el fij

ador.
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3.3.2 Fase Il: Segundo tiempo quirargico

Durante la fase | se presenta la muerte de uno de los especimenes disminuyendo la

muestra a 9 conejos (Ver resultados fase I).

Para la fase Il se definen cuatro grupos, (Figura 7): un grupo con aplicacién de células
madre en la zona de la membrana, un grupo para colocacién de medios condicionados y
dos grupos de control, el primero utilizando Unicamente la matriz de fibrina (hidrogel),
medio de suspensién del volumen de células madre y medios condicionados empleado; y
un dltimo grupo de control negativo sin ninglin elemento colocado al interior de la
membrana. Para la elaboracion del hidrogel se realiza la mezcla de: Plasma 830uL,
Solucién salina normal 1330 pL, Acido Tranexamico 16 uL, DMEM 166 puL (o volumen
similar de MSC en caso de utilizacion de las mismas), CaCl, 166 pL. Volumen total de 2,5
mL. Esta matriz permanece en estado liquido aproximadamente 10 minutos después de

su preparacion su manipulacion en el procedimiento quirdrgico.

Para la preparacion del hidrogel con medios condicionados se utilizaron células madre
mesenguimales derivadas de tejido adiposo humano con un 80% de confluencia, las
cuales fueron lavadas 3 veces con PBS pH 7.4 (GIBCOTM) para eliminar restos de
DMEM + SFB 10%. Posteriormente se adiciond 3ml de medio libre de suero bovino fetal
(Opti-MEM® marca GIBCOTM) con penicilina 100U/mL, estreptomicina 100ug/mL y se
cultivo por 24h a 37°C, con una atmoésfera de didxido de carbono (CO2) al 5%. Pasadas
las 24h se recuperd el medio de cultivo y se centrifugd a 3000g por 10min en centrifuga
refrigerada para eliminar restos celulares. Finalmente se adicion6 un coctel de inhibidores
de proteasas, se realizaron las diluciones necesarias para que todos los medios
condicionados quedaran a la misma concentracion de proteina total (134ug/mL,
cuantificada con el método de Bradford) y se almacené a -20°C hasta el dia de su

implementacion.
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Los 9 conejos fueron

Figura 7: Esquema metodologia.

sometidos a un segundo procedimiento quirdrgico

previa

aleatorizacién en cada uno de los grupos descritos siguiendo el siguiente protocolo

(Figura 8):

1. Neuroleptoanestesia (Xilacina,
IMALGENE® 70 mg/kg por cada animal).

Rompun BAYERe 6 mg/kg y Ketamina

2. Preparacion de la extremidad a intervenir Siguiendo el mismo protocolo de

asepsia y antisepsia utilizado en la fase I.
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3. Incisién longitudinal sobre cara lateral sobre muslo a través de incisién quirargica
previa, diseccion tejido celular subcutaneo, apertura de fascias y musculatura

hasta expaosicién del fémur.

4. ldentificacién de la membrana y apertura longitudinal de la misma.

5. Retiro de PMMC preservando membrana.

6. Seguln la aleatorizacion correspondiente a cada conejo se coloca al interior de la
membrana la intervencion a comparar:

a. Hidrogel con medios condicionados (DMEM: medio de cultivo con
citoquinas secretadas por MSC, no contiene células).

b. Hidrogel con Células Madre Mesenquimales.
Hidrogel

d. Control Negativo.

7. Cierre de Membrana con sutura absorbible.

8. Lavado de Campo quirlrgico con solucion salina.

9. Cierre de fascia y piel. Colocacion de gasas alcoholadas sobre heridas quirlrgicas.

10. Seguimiento posoperatorio de cada uno de los animales hasta el dia 30,

registrando posibles complicaciones como infeccion, aflojamiento del fijador

externo o muerte de los especimenes.
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Figura 8: Procedimiento quirtrgico fase Il.

3.3.3 Fase llI: Interpretacion de resultados. Eval uacion
radiologica.

El dia 30 postquirtrgico a la Fase Il, se realiz6 evaluacion radiolégica de cada uno de los
especimenes para comparar los cambios imagenolégicos secundarios a cada una de las
intervenciones, para lo cual se tomaron proyecciones anteroposterior (AP) y laterales del
segmento anatémico, correspondiente al muslo de cada conejo previamente intervenido.
Cada imagen fue digitalizada para su posterior analisis. Las radiografias digitalizadas para
cada muestra se analizaron de manera estandar con la finalidad de comparar la calidad
del regenerado Gseo y las caracteristicas del mismo en cada uno de los grupos de

intervencion.
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En cada zona de defecto, se utilizé la siguiente escala ordinal de 4 puntos para comparar

la cantidad de tejido formado en la zona de Masquelet:

1. =no hay formacion de hueso en defecto

2. =densidad es menor que el hueso adyacente
=densidad es mayor o igual al hueso adyacente, formacién de dos
corticales (sumadas en proyeccion AP y lateral)

4. =densidad es mayor o0 igual a la densidad del hueso cortical
adyacente con formacién de tres o mas corticales sumadas en las

dos proyecciones®.

En la proyeccion lateral, el segmento correspondiente al defecto 6seo y de la diéfisis
proximal y distal al defecto, fue dividido en segmentos de 1x1mm para evaluar en cada
uno de los animales, el porcentaje de cierre del defecto 6seo; sustrayendo del area total
del defecto (100%), el porcentaje de area radiollicida en la zona de osteotomia (Figura 9).

Porcentaje de cierre defecto 6seo=
100%- %area radiolucida

Figura 9: Medicion Porcentaje de cierre del defecto 0seo



4. Consideraciones éticas

Este estudio se realiza dentro de las normas éticas y los principios de bioética sugeridos
por la UNESCO y la ORGANIZACION MUNDIAL DE LA SALUD para la experimentacion
en animales. Y la normatividad nacional descrita para tal fin incluida en la Ley No. 84 de
1989. "Por la cual se adopta el Estatuto Nacional de Proteccién de los Animales", con
especial énfasis al Capitulo Sexto: Del Uso de Animales Vivos en Experimentos e
Investigacion. La investigacion fue aprobada por el Comité de Etica de la Universidad

Nacional, por lo que se aplicaron todas las normativas de las 3 R de Russell y Burch?.

La investigacion y los aportes que esta pueda generar son avalados por el grupo de
investigacion y su propiedad intelectual sera determinada de acuerdo con la ley y los
reglamentos expedidos por la universidad a este respecto; asi mismo la autoria del

presente trabajo sera de los investigadores relacionados en la ficha inicial.



5.Resultados

5.1 Fase |

Durante la fase | se intervinieron 10 conejos siguiendo el protocolo previamente
establecido sin presentarse complicaciones intraquirdrgicas. Se presenté una
complicacién postquirtrgica mayor dada por fractura a través de los clavos del fijador,

ocasionando un aflojamiento del sistema. Ante el deterioro clinico del espécimen animal

se decidi6 la eutanasia.

No se documentaron infecciones del sitio operatorio en ninguno de los animales
operados. Las complicaciones durante la fase | se resumen en la tabla I. 9 conejos

lograron deambular y desplazarse de forma permanente sin documentarse fallas del

fijador (Figura 5).
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Intraquirurgicas

Fracturas Fractura a través de clavos

Aflojamiento fijador

Infecciones

Muerte Conejo con falla de fijador

Total

Conejos para fase

Tabla |I. Complicaciones Fase |
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5.2 Fase ll

Durante la fase Il se intervinieron 9 conejos siguiendo el protocolo previamente
establecido sin presentarse complicaciones intraquirdrgicas ni postquirirgicas. No se
documentaron infecciones del sitio operatorio en ninguno de los animales operados.

5.3 Fase lll: Evaluacién Radiolbgica

5.3.1 Lectura convencional;

Se realizd evaluacion de todas las radiografias encontrando en todos los animales de
experimentacion formacion 6sea a nivel del defecto. En todos los animales se observo
formacion de cortical posterior. Al evaluar los hallazgos por grupos fue evidente la
formacion y cierre del defecto en los animales que se utilizé la técnica de Masquelet
modificada mediante el uso de medios condicionados (Fig. 10A), asi como en aquellos
gue se utilizaron células madre mesenquimales (Fig.10B). En el grupo de control con
hidrogel se document6 tendencia hacia la pseudoartrosis a nivel del defecto 6seo y
perdida de la continuidad de la cortical posterior (Fig. 10C), mientras que en el grupo con
cierre por segunda intencién o sin uso de injerto 6seo, se evidencio escasa formacion de

tejido 6seo a nivel del defecto (Fig. 10D).



22 Modificacién experimental de la técnica de membrana inducida (Masquelet) mediante
uso de medios condicionados producidos por células madre mesenquimales

Figura 10. Hallazgos Radiolégicos Grupos de Investi  gacion. A: Hidrogel+ Medios
Condicionados. B. Hidrogel + Células Madre Mesenqui  males. C. Hidrogel.
D. Control: Cierre por segunda intencion.
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5.3.2 indice Cierre defecto 6seo y porcentaje defec  to 6seo.

Se realiz6 valoracion del indice radiolégico y porcentaje de cierre del defecto 6seo en
cada uno de los animales de experimentacion por parte del grupo investigador. Los
resultados de la valoracién se consignan en la Tabla 2. Adicionalmente se realizaron

promedios para cada uno de los grupos los cuales se consignan en la Tabla 3.

3 4

Densidad es mayor o

. Densidad es mayor o
. igual al hueso . .
No hay Densidad es y igual a la densidad del
B adyacente, formacion .
formacion de menor que el . hueso cortical adyacente
de dos corticales

hueso en hueso con formacién de tres o
(sumadas en ) .
defecto adyacente B més corticales sumadas
proyeccién APy

en las dos proyecciones.
lateral)

Tabla 2. indice Cierre defecto 6seo y porcentaje de  cierre defecto 6seo por
espécimen.
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indice De Cierre Del

Porcentaje De Cierre

Defecto
2 58%
HIDROGEL+ MEDIOS
CONDICIONADOS

Tabla 3. Promedios indice Cierre defecto 6seo y por  centaje de cierre defecto seo
por grupos de investigacion.



6. Discusion

6.1 Técnica De Membrana Inducida (Masquelet) En
Conejos

Con el presente trabajo se reprodujo la técnica de Masquelet en conejos para la formacién
adecuada de la membrana, su preservacion y como suturarla durante el segundo tiempo
quirdrgico, actuando como contenedor del hidrogel realizado con plasma humano, que
sirvié como vehiculo de transporte de células y citoquinas producidas por la célula madre

mesenquimal.

Uno de los principales problemas durante la reproduccién de la técnica es la estabilidad y
la alineacion de los segmentos 6seos posterior a la creaciéon del defecto 6seo. Motivo por
el cual se desarrolld un fijador externo para el segmento anatémico escogido, que
presentd baja tasa de complicaciones, soport6 las exigencias biomecanicas secundarias a
la movilizacién y brindo soporte a la descarga de peso temprana sobre la extremidad, en

un animal con actividad fisica permanente en el postquirargico inmediato.

La técnica de Masquelet es reproducible en modelos animales y para su estudio han sido
utilizadas diferentes especies. En conejos se ha empleado para reconstruccion
mandibular posterior a mandibulectomia bilateral'®. Para los autores, este es el primer
trabajo del cual tienen conocimiento en el que se utiliza la técnica para reconstruccién de
huesos largos en la especie seleccionada; asi mismo, es el primer trabajo en la literatura
mundial en el cual se utilizan medios condicionados producidos por MSC para
regeneracion de tejido 6seo en huesos largos, como posible estrategia para modificar la
técnica de Masquelet.
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6.2 Comparacion Grupos

Al revisar la literatura se decidi6 usar un defecto éseo critico de 1cm, realizando una
hemidiafisectomia del segmento anatémico con el fin de no conseguir curacion
espontanea®. En la especie utilizada un defecto de 1cm, corresponde al 25% del total de

la diafisis del fémur.

Con el objetivo de no emplear injerto 6seo durante el segundo tiempo quirlrgico posterior
a la documentacion y preservacion de la membrana, se opt6 por la utilizacién de medios
condicionados producidos por células madre mesenquimales, lo cual permiti6 comparar
esta intervencién con la utilizacion de MSC y dos grupos control. No se compard con la
utilizacion de injerto autdlogo de la especie con el fin de no aumentar la morbilidad en la

especie de experimentacion.

Al evaluar los hallazgos obtenidos en los grupos control hidrogel y cierre por segunda
intencién (como se denomind al grupo en el cual no se colocd ningun tipo de sustancia
dentro de la membrana, preservando esta Ultima), se confirma la capacidad
osteoinductora de la membrana aun en casos de ausencia de injerto 6seo, eventos ya

previamente descritos por otros autores’.

A partir de los resultado de los grupos de intervencion con células madre y el grupo en el
cual se coloc6 dentro de las membranas las citoquinas producidas por la célula
mesenguimal embebidas en plasma, se demuestra que la capacidad osteoinductora de la
membrana se aumenta en relacion a grupos de control, logrando un cierre del defecto casi

del 100% sin la utilizacion de injerto éseo.

6.3 Acciones célula madre mesenquimal (MSC) en
relacion a membrana Masquelet

Al confrontar los dos grupos principales del estudio se pretendia evaluar las posibles vias

de accidn de la célula mesenquimal dentro de la membrana (Figura 11). En el grupo de
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Medios condicionados (citoquinas y factores de crecimiento depositados por la MSC
dentro de su microambiente), el principal efecto evaluado fue la actividad paracrina,
mientras que al depositar las células a nivel del defecto éseo lo que se pretendié fue
buscar establecer su diferenciacion hacia la linea osteobléstica secundaria al estimulo
osteoinductor de la membrana. Los hallazgos encontrados sugieren que el efecto
paracrino de la MSC favorece el crecimiento 6seo dentro de la membrana sin la
necesidad de injerto dseo y es superior al efecto producido por la diferenciacion celular,
posiblemente secundario a la vida media variable de la MSC que puede ser de dias o

semanas’.

] orFerenciacion [

/_ CELULA MADRE MESENQUIMAL _\
X |0 - -
Inmunidad/Modulacion Actividad

Inflamacién Paracrina

78%

Ly

REPARACION

TISULAR

97%

Figura 11. Efectos célula madre mesenquimal en rela  cioén a técnica de Masquelet.
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6.4 Medios condicionados producidos por MSC y técn ica
de Masquelet en humanos

Con el auge de la técnica y su aplicabilidad clinica para el manejo de defectos 6seos
segmentarios en extremidades se requieren grandes volumenes de injerto éseo y el
debate con respecto a la relacion aloinjerto vs autoinjerto ain no esta esclarecida, sin
embargo, aun continua siendo el estandar de oro para la técnica la utilizacion de injerto
autélogo. Es primordial la busqueda de estrategias de optimizacién del volimen de injerto
en caso de defectos extensos o de nuevos elementos que sustituyan el requerimiento del
mismo con el fin de disminuir las comorbilidades secundarias a procedimientos

quirdrgicos adicionales.

Los medios condicionados embebidos en hidrogel se plantean como una alternativa
econdmica y de facil elaboracién, ya que pueden ser sintetizados en laboratorio con baja
complejidad tecnoldgica, en comparacién con los altos costos secundarios a la realizacién
de procedimientos quirdrgicos adicionales o la utilizacion de otras fuentes de sustitutos o

de proteinas recombinantes.



7.Conclusiones y recomendaciones

7.1 Conclusiones

= Es posible la utilizacion de medios condicionados producidos por células madre
mesenquimales, basado en su efecto paracrino, como alternativa al injerto éseo
durante el segundo tiempo quirdrgico en la técnica de Masquelet en conejos para el

tratamiento de defectos 6seos en huesos largos.

= La principal limitacién del estudio radica en el pequefio tamafio de la muestra de

animales de experimentacion.

7.2 Recomendaciones

Los hallazgos encontrados plantean una alternativa para el tratamiento de defectos 6seos
en huesos largos y posible modificacion de la técnica de Masquelet. Estos hallazgos
deben ser evaluados con nuevos estudios en los cuales se aumente la muestra estudiada.
Adicionalmente es importante la realizacion de estudios de seguridad en humanos para

iniciar estudios clinicos.



Bibliografia

!DeCoster T, Management of Posttraumatic Segmental Bone Defects. J Am Acad Orthop
Surg 2004;12:28-38.

2Wenisch S, Trinkaus K, Hilda A, Hose D, Herde K, Heiss C, et al. Human reaming debris:
asource of multipotent stem cells. Bone 2005; 36 (1): 74-83

 Benjamin C. Taylor, MD, et al. Induced Membrane Technique for Reconstruction To
Manage bone Loss. J Am Acad Orthop Surg 2012;20: 142-150

* Masquelet A, , Begue T, The Concept of Induced Membrane for Reconstruction of Long
Bone Defects. Orthop Clin N Am 2010; 41; 27-37.

® Klaue K, Anton C, Knothe U, et al. Biological implementation of “in situ” induced
autologous foreign body membranes in consolidation of massive cancellous bone grafts. J
Bone Joint Surg 1993; 79B(Suppl 11):236.

® Friedenstein A.J., Chailakhyan R.K., Latsinik N.V., Panasyuk A.F., Borok I.V., Stromal
cells responsible for transferring the microenvironment of the hemopoietic tissues.
Transplantation 1974; 17: 331-340.

. Lavoie J, Uncovering the secretes of mesenchymal stem cells. Biochimie 2013; 1-10.

8 Eggenhofer E., Benseler V., Kroemer A., Popp F.C., Geissler E.K., Schlitt H.J., Baan
C.C., et al. Mesenchymal stem cells are shortlived and do not migrate beyond the lungs
after intravenous infusion. Front Immunol. 2012; 3; 297.



Bibliografia 31

° Chen, L.; Tredget, E. E.; Wu, P. Y. et al. Paracrine factors of mesenchymal stem cells
recruit macrophages and endothelial lineage cells and enhance wound healing. PLoS
One. 2008. 3(4): €1886.

' Nufiez Rios, Diana Leandra. Evaluacion del efecto de células madre mesenquimales
derivadas de tejido adiposo y de medios condicionados en la recuperacion motora de
ratas con lesibn medular. Maestria tesis, Universidad Nacional de Colombia. 2010.

"' Restrepo, S. Secrecion de factores angiogénicos en condiciones de normoxia e hipoxia
en células stem mesenquimales humanas derivadas de médula 6sea y tejido adiposo.

Maestria en Microbiologia. Bogota, Universidad Nacional de Colombia. 2009.

12 e Blanc K., Tammik C., Rosendahl K., Zetterberg E., Ringden O. HLA expressionand
immunologic properties of differentiated and undifferentiated mesenchymal stem cells.
Exp. Hematol. 2003; 31 ; 890-896.

13 Qlli-Matti A, et al. The mechanism of Action of Induced Membranes in Bone Repair. J
Bone Joint Surg Am. 2013;95:597-604

4 Giannoudis P, et al. Masquelet technique for the treatment of bone defects: Tips-tricks
and future directions. Injury, Int. J. Care Injured 2011; 42; 591-598.

15 Bagliardelli A. Valor de la utilizacion de espaciadores de cemento y aloinjerto con
antibidtico para reconstruir defectos 6seos infectados. Estudio experimental en conejos.
Rev Asoc Argent Ortop Traumatol 2010; (76);133-140.

6 Zwetyenga N, Catros S, Emparanza A, Deminiere C, et al. Mandibular reconstruction
using induced membranes with autologous cancellous bone graft and HA-BTCP: animal
model study and preliminary results in patients. International Journal of Oral and
Maxillofacial Surgery 2009; 38; 1289-1297.



32 Modificacién experimental de la técnica de membrana inducida (Masquelet) mediante
uso de medios condicionados producidos por células madre mesenquimales

" Foo T, External fixation of femoral defects in athymic rats: Applications for human stem
cell implantation and bone regeneration. Journal of Tissue Engineering 2013; 112-119.

187hao Z, et al. Novel External Device for Bone Healing Research . Tohoku J. Exp. Med,
2009; 219 ;, 115-120

1% Drosse, 1., Volkmer, E., Seitz, S., Seitz, H., Penzkofer, R., Zahn, K., et al. Validation of a
femoral critical size defect model for orthotopic evaluation of bone healing: a
biomechanical, veterinary and trauma surgical perspective. Tissue Eng. Part C
Methods2008; 14: 79-88.

2 Miloro M, Haralson D,Desa V, Bone Healing in a Rabbit Mandibular Defect Using

Platelet-Rich Plasma. Journal of oral and maxillofacial surgery. 2010; 68, 1225-1230.

* Russell, W, Burch, R. The Principles of Humane Experimental Technique. Methuen,
London, 1959.

% Hollinger JO, Kleinschmidt MD. The critical size defect s an experimental model to

test bone repair materials. J Craniofac Surg. 1990;1:60-68.



